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RESUMEN:

Se ha propuesto que uno de los principales blancos celulares de las fumonisinas son
las membranas debido a la naturaleza anfipética de estas toxinas (Desjardins et al.
1997). La implicacion fisiolégica de este efecto puede ser muy importante, ya que la
membrana plasmética es un sitio primario de recepeidn de estimulos externos y de
transmisién de sefiales hacia el interior celular, ambos, ¢lementos fiindamentales en los
procesos de transduceion de sefiales.

Ya que el atague de un hongo fitotdxico desencadena una serie de mecanismos de
defensa en la célula hospedera (Knogge 1996, Manners 1982, Scheel 1998), es también
concebible gue las fumonisinas, metabolitos secundarios liberados por el hongo
Fusarium moniljforme, puedan generar una serie de cambios celulares que se inician a
nivel de Ia membrana plasmética de la célula vegetal.

Uno de los procesos en los que participa la membrana plasmatica durante el ataque de
hongos patdgenos es la fosforilacion de proteinas (Ramjeva y Boudet 1987; Vera-
Estrella, er al. 1994a; Vera-Estrella ef al. 1994b; Xing et al. 1996). Asimismo se han
descrito cinasas de proteinas en plantas tanto de naturaleza soluble (Lino ef ol 1998,
Suzuki ef al. 1992), como de membrana plasmdtica (Gonzilez de la Vara 1990, Xing ef

al 1996).



INTRODUCCION:

L.Hongos patégenos de plantas.

Los hongos constituyen un grupo muy versatil de organismos eucariotes carbono-
heterétrofos que han ocupado con éxito diversos habitats. La mayoria de los hongos son
saprofitos; menos del 10% de las aproximadamente 100,000 especies fhngicas
conocidas son capaces de colonizar plantas y una pequefia fraccidn de éstas es capaz de
causar aiguna enfermedad (Knogge 1996). Entre los agentes causales de enfermedades
infecciosas de cultivos de plantas, los hongos fitopatdgenos juegan un papel dominante,
no solo como causantes de epidemias devastadoras, sino también como representantes
del grupo econémicamente més importante de microorganismos patogenos.

La evolucion de los hongos fitopatdgenos se ha dado a través de un grado alto de
seleccién con respecto a las especies individuales de plantas hospederas y se refleja en
los diferentes niveles de especializacion de los mecanismos que involucran la
interaccién planta-patégeno. El primer nivel puede observarse en pardsitos oportunistas
que entran a la planta a fravés de heridas o requieren de plantas débiles para su
colonizacion, causando solo enfermedades poco severas debido a que el crecimiento del
hongo se ve restringido gracias a la formacion de zonas de necrosis en la planta, E}
siguiente nivel comprende a patdgenos verdaderos que necesitan de plantas vivas para
crecer, pero que pueden sobrevivir fuera de su huésped solo bajo condiciones
especiales; la mayorfa de los patdgenos de plantas mds importantes se encuentran en
este nivel ya que afectan al grupo econdmicamente mds importante; muchos son
aitamente virulentos en un nimero iimitado de especies. Finalmente, ¢l nivel con una
complejidad més alta es el de los patogenes obligados, para los cuales las piantas vivas
son absolutamente necesarias para completar su ciclo de vida, por lo cual establecen una

relacion muy estrecha con su huésped. Durante el desarrollo de la infeccion, estos



patdgenos se involucran en varios procesos muy sofisticados, pero pobremente
entendidos, relacionados con el flujo de nutrientes hacia los tejidos de la planta,
alterando ¢l crecimiento v la morfologia de ésta. Los cambios en el patogeno son
también evidentes durante la patogénesis, aunque alin se requiere que se estudien mas
profundamente (Jackson y Taylor 1996).

Los hongos fitopatégenos pueden dividirse en dos grandes categorias de acuerdo al
tipo de células huésped en las cuales sustentan su crecimiento (Gurr et al. 1992).

i) Necrotrofos: Usualmente causan un extensc dafio a nivei de tejido y derivan su
nutricién de células muertas o que estdn muriendo. Esta muerte estd
generalmente asociada con la degradacién de la pared celuiar.

2) Bidtrofos: Tienen una mayor relacidon con sus huéspedes, se nutren de células
vivas y generalmente causan un menor dafio a nivel de tejido en la infeccion
temprana. Representan la mayoria de los patégenos més significativos a nivel
econdmico.

El dafio a los tejidos del huésped puede ser directo o indirecto. Cuando el dafio es
directo, las células son dafiadas y generalmente mueren como resultado de una
produccién de toxinas sintetizadas por el patdgeno. Cuando el dafio es indirecto, las
células mueren o son dafadas debido a la interrupcién de un proceso como la
translocaci6n o el movimiento de apua causado por la actividad patogénica en cualquier
parte de la planta hospedera.

Debido a que las esporas de los hongos son relativamente resistentes a la desecacion
y a la radiacién, los hongos patdgenos pueden dispersarse por el aire a través de
distancias considerables, a veces miles de kilmetros; algunas esporas requieren para su
germinacion agua liquida, o por lo menos, una humedad relativa muy alta en la

superficie de la planta.



La posesion de un estado saprofitico es otra caracteristica por la cual ef hongo difiere
de otros patégenos (Manners 1982).

Los hongos pueden causar una gran variedad de enfermedades a las plantas.
Frecuentemente, en hongos patdgenos de plantas hay entidades estructurales
subespecificas que atacan diversos huéspedes.

Las infecciones por hongos patégenos causan la reduccién en el crecimiento de las
plantas, la cual puede ser tan severa como para causar la muerte de 1a planta.

Muchas enfermedades de las plantas pueden manifestarse por un patrén caracteristico
o por el desarrollo de sintomas que generalmente se refieren como el sindrome de la
enfermedad. El diagndstico puede ser complicado, ya que las plantas son generalnente
incapaces de exhibir todos los sintomas, ademds, causas diferentes pueden dar origen a
sintomas similares, lo cual puede resultar en una confusién en la identidad de 1a
enfermedad. (Ver tabla T).

L1 Sintomas de enfermedades en plantas

Muchos patdgenos fiingicos causan la produccién de sintomas caracteristicos en
plantas hugspedes. La definicion de dichos sintomas se usa generalmente en
inspecciones para definir el grado de dafio que ocurri6 en un cultivo. Los sintomas que
afectan relativamente poco a toda Ia planta deben ser considerados también cuando la
mercadotecnia del producto se ve afectada en cuanto al 4mbito econdmico, por gjemplo,
en frutas o granos.

El desarrollo de los sintomas estd influenciado por el ambiente y por la salud del
huésped al momento de la infeccion. La velocidad con la cual el patégeno puede influir
en la fisiologia del huésped y por lo tanto, dar origen a sintomas, dependerd de la
facilidad con la que las interacciones se inician y del curso que la enfermedad pueda

tomar. En algunos casos, las plantas hospederas son pobladas rapidamente por el



patégeno (necrétrofos), pero en otros, la planta puede parecer no afectarse por los
invasores (bi¢trofos) por algiin tiempo antes de que se desarrolien los sintomas (Isaac
1991). Los sintomas que se presentan generalmenie se exponen a continuacion:

Reduccién en el crecimiento.- Este se¢ manifiesta como una reduccién en el
rendimiento total de un cultivo, por ejemplo, en frutos, granos, semillas, flores, eic.
Varios de estos efectos se originan por la ruptura de tejidos fotosintéticos y de otros
mecanismos fisiologicos (incremento en la velocidad de respiracion, cambios en la
relacion de agua debidos a rupturas en la cuticula cuando el hongo esporula), como
resultado de la invasion por parte del patdgeno.

Mobo.- Afecta un rango muy amplio de especies de plantas incluyendo cereales y
otros cultivos, drboles y plantas de ornato. Los agentes que lo causan son parasitos
obligados. EI moho se propaga con mucha facilidad, ya que es llevado por ef aire y es
extremadamente comiin. El enmohecimiento ocurre como infecciones devastantes que
causan desastres econdmicos en los cultivos, Las infecciones ocurren generalmente en
tallos, vainas y hojas en una enorme variedad de plantas.

Necrosis.- El término necrosis se utiliza para describir la muerte de los tejidos que
contienen células infectadas, Durante el desarrollo de la enfermedad, la necrosis puede
extenderse y provocar rapidamente la muerte de toda la planta, o puede estar restringida
a ciertas zonas. Puntos de necrosis aparecen en las hojas de las plantas infectadas como
¢l resultado de muerte celular localizada. Un buen nimero de enfermedades causan la
formacién de regiones de necrosis, como por ejemplo, manchas en las hojas,
destruccién del tejido, etc.

Destruceién.- El término destruccion se refiere a la enfermedad que causa
ennegrecimiento de las hojas y de otros Grganos de las plantas y que se aplica

generalmente a infecciones que se extienden rapidamente.
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Humedecimiento.- Puede afectar a tocias fas plantas, pero generalmente afecta con
mayor facilidad a las semilias que no han germinado. Las infecciones iniciales aparecen
como lesiones obscuras, Al hinchamiento de las células sigue su colapso, provocando
ripidamente la muerte de toda la planta.

Escabro.- El término escabro es utilizade para describir lesiones necréticas
superficiales que se forman como resultado de la invasién al huésped. En algunas
infecciones estas lesiones van acompafiadas por la formacién de corcho debajo de la
epidermis o por asociacidn del micelic fingico. La epidermis generalmente se rompe
para liberar las esporas fiilngicas.

Antracnosis.- Es el nombre comén de enfermedades de plantas caracterizadas por
una lesién muy obscura y hundida que contiene esporas. En casos muy severos la
necrosis producida puede extenderse a través de toda [a hoja provocando deformaciones
de la vaina.

Manchas en las hojas.- Pequefias manchas de necrosis en las hojas pueden atribuirse
a varias causas. Estas lesiones reducen efectivamente la capacidad de fotosintesis y
cuando el hongo esporula, Ia relacién de agua puede ser alterada debido 2 una ruptura en
la cuticula. Las manchas causan pequefios problemas en la planta a menos de que la
infeccion sea muy severa, pero en términos econdmicos causan problemas debido al
aspecto de la hoja.

Ulceras.- Lesiones necréticas hundidas pueden aparecer én los tejidos de las piantas
¥ son lamadas fGilceras. Estas dreas pueden estar rodeadas por un sobrecrecimiento del
tejido de la planta, el cual ocurre como respuesta al efecto causado por la herida.
Cloragsis.- Una numerosa cantidad de enfermedades bace que las hojas tomen una

coloracion amarillenta que se conoce como clorosis.



Marchitamiento.- Las condiciones de sequia resultan en fa pérdida de la turgencia en
hojas y puede resultar en que la planta llegue a marchitarse. A menos de que el
suminisiro de agua sea restringido o prolongado, esta condicion es reversible. La

causada por la invasién de patégenos es generalmente irreversible y puede progresar y

afectar a toda la planta con relativa rapidez.

Tabla I Clasificacion taxondémica de
plantas,

los principales hongos patigenos de

Eiemplos

Mixomicotz
{poseen plasmedium o pseudeplasmodium}
Plasmodiophoromigetos -

Plasmodiophora brassicee (1aiz de brassica club),

Polymyza g is, y P.betae (patégenos de cereal

¥ 12iZ)

Divisién Exmicota
(unicelular o micelio filamentoso})
Mastigomicotina
{produce zoosporas mobtiles)
Oomicetos.- Pythrum spp, Phytophthora spp.
{raiz, tallo), y Phviaphthara mfestans
(destruccron de 1a pape). Moho ,por ejemplo,
Bremra lactucae (lechuga) y Plasmopara
viticola (ving).
T Ascomiconna
(esp sexuales = poras)
Plectomicetos - moho poivoso, por ejemplo Erysiphe spp
(por ejemplo, £ g (cereales)), Podosphaera
leucotricha (inanzana), Uncinule necator {vino)
Prrenomicetos - Ophrostoma ulm: (destrucerdn del olmo),
Endothia parasistica (destruccidn de 1a castafia).
Discomicetos.~ Sclerotima scierotiorum (tallo y raiz), Pyrenopeziza
brassicae (manchas leves en las hojas de la Brassica)
Locufoascomicetos - Ophiobolus graminis (cereal), Pyrenophora
7 bada), Helminthosp maydis (d fda
de 1as hojas del maiz del sur).
Deuteromicotima

(estado sexual ausente o desconocida)
Coleomicetos -

Hyphomicetos.»

Ascochyta pist (destruccion del durazno), Seploria
trticr {mancha en !as hojas del trigo)

Alternaria spp. (manchas en las hojas y destruccidn
de éstas), Botryns cinerea (moho gns), Fulvia
Julva {moho en las hojas del tomate), Fusarizim spp
{putrefaccaon de 12 raiz)

Basidiomicotina
(las esporas sexuales son basidiosporas)
Hemibasidiomicetos -

Hymenomicetos.-

Ustifago spp por e). U maydrs (causantes del
hollin), femmlera vastatriz (enmohece el café).

Armiilarieila mella (putrefaccidn de 1a raiz, hongo
de 12 miet), Chondrostereum purpureum (ciruelo /
hoja de cereza de plata).




1L Interaccién Planta Patégeno

Cualquier encuentro entre un patdgeno v la planta hospedera dard inmediatamente
origen a interacciones entre los dos individuos, estas interacciones comienzan cuando la
espora se fija en la superficie de la planta o cuando el contacto hifal se hace con las
rajces en ¢l suelo, pero antes de que se establezea cualquier contacto fisiolégico entre
ambos. La secuencia de eventos que lo siguen involucra una serie de mecanismos
mtegrados que dependen directamente de las propiedades y capacidades de ambos
organismos involucrados. Como consecuencia, puede resultar, desde que no haya éxito
en la penetracién del huésped, a la alteracion de la estructura y la funcién del huésped o
hasta la muerte de la planta (Isaac 1991).

Para colonizar satisfactoriamente a un tuésped en particular, et microorganismo debe
desarrollar la habilidad de evadir a las barreras de defensa elaboradas por la planta para
prevenir la infeccion. Una vez que dichas barreras se han roto, la planta susceptible
ejerce presion para desarrollar nuevas respuestas que bloqueen la infeccion del
patogeno. Después de una nueva respuesta de resistencia, €l patogeno responderd
nuevamente con otro mecanismo alternative que restaure el estado de virulencia. Estas
batallas dindmicas que se presentan resultan de la utilizacién de estrategias altamente
especificas y extremadamente sofisticadas tanto por parte del patégeno como por parte
del huésped (Knogge 1996).

Las colonizaciones subsecuentes generalmente involucran las penetraciones repetidas
de paredes celulares y de enzimas extracelulares que pueden degradar la mayor parte de
los componentes de las paredes celulares de las plantas, Estas enzimas son producidas
por la mayor parte de los hongos patdgenos de plantas.

Los procesos de penetracion a través de los cuales los hongos ganan la entrada a los

tejidos de Ia planta son eventos altamente complgjos que en muchos casos involucran la



secrecion de una mezcla de enzimas proteoliticas e hidroliticas ¥y cuya composicion
varia dependiendo del tipo de hongo del que se trate y del tipo de huésped al que se
enfrente. Durante a penetracion, las enzimas hidroliticas v/o la respuesta de defensa
generada por la planta, produce fragmentos de hongos y/o de pared celular de las
plantas, Hamados evocadores. Estos compuestos, que son generalmente oligosacaridos,
pueden originar una respuesta general en contra del patégeno, lo que impide que penetre
rapidamente. La elicitacion o produccién rapida de la respuesta de defensa por parte de
ia planta puede provocar que se impida o disminuya la respuesta al ataque del hongo.

IL1. Penetracion por parte del hongo

El hongo puede penetrar de diferentes maneras, de las cuales las més imporiantes son
las que se mencionan a continuacion.

Heridas.- Las heridas en la superficie de las plantas son ideales para la penetracion
del hongo. El dafio puede influenciarse por el ambiente, actividades de animales e
insectos, etc. y también puede producirse por factores inherentes a la planta, como por
ejemplo, los sitios emergentes de la raiz. Estas dreas dafiadas pueden exudar materiales,
los cuales pueden funcionar como nutrientes para los hongos.

Penetracion directa.- Esta claro que la adhesién de invasores potenciales a las
superficies de las plantas es imporiante. Algunas especies fingicas producen vainas
mucilaginosas, las cuales cubren a la hifa; ademds producen otras sustancias adhesivas
qite provocan un contacto mas cercano, como per gjiemplo, polisacéridos, glicoproteinas
y polimeros como la hexosamina 3 los xilanos. Después del contacto entre un tubo
germinal y la superficie de la planta. la penetracién directa a la planta puede requerir
una combinacion con una fuerza mecénica, la cual necesita ser considerable y requiere

de un ablandamiento previo de la cuticula.
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Mecanismos quimicos de penetracion.- Ya que se aproximan a la pared celufar,
muchos hongos patégenos son capaces de producir ataques bioquimicos en los tejidos
de la planta y en las células para, de esta manera, permitir una penetracién extendida.
Mouchas interacciones complejas pueden ocurrir, lo cual resulta en un dafio celular y el
desarrollo de los sintomas de la enfermedad. Pueden considerarse dos clases de armas
bioquimicas: una, enzimas de alto peso molecular capaces de degradar la pared celular
huésped y que provocan la ruptura de células epidérmicas al contacto, provocando la
maceracion del tejido. Ei segundo tipo de armas es Ia produccién de toxinas de bajo
peso molecular, las cuales matan a las células en ¢l avance de la invasién de la hifa en
los tejidos del huésped.

El estado en el que el patégeno esta presente en la superficie del huésped, pero en el
que todavia no ha penefrado, es conocido como la fase de penetracidn, que es segnida
por el establecimiento y la invasion al huésped. (Manners 1932).

Fase de penetracion:
Antes de que una espora pueda germinar, se deben cumplir ciertos requisitos, algunos
internos y algunos externos.

Latencia: Muchas esporas resistentes son incapaces de germinar por un cierto periodo
después de su formacion. En algunos casos la latencia puede ser rota en algin momento
por un tratamiento especifico ya sea quimico o fisico. En otros, nada puede inducir a las
esporas a germinar antes de que haya pasado un periodo determinado.

Estimulacién e inhibicion_de la_germinacién: Ademas de varios factores como la

latencia, existe una larga lista de factores que han sido demostrados como estimuladores
o inhibidores de la germinacién de las esporas. Los factores fisicos son quizés los méas
importantes, ya que en ciertas ocasiones, si no se cumplen, la germinacién stmplemente

ne ocurre.
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Fase de establecimiento:

Crecimiento en lIa superficie del huésped: La extension a la cual el microorganismo

crece a través de la superficie del huésped es muy variable.

Es muy probable que todos los hongos patdgenos de plantas hagan uso de enzimas
extracelulares que son secretadas en diversas situaciones de ataque a sus huéspedes. En
hongos necrétrofos la produccién de toxinas en grandes cantidades mata a los tejidos
del huésped; finalmente, éstos son invadidos y los hongos se alimentan de ellos, esta
fase seria la denominada de invasién al huésped.

III. Mecanismos de resistencia a patégenos
El reconocimiento de un patdgeno en el sitio de la infeccidn invelucra procesos de
sefializacién a nivel celular y sistémico que tienen como propésito la activacién de
respuestas de defensa con multicomponentes tanto a nivel sistémico como local, y estas
respuestas conducen a un establecimiento rapido de resistencia local y al desarrollo
ulierior de la denominada resistencia sistémica adquirida (Scheel 1998). En muchos
casos la respuesta probablemente se inicia con la interaccion de evocadores que actiian
como ligandos de moléculas especificas o receptores a nivel de membrana plasmatica o

bien a nivel de citosol en la membrana de la planta,

Algunos de los mecanismos de resistencia son;

1) La manera en como la planta resiste la entrada y propagacion del patdgeno
depende de la estructura y potencialidad bioquimica de ambos, huésped y
patogeno y de la mita de entrada e invasion al huésped. Algunas barreras se
presentan en las plantas safudables que no han sido atacadas, y se conocen como
barreras preformadas, otras se forman solamente cuando el patégeno trata de

penetrar o invadir y son llamadas barreras inducidas.
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Fase de establecimiento:

Crecimiento en la superiicic del huésped: La extensién a la cual el microorganismo
crece a través de la superficie del huésped es muy variable.

Es muy probable que todos los hongos patégenos de plantas hagan uso de enzimas
extracelulares que son secretadas en diversas situaciones de ataque a sus huéspedes. En
hongoes necrétrofos ta produccion de toxinas en grandes cantidades mata a los tejidos
del huésped; finalmente, éstos son invadidos y los hongos sc alimentan de ellos, esta
fase serfa la denominada de invasién al huésped.

. Mecanismos de resistencia a patégenos
El reconocimiento de un patégeno en el sitio de la infeccion involucra procesos de
sefializacion a nivel celular y sistémico que tienen como propésito la activacion de
respuestas de defensa con multicompenentes tanto a nivel sistémico como local, y estas
respuestas conducen a un establecimiento rdpido de resistencia local y al desarrollo
ulterior de la denominada resistencia sistémica adquirida (Scheel 1998). En muchos
casos la respuesta probablemente se injcia con la interaccion de evocadores qgue actian
como ligandos de moléculas especificas o receptores a nivel de membrana plasmatica o

bien a nivel de citosol en la membrana de fa planta.

Algunos de los mecanismos de resistencia son:

I} La manera en como la planta resiste la entrada y propagacion del patégeno
depende de la estructura y potencialidad bioquimica de ambos, huésped y
patégeno y de la ruta de entrada e invasion al huésped. Algunas barreras se
presentan en las plantas saludables que no han sido atacadas, y se conocen como
barreras preformadas, otras se forman solamente cuando el patdgeno trata de

penetrar o invadir y son llamadas barreras inducidas.
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IIi.1. Barreras preformadas. Para cualquicra de las rutas por las cuales los
patégenos enfran a la planta, ésta puede construirse una barrera o forma de evitar la
entrada del patégeno, esta defensa puede ser selectiva para ciertas especies de plantas
(Manners 1982). A continuacion se describen algunos tipos de barreras preformadas.

a) Cuticula y pared celular: Una cuticula gruesa, generalmente reforzada por una
pared celular gruesa, puede prevenir la penetracién de un patégeno capaz de
penetrar una cuticula mds delgada.

b) Estomas.- Se han obtenido correlaciones entre los tipos particulares de estructuras
de estomas y la resistencia a la entrada. La resistencia funcional debe jugar un
papel en la reduccion a la susceptibilidad a Ia invasién por parte de cualquier
hongo.

¢) Lenficelas.- La apertura de las lenticelas provee una ruta de emtrada de los
patogenos a ciertos drganos de la planta. Si la lenticela se cierra por la produccion
de una barrera, la penetracion se ve inhibida frecuentemente.

d) Organos florales.- Los estigmas y ovarios de las plantas en getminacion proveen
un canal de entrada para ciertos patdégenos. El estigma de la planta y el estilo del

tejido pueden inhibir el crecimiento del hongo.

HIL2. Barreras mecénicas inducidas

Se pueden producir varios tipos de barreras mecdnicas en respuesta 2 ia infeccién por
un patdgeno en particular, éstas dependen de la naturaleza del patégeno y del huésped.
La reaccidn de la planta al ataque del patdgeno es generalmente similar a Ia que se daen
diferentes especies después de haber un dafio mecénico. Las células involucradas
mueren y las células que se encuentran alrededor comienzan a smtetizar diferentes

sustancias como la suberina, ligninas, gomas, taninos, etc. Esta barrera se forma dentro
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de las primeras 24 horas ¢ cuando se trata de un dafio muy extenso. Unos dias después
se inicia un cambio en el lugar que fue dafiado y se forma un tejido mas grueso y
resistente.

El hongo prolifera lentamente en los cultives resistentes, presumiblemente
produciendo bajas concentraciones de los metabolitos relevantes y rdpidamente en los
cultivos susceptibles, produciendo altas concentraciones de sus metabolitos.

Cuando la hifa trata de penetrar a la célula, ésta algunas veces reacciona produciendo
Ia deposicién de una snstancia especifica alrededor de Ia hifa invasors, originando una
vaina que es similar al material de la pared celular invaginada dentro de las células. El
estimulo puede ser fisico, guimico o ambos. La efectividad de esta vaina en delimitar el
crecimiento de la hifa varia. La mayoria de éstas vainas contienen celulosa y callosa y
generalmente estin impregnadas con algunos de los constituyentes de la lignina.

2) Uno de los mecanismos mds efectivos de las plantas para contender contra el
patégeno es la produccién de sustancias toxicas. Como en los mecanismos de
resistencia mecénica, aigunas de éstas sustancias quimicas son compuestos formados
previamente en las plantas sanas, sin embargo, también se forman otros compuestos en

respuesta al ataque por parte del patdgeno.

L3 Sustancias preformadas

Ocastonaimente se producen por la planta como exudados que pueden inhibir el
desarrollo del patdgeno antes de que éste pueda siquiera penetrar a la planta.

Los factores de resistencia preformados deben ser mas toxicos al patogeno que al
huésped, o deben estar confinados fisicamente o unidos quimnicarmente, para que de esta

manera [a toxina no dafie los tefidos del huésped.



Como ejemplos se tienen los sigt.lientcs:

» El4cido clorogénico inhibe la germinacién de esporas a concentraciones similares
a aquellas que tiene una planta joven.

* La arbutina es un ejemplo de un compueste no téxico, que ¢cuando se hidrofiza da

origen a una hidroguinona téxica.

II4. Sustancias producidas como respuestz al ataque por patdgenos
(fitoalexinas)

Las sustancias que no estdn presentes en las plantas saludables que no han sufrido
ningiin ataque, pero que se producen cuande el huésped es atacado por un patégeno v
que resultan toxicas para los patégenos, se conocen como fitoalexinas, Las fitoalexinas
son compuestos orgénicos de una composicién quimica variable y su actividad
antifiingica o antibacteriana es usualmente poco especifica (Hammond-Kosack y Jones
1996).

Existen diversos mecanismos por medio de los cuales un patdgeno puede ser capaz de
inhibir la accion de la produccion de una fitoalexina.

1} El huésped puede producir cantidades tan pequefias de fitoalexina cuando es
inoculado con ese patogeno o cuando es inoculado con cualquier otro patégeno.

2) Un patbégeno exitoso puede ser menos sensible a la fitoalexina que un
microorganismo no patégeno.

3) Una cepa patégena puede ser capaz de inactivar una fitoalexina.

Algunas de las fitoalexinas mas importantes y las principales plantas que las producen

se encuentran en la Tabla 11,



Tabla II. Fitoalexinas importantes y plantas que las producen

FITOALEXINA PLANTA QUE LA PRODUCE
Acido clorogénico Solanum tuberosum
Hidroxifaesolina Glycine max

Kievitona Phaseolus vulgaris

Faesolina Phaesolus vulgaris

Fituberina Solanum tuberosum

Fistaina Pisum sativum

Rishitina Solarum tuberosum

HLS. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

La produccion de especies reactivas de oxigeno juega un papel clave en la defensa de
las plantas (Hammond-Kosack et al.1996). Uno de los mecanismos es la generacion de
Oy', el cual se transforme rdpidamente en peréxido de hidrogeno (H0:z), éste puede
atravesar ficilmente las membranas biolégicas debido a que no tiene carga (Fig.1).
Ambos, O y Hx0: son moderadamente reactivos, sin embargo, el dafio celular que

prodacen parece deberse a su conversion en especies mds reactivas.

El perdxido de hidrégeno y el éxido nitrico en combinacién, son necesarios y
suficientes para la activacién de genes de defensa y la induccidn de una muerte celular
programada (Scheel 1998). S¢ cree que el H,O; puede difundir intercelularmente y asi

propagar la sefial de alerta - defensa en el tefido.
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Figura 1. Interconversién de los diferentes ROS v las enzimas involucradas. Tomada de
Hammnond-Kosack y Jones (1996),

1.6 Cipasas de proteinas:

Las cascadas de fosforilacion estin involucradas en sefiales de defensa a diferentes
niveles. Algunos genes de resistencia de plantas codifican para proteinas receptoras con
funcién de cinasas, las cuales activan una serie de sefiales mediante la fosforilacion
especifica de proteinas especificas (Scheel 1998).

El tipo mas comiin de modificacion reversible de las protefnas es la fosforilacién. La
naturaleza ha elegido la fosforilacion-defosforilacién como uno de los mecanismos mas
usados para regular la funcién de las proteinas, no solamente la que se despliega a
traves de la actividad enzimatica, sino también la de proteinas involucradas en otro
procesos biologicos.

6.a. Propiedades Generales

Las reacciones de la fosforilacidn-defosfortlacién de las cinasas de proteinas v de las
fosfatasas de proteinas se muestran a continuacion:
Proteina + nNTP cinasa de protefqa proteina-Pn + aNDP

Proteina-Pn + nH;O fosfatasa de prote!’ga Proteina + nPi

En donde NTP y NDP corresponden a nucledsidos tri o difosfatados.
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Una cinasa de proteinas especificas generalmente cataliza la transferencia de un
grupo fosfato a mas de un sitio en el substrato (proteina) y que generalmente es un
residuo de treonina, serina o firosina.

En las reacciones de fosforilacién de proteinas es comiin que una proteina sirva como
substrato para varias cinasas. En algunos casos, las difcrentes cinasas catalizan la
fosforilacidn de sities idénticos en el sustrato de la proteina, pero cominmente cada
cinasa tiene su sitio de preferencia, ya que éstas muestran un grado moderado de
especificidad para ciertas secuencias de aminoécidos. La fosforilacion de un sitio
idéntico por dos o mds cinasas de proteinas probablemente ocurre debido a un alto
grado de exposicién de ese sitio, combinado con el hecho de que las cinasas de
proteinas no poseen una especificidad absoluta.

Las cinasas de proteinas constituyen un grupo muy diverso de enzimas cuya actividad
es comiinmente regulada a través de su interaccion con segundos mensajeros comeo el
caleio (Xing et al. 1996), mismos que son generados en las células en respuesta a
hormonas y otros agentes extracelulares. Las reacciones catalizadas por cinasas
requieren iones metdlicos divalentes como el Mg™ y se regulan a través de la
interaccion de metabolitos con sus sustratos.

6.b. Especificidad para los donadores de fosfato en las reacciones de las cinasas de
proteinas
Se ha descrito que la reaccidn de las cinasas de proteinas es dependiente de un
nucledsido trifosfatado. El donador en casi todas las situaciones es el ATP.

6.c. Reacciones de autofosforilacion

Casi todas las cinasas de proteinas catalizan reacciones de autofosforilacion en donde
la cinasa funciona como su propio substrato. Las reacciones de autofosforilacién pueden

ser intramoleculares o intermolecuiares. En algunas, particularmente en aquellas en fas
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que la autofosforilacién ocurre por un proceso intermolecular en donde no ocurre un
cambio funcional en la actividad de Ja cinasa como resultado de la avtofosfortlacion, la
reaccion puede ser simplemente la expresion de la deficiencia de una especificidad
absoluta por parte de la cinasa de proteina. La autofosforilacion se observa utilizando
altas concentraciones de cinasas, aunque la enzima sea extremadamente pobre como
sustrato para s{ misma.

Un posible significado de las reacciones de autofosforilacién de las cinasas de
proteinas es que la mayoria de estas enzimas pueden conservarse en un estado inactivo
o inhibido, como resultado de la interaccién entre sus sitios de autofosforilacién y los
sitios en donde se enlazan sus sustratos proteicos. Para algunas cinasas de proteinas,
cuando un sitio funcional de autofosforilacion estd ausente, en su lugar estan presentes
sitios de pseudofosforilacién. Para dichas enzimas la activacién es dependiente de
activadores que alteran la conformacién de la cinasa y que causan un desplazamicnto
del Pi desde los sitios de pseudosustrato hasta los centros activos de estas enzimas
{Bover v Krebs 1986).

6.d. Sistemas ciclicos de cascadas

La medificacidn covalente de las enzimas es catalizada por otras enzimas como las
Cinasas y las fosfatasas. Estas involucran la accion de una enzima sobre otra v por ello,
son referidas como sistemas en cascada. Tales sistemas pueden dividirse en dos clases:
cascadas unidireccionales y cascadas ciclicas.

Las cascadas unidireccionales son cascadas irreversibles y generalmente estin
involucradas en hendiduras proteoliticas de un enlace peptidico especifico, por ejemplo,
la cascada de la coagulacion sanguinea. Las vias que son designadas como
amplificadores son aquellas que, en respuesta a algunas sefiales de alarma, generan una

avalancha de productos requeridos para satisfacer cambios biolégicos especificos.
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Cuande la necesidad finaliza, las cascadas se detienen. Por lo tanto, las cascadés
unidireccionales son sistemas de contingencia que sirven como interruptores biologicos
que pueden ser encendidos para afrontar situaciones de emergencia.

En coniraste, las cascadas ciclicas involucran la derivatizacion de uno o mas residuos
especificos de amincdcidos dentro de la proteina. Estas derivatizaciones de enzimas son
procesos ciclicos que resultan del acoplamiento de dos cascadas opuestas: una que
concierne a la modificacién covalente y la ofra con la no modificacién dc una enzima
interconvertible.

Las propiedades de las cascadas ciclicas muestran que éstas poseen caracteristicas
inicas que proveen a la célula de la capacidad de regular y coordinar una multitud de
vias metabolicas.

Se ha propuesto que la modificacién covalente de las enzimas no funciona
simplemente como un encendido y apagado para varias vias metabélicas, sino que éstas
son parte de un proceso dindmico en donde las actividades fraccionales de las enzimas
interconvertibles pueden variar dentro de un amplio rango.

El modelo de la cascada ciclica se deriva de un acoplamienic de una cascada qgue va
hacia adelante y de otra en reversa (Fig.2). La cascada que va hacia adelante involucra
la activacion de una enzima convertidora inactiva, cinasa de proteinas (PK), por medio
de un efector alostérico (1 ). La enzima convertidora activada, PK,, cataliza entonces fa
modificacién (fosforilacién) de la enzima interconvertible a partir de su forma no
modificada S, hacia su forma modificada S-P; en la cascada reversa, la enzima
convertidora inactiva PT, se activa por un efector alostérico €z, y la enzima convertidora
activa cataliza la no modificacion (defosforilacién) de la enzima interconvertible S-P,

hacia su forma no modificada.
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El acoplamiento de estas dos cascadas resulia del hecho de gue el sustrato de la
efizima convertidora en una cascada es el producto de la cascada opuesta. Para cada
ciclo completo, una molécuta de ATP se hidroliza a ADP y Pi. Cuando la concentracién
de ATP se mantiene en un relativo exceso con respecto a las enzimas involucradas y en
un nivel en el equilibrio y constante, se establece un estado estable en donde la
velocidad de la formacion de $-P es igual a la velocidad de regeneracion de S.

Cuando la enzima interconvertible modificada en un ciclo cataliza la modificacion de
una enzima interconvertible en otro ciclo, los dos ciclos se acoplan de tal manera que la
modificacién fraccional de lz segunda enzima interconvertible es una funcién de todos
los pardmetros cuantitativos que definen ambos ciclos. Similarmente, cuando la cascada
se compone de n enzimas interconvertibles y la enzima interconvertible participa en las
funciones de un ciclo como la enzima convertidora del siguiente para Ja siguiente

enzima interconvertible, se obtiene una cascada malticiclica compuesta por n ciclos

(Fig. 2)

PK +e1—>» PK,
v
ATP ADP
S S-p
A
Pi 10
PT+ex > Pt

Figura 2. Modelo de la cascada ciclica de fosforilacién - defosforilacidn de proteinas. PK es
cinasa de proteinas, PK, es la forma activada, e, e; son cfectores proteicos, S es una proteina
modificable por fosfo - defosforilacién PT. Tomada de Boyet y Krebs, 1986,
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El andlisis cuantitativo de las cascadas ciclicas revela que estin dotadas de una
capacidad enorme para la gmplificacién de las sefiales. Como resultado, pueden
responder como efectores primarios, pueden modular la amplitud de la respuesta
mdxima de una enzima interconvertible, pueden funcionar a concentraciones de
saturacion de efectores alostéricos, pueden realzar la sensibilidad de la modificacion de

una enzima interconvertible ante cambios en las concentraciones de los efectores

respuesta al aumento en las concentraciones de los efectores alostéricos, sirven como
sistemas de integracion biolégica que pueden estimular fluctuaciones simultineas en las
concentraciones  intracelulares de numerosos metabolitos v ajustan la actividad
especifica de las enzimas nterconvertibles; son altamente flexibles con respecto a la
regulacion alostérica y son capaces de exhibir una variedad de respuestas a estimulos
alostéricos primarios, sirven como amplificadores de velocidad y son capaces de
responder extremadamente rdpide 4 cambios en los niveles de metabolitos.

Muchas cinasas de proteinas existen en formas latentes o inactivas y requieren la
unién de un regulador alostérico especifico o la fosforilacién por otra cinasa de
proteinas para Hevar a2 cabo su actividad. Algunas veces las cinasas de proteinas se
encuentran inactivas porque parte de su estructura bloquea el acceso hacia el sitio activo
y actiia autoinhibitoriamente. Esta regién se conoce con el nombre de pseudo sustrato
porque su enlace es en la region del sitio activo. La activacion de la cinasa de proteinas
se lleva a cabo removiendo al pseudo sustrato del sitio activo y permitiendo el acceso
del sustrato. Esta forma de repulacién se conoce como regulacidn intraestérica para
enfatizar que ocurre en ¢l sitio activo, y la interaccion del pseudosustrato se vinenla con

la estructura del sustrato (Woodgelt 1994).
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Ambos, la regulacién del pscudos-ustrato ¥ el reconocimiento del sustrato estin
intimamente interrelacionados. La regulacién intraestérica representa cualquier cambio
en la region del sitio activo que modifica las propiedades cinéticas de la enzima; éstas
pueden incluir fosforilacién en el sitio activo (fosforilacion intraestérica). Los eventos
de fosforilacién que ocurren lejos del sitio activo son referidos como eventos de
fTosforilacion extraestéricos.

6. ¢. Fosforilacion de proteinas en plantas.

En plantas se ha observado que las cinasas fosforilan diversas proteinas, incluyendo a
la ATPasa de membrana plasmética (Lino et al. 1998; Suzuki et al. 1992; Xing et al.
1996 ). Lino et al. (1998) demaostraron que la actividad de la ATPasa de membrana
plasmaética de raices de remolacha se inhibe por una fosforilacién estimulada por calcio.
Xing et al. (1996) investigaron la interacei6n entre un moho patdgeno (C.fulvum) y el
tomate y llegaron a la conclusion de gue uno de los mecanismos de modificacion de la
actividad de la ATPasa de Ja membrana plasmdtica era su fosforilacisn/defosforilacion
reversible, también  atribuyeron la  estimulacion del  proceso de
fosforilacién/defosforilacién a fa presencia de calcio; finalmente, Suzuki et al. (1992)
demostraron que la siringomicina estimula in vitro Ia fosforilacién de la ATPasa de H'

de la membrana plasmética del tejido de remolacha roja (Beta vulgaris L).

Varias respuestas de las plantas hacia el estrés ambiental, luz, fitohormonas y
ataques por patégenos, son mediadas por cambios en la concentracién citoplasmica de
calcio libre. Los aumentos en las concentraciones de calcio libre son captados por
proteinas enlazadas al calcio. Ademas de la calmodulina se han encontrado en las

plantas cinasas de proteinas dependientes de calcio pero independientes de calmodulina
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{CDPKs) y se ha demostrado que juegan un papel importante como mediadoras de la

respuesta por parte del calcio hacia diversos estimulos (Iwata et al. 1998).

Se ha observado que existe una fosforilacion de protefnas a nivel de membrana
plasmitica en plantas que son activadas por concentraciones micromolares de Ca™ y se
fosforilan en residuos de serina y muy pocas de elias en residuos de treonina. Estas
caracteristicas son similares a aquellas cinasas de proteinas dependientes de calcio que
han sido purificadas en soya. La presencia de una actividad de cinasas de diferentes
pesos
moleculares, puede indicar que se irata de diferentes cinasas de protefnas con

caracteristicas similares (Verhey et al. 1993).

La fosforilacion de proteinas mediada por cinasas es una de las modificaciones
proteicas covalentes que se llevan a cabo para el control de la estructyra / actividad y
funcionamiento de enzimas y ofras proteinas. Las cinasas de proteinas se han
encontrado en muchos compartimentos celulares y sirven para diversas fumciones, desde
ia modificacién post-iransduccional de las proteinas hasta ser compomentes en la
transduccién de sefiales y su amplificacién (Hunter 1991). En plantas, los polipéptidos
capaces de actuar como cinasas se han identificado en el citosol, en el nicleo, en

mitocondnas, y en las membranas plasméticas (Ranjeva and Boudet 1987).

No se ha establecido ¢omo las cinasas de proteinas de la membrana plasmatica de
plantas se involucran en la transduccion de sefiales a través de la membrana plasmatica,

pero se han reportado cambios en la actividad de las cinasas de proteinas o en lz2
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fosforilacién de proteinas que han sido correlacionados con la aplicacién de estimulos

extracelulares (Verhey et al. 1993)

En comparacién con la gran cantidad de datos obtenidos de células animales, la
informacién sobre la fosforilacién de proteinas en plantas todavia no estd muy clara
Existe una hipdtesis que plantea que las plantas tienen qué responder ripidamente a
cambios en las condiciones ambientales v por ello traducir estimulos externos via

respuestas bioquimicas (Ranjeva et al. 1984).

Los diferentes pasos del esquema propuesto se ilustran en la fig, 3.

[ Estimulo{l) (Sefl iar)

|

Membrana Receptor(2) Membrana (3}

;___I

Cambics en Jas 3 de d 7 (4)
I Comglg'c- transductor de scgundos mensajeros 15)

l Activacién de cinasas de proteinas! defosforilacién de pmu+nas

I Eventos ﬁsiolég' ©)

Fig, 3.- Conversion de cstimulbos en resp broquimicas y fisioldgicas, Tomada de Rameva et al. 1984,

q!
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Fl estimulo (1) puede ser la luz, mensajeros quimicos y hormonales, incluyendo
sefiales del ambiente bidtico de la planta (por ejemplo evocadores).

La percepcion del estimulo inicial puede involucrar a receptores ligados a la
membrana que se sensibilizan de alguna manera (2) anivel de membrana (3).

El Ca™” citoplasmico puede variar en un amplio rango de concentraciones en
respuesta a varios estimulos (4), Como consecuencia de procesos dependientes de
calcio, incluyendo la fosforilacion de proteinas, puede ser modificado rdpidamente,

Una molécula capaz de ser sensible a pequefias variaciones en la concenfracion de
segundos mensajeros es referida como un transductor (5). Su principal funcién es
enlazar al mensajero para formar un complejo reversible.

Los eventos bioquimicos y fisiolégicos que pueden ser controlades a través de la
fosforilacion reversible de proteinas son mulitples en naturaleza (6). Debido a la
modificacién de cargas eléctricas provocadas por la adhesion o liberacion de residuos de
fosforilo se lleva a cabo un cambio en el arreglo molecular del complejo sustrato-
proteina. Dicha variacién puede provocar cambios en la localizacion subcelular, la
asociacién-disociacién con moléculas reguladoras, o la activacién-desactivacién de
enzimas. Ademés de estos procesos descritos, las modificaciones post-transduccionales
pueden conducir a un cambio en la sensibilidad de efectores de bajo peso molecular.
También pueden mvolucrarse en el control del flujo de los iones a través de los canales

iénicos, o en mteracciones del DNA con proteinas nucleares.

IIL7 Calcio y canales ionicos:
El calcio es un regulador importante de los procesos biologicos; se ha demostrado
que su ausencia extracelular afecta a una amplia variedad de procesos. Se ha propuesto

que el Ca** puede ser requerido para procesos de fosforilacion (Boyer y Krebs 1986).
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Es conocido que el Ca™ existe en bayas concentraciones en el citoplasma de fas
células que no se encuentran activadas por algiin estimulo o sefial. Una variedad de
estimulos extracelulares apropiados sobre una ¢élula en particular, da comoe resultado un
aumento en la concentracién de Ca™ citoplasmico y un kmeio de respuestas que son
dependientes de Ca™ . Los dos segundos mensajeros, AMPc y Ca™ pueden, ambos,
afectar una respuesta celular (la funcién celular puede estar regulada por uno o ambos
de estos sistemas en los que participan dichos segundos mensajeros}

Existen varias proteinas que son capaces de unir calclo, la mas importante de éstas es
la calmodulina, la cual se encuentra en la mayoria, si es que no en todas, las células
eucariotes, mediando el control del contenido de Ca™ de un gran mimero de enzimas.
Estas dos propiedades generales confieren a la calmedulina el papel de mediador de
varios procesos celulares dependientes de calcio. Se sabe que la calmedulina activa
distintas cinasas de protefnas (Boyer v Krebs 1986).

En respuesta hacia una sefial apropiada, se ha propuesto que los niveles de calcio
citoplasmico aumentan transitoriamente y esto modula la actividad de otras enzimas
como las cinasas de proteinas (Fig.4) (Larsson 1990)

Un modelo propuesto en el cual se encuentra implicado el calcio es el siguiente:

El modelo propone que un estimulo primario inferacciona con un receptor especifico
a nivel de la membrana plasmaética. Esta interaccidn causa un aumento en la
concentracion del nivel libre de Ca'" en el citoplasma mediante influjo de calcio en la
membrana plasmatica y/o una liberacién de Ca™ almacenado intracelularmente. Este
influjo amplifica el estimulo por parte de los receptores y por ende, la sefial; por lo
tanto, el aumento de los niveles de Ca’” citoplasmico modula una gran variedad de
procesos dependientes de Ca™", como la fosforilacion de las proteinas directamente o Ia

formacion de un complejo con otras proteinas reguladoras como la calmodulina.
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Eslimﬂo

Receptor Membrana
Plasmatica

Exterior

Intertor

Alterac16n de los niveles de segundos mensajeros (Ca™)

Actividad aiterada de Ias enzimas (por ejernplo ¢inasas de proteinas y fosfatasas de activacién/ivhibicion,

]
I Fosforﬂacllc'm de proteinaIs

| Actividad alterada e proteiva

| Respuesta ce]u]a

Figura 4. Activacién de una respuesta celular mediada por calcio (Tomado de Larson 1990).

HL3. Respuesia a evocadores.

Las reacciones en la etapa temprana de las células de las plantas ante la presencia de
evocadores incluyen cambios en la permeabilidad de la membrana plasmatica,
permitiendo el movimiento de iones como en la entrada de calcio y protones y la salida
tanto de cloruro como de potasio. Aparentemente, el enlace del evocador con su
receptor, aumenta la probabilidad de que se abran canales idnicos localizados en la
membrana plasmatica, llegando por ejemplo a aumentar los niveles de calcio a nivel de
crtosol, asi como promueve la activacién de canales de iones adicicnales y de bombas

que causan otros flujos de iones (Knogge 1996).
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1I1. 9 Respuesta de Hipersensibilidad

La respuesta de hipersensibilidad (HR) es elaborada por la planta como respuesta ala
invasién por toda clase de patogenos (Larsson 1990). Se presenta comiinmente y esta
asociada con la resistencia activa por parte del huésped; ésta estid definida como la
muerte de células del huésped después de unas cuantas horas de que se tuvo contacto
con ¢l patégeno (Hammond-Kosack et al. 1996) y se presenta como una consecuencia
de mcompatibilidad entre el huésped y el patégeno. Sin embargo, hay una serie de
eventos moleculares conocidos o causantes de la HR, entre los que se incluyen la
produccién de ROS y la accién de cinasas. En muchas ocasiones, la activacidon de la HR
proveca la muerte celular en el sitio de infeccidn, lo cual resulta en la restriccién al
crecimiento ¢ a la invasién del patdgeno a areas pequefias, mismas que rodean
inmediatamente a las células infectadas inicialmente. A nivel de toda la planta, la HR se
manifiesta como pequefias lesiones con necrosis. Las células infectadas pierden rapiday
repentinarnente la permeabilidad de su membrana y su turgencia, aumentan su actividad
respiratoria y acumulan compuestos fenolicos y fitoalexinas. Un aumento en las
reacciones de oxidacién y una disminucidén en las reacciones de reduccién dan como
resultado la necrosis mencionada con anterioridad. El niumero de células afectadas por
la HR es solamente una pequefia fraccion de toda ia planta, sin embargo, ésta respuesta
contribuye a que la planta sobreviva al ataque del patégeno. Por ello, se ha propuesto
que la HR juega un papel importante en la resistencia a enfermedades.

Cuando existe un contacto entre el patdgeno y su huésped, se disparan cambios
bioquimicos asociados com la hipersensibilidad debido a la adhesion enwe las
superficies extemnas de la hifa invasora del hongo y la membrana plasmatica del
huésped. En una reaccién incompatible, ios determinantes en la superficie del invasor,

que son mas probablemente componentes de la pared de lIa hifa, inician los primeros
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eventos de la respuesta de hipersensibilidad. La sintesis de fitoalexmas se dispara
entonces en las células adyacentes a las que sufrieron el daflo (Fig.5). Se ha sugerido
que en reacciones compatibles, las moléculas inhibidoras especificas actian como
supresores bloqueando el reconocimiento en la planta hospedera v previniendo el
progreso de la respuesta de hipersensibilidad. El modelo propuesto de como se van

dando este tipo de interacciones y cambios se expone en la Fig. 5.

e
ekcitor (F) mactivo en céhulzs no infeetadas
el

Aumenio en la actvadad El aliziter o5 borade despods de Ia
herida cxosada debade 2 dz perptracidn

alapihla

respiralena :I Hod 3
El ciloplasma se vielve 3

grammlar

.. . Ll T Seestinmlz la sivtess de novo de
S—

A

Separdelz
permehihdad de 2
mevdrans v 1 togencia

degenerarion de oyganelos B P

Lemlarinn de Flcakrmas en la
célla qoe estd 2 umto de monr,

Las fitoalexinas se locabizan

Acwalacisn de :| ¥ [ dero de s cébila Hpersensible
compoesios fendheos = & =

Se intdhe el crecrmento fingioo
Hecross

Figura 5. Activacién de Ia Respuesta de Hipersensibilidad y su relacion con la produccién de
fitoalexinas.
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IV. Fitotoxinas y su accion sobre la planta hospedera

Una vez intemnalizado en la planta, ;como es que el hongo puede causar una
enfermedad? Parte de los sintomas resultan del efecto de productos del metabolismo
secundario como las toxinas generadas por el hongo.

Las toxinas pueden ser defimdas como productos microbiancs que dafian
directarnente a la planta y que estin mvolucradas en el desarrollo de la enfermedad,
interrumpen los procesos fisiolégicos del huésped, dando origen a sintomas como el
debilitamiento v pueden causar necrosis.

Las micotoxinas producen efectos draméaticos en la salud de animales de granja y en
humanos que se alimentan de productos agricolas que se encuentran contaminados
(Nelson et al. 1993). Algunas interrumpen procesos metabdlicos como la fotosintesis, la
respiracion y ¢l movimiento de agua.

Algunos de los factores involucrados en la aparicién de una toxicosis en animales o
humanos {micotoxicosis) cansada por un hongo patdgeno en una planta, son:

a) La infeccién de una planta hospedera que es susceptible a una micotoxicosis
producida por un hongo.

b) Factores ambientales que sean favorables al desarrolic de la enfermedad.

c) Capacidad genética del patdgeno para producir uno o varios metabolitos téxicos
para el ser humano y/o animales.

d) Condiciones ambientales favorables a la produccion y acumulacién de cantidades
suficientes de metabolitos tdxicos en la planta enferma para causar toxicosis al
consummdor.

e} El consumo de cantidades suficientes de aguella planta que contenga toxinas por

un consumidor susceptible.
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Algunas toxinas fingicas, lamadas toxinas selectivas del hudsped (HSTs), parecen
ser especificas para especies de plantas en particular Estas toxinas son compuestos de
bajo peso molecular con diversas estructuras que actian como agentes positivos de
viruencia y patogenia; la mayoria son metabolitos secundarios. Algunos eemplos de
estas toxinas son: fusicocing, tricoteceno, coronatina, etc. La mayoria de estas toxinas
son producidas principalmente por dos géneros: Alternaria y Cochilobolus (Walton

1996).

Fusagrium moniltforme es uno de los hongos mdas asociados con la contaminacién de
granos consumidos en la dieta tanio de animales como de humanos, como por gjemplo
el maiz. Fusarium moniliforme lleva a cabo la sintesis de las fumonisinas, las cuales
causan una contamnacion del maiz provocando un alto riesgo de toxicidad tanto para el
ser humano como para los ammales; la manifestacion méas dramatica de la “enfermedad
del maiz mohoso" es la leucoencefalomalacia, una enfermedad fatal de caballos, burros,
mulas y conejos (Desiardins v Hohn 1997). Las fumonisinas también son capaces de
causar dafio a nivel hepatico y renal en una gran variedad de animales de investigacion,
Las enfermedades asociadas con el consumo de fumonismas son varas y las més
importantes son: la leucoencefalomalacia equina, el edema pulmonar porcine y el
cancer hepatico.

Se ha demostrado que varias especies del hongo del género Fusarium sintetizan
diversas clases de compuestos que son fitotdxicos, éstos incluyen al 4cide fusarico, la
moniliformina, las eninantinas, los tricotecenos y las fumonisinas (Dochlert et al. 1994).

Las fumonisinas sen polialcoholoes aminados, estructuralmente similares a los

esfingolipidos, su blanco melecular mejor conocido en la célula es 1a esfingosina N-
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acett} transferasa, la cual al ser inhibida produce un efecto de acumulacion de bases
esfingoideas téxicas (Fig 6) (Desiardins et al. 1997). Se ha demostrado que la
esfingosina inhibe 2 la proteina cinasa C in vitro en células intactas, afecta los sistemas
de transporte de iones, inhibe a la ATPasa Na'/K"; para la mayoria de las células que se

han estudiado, la esfingosina es un inhibidor del crecimuento y es citotéxica. (Merrill

1994)
OH OH
/\/YYW\/\/'\)\(CW
CH, OR, CH, R2 NH,
Rl COOH R,=OH
o OOH

Fig. 6. Estructura de la Fumonisina B; (FB;)

Existen varios tipos de fumonisinas, entre los cuales se encuentran Ja fumonisina A,
Az, By, Bz y Bz, aunque la que se encuentra en mayor proporcion es la FBy.

Se han encontrado fumonisinas inclusive en maiz de buena calidad en los Estados
Unidos, pero éstas se encuentran en una baja concentracién; en maiz asociado a
enfermedades en animales o en humanos la concentracién de furmonisinas es mas alta
(Nelson 1993). En muchos paises no desarrollados, incluyendo México, se han
encontrado niveles altos de fumonisina en cereales almacenados como el maiz,

Se ha demostrado que la fumonisina By causa efectos en la actividad de Ia c-amilasa
v & crecimiento de la raiz de semillas de maiz en proceso de germinacién, {Doehlert et

al 1994).
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Y. Membrana plasmaitica

La célula de la planta consiste en un nimero de organelos y sistemas de
membranas incluyendo a los cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas, Golgi, reticulo
endopldsmico, una variedad de vesiculas més o menos bien definidas y un micleo,
todos embebidos en el citoplasma y encerrados por una membrana plasmatica, la cual
esta rodeada por una pared celular. Mientras que la pared celular tiene una relativa
rigidez confiriendo estabilidad y proteccién a la célula en contra de algin dafio
mecénico, ia membrana plasmanca provee una barrera dindmica pero estable para
contener al metabolismo intracelular, lievando a cabo un intercambio balanceado de
metabolitos con el resto del organismo y su entorno.

Todas las membranas de la célula tienen la misma estructura que consiste en una
bicapa lipidica en donde se encuentran embebidas proteinas. La porcion
transmembranal de éstas proteinas embebida en la bicapa lipidica es hidrofobica,

mientras que la porcién expuesta a cada lado de la membrana es hidrofilica (Fig.7).

Proteina integral o transmerbranal.

Bicapa Npidica

Figura 7. Estructura de las membranas biolégicas (Tomada de Raven 1992)
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Las dos monocapas de la membrana pueden diferir considerablemente en los tipos de
componentes. Existen dos tipos de lipidos en la membrana plasmatica de las células de
Ias plantass fosfolipidos (son los mas abundantes), esfingolipidos y esteroles (en
particular estigmaesterol, el cual es el esterol més abundante en los tejidos animales).
Las dos capas de la bicapa lipidica tienen diferentes concentracion de cada uno (Raven,
1992). Ademds, las proteinas transmembranales tienen estructuras asimétricas en la
bicapa lipidica, ya que las porciones en cada lado de la membrana tienen una diferente
composicion (e aminodcides y por ende, una estructura terciaria diferente. Owras
proteinas se asocian también con las membranas, sin estar atravesindolas v son
conocidas como proteinas periféricas. En la otra cara exterior de la bicapa puede haber
carbohidratos de cadena corta que se encueniran wnidos & proteinas o bien a lpidos
membranales (Fig. 8).

Aunque la bicapa lipidica provee 1a estructura bésica que soporta la naturalers
irnpermesble de las membranas celulares, las proteinas son responsables de 1a mayotia
de las funciones de las membranas. Las mayorias de las membranas se componen de
carbohidratos, 40 a 50 porciento de lipidos (por peso) y de 60 a 30 porciento de
proteinas, pero la cantidad y €l fipo de proteinas varia en las membranas reflgjando su
funcién. Las membranas involucradas en la transduccion de energia, como Ias
membranas internas de las mitocondrias y de los cloroplastos, contienen de cerca del
70% de proteinas. Algunas proteinas son enzimas que catalizan reacciones asociadas
con la membrana, mientras que ofras son acarreadores involucrados en el transporte de
moléculas especificas hacia dentro o fuera de [a célula ¢ de un organelo especifico.
Otras achian como receptores para recibir y transducir sefiales quimicas a nivel intra o

extracelular.
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Figura 8. Componentes de una membrana bioldgica

Entre las protefnas mas importantes de las membranas plasmaticas de las células
vegetales se encuentra una ATPasa de H' que bombea protones desde el citoplasma
hacia el espacio apoplastice, lo cual crea un gradiente electroquimico a través de la
membrana plasmatica {negativo en el wterior), Este gradiente es utilizado para conducir
la entrada y la salida de solutos realizado por las proteinas acarreadoras y los canales
proteicos. Una caracteristica de la ATPasa de H' es que su pH 6ptimo de actividad es

acido (aproximadamente 6.5).
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PARED CELULAR
ESPACIC H POTEHCIAL DE
APOPLASTICO MEMBRANA = -120m¥
HH =10 M
+4+++++F+4 4+ e e b
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"
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Fig-9. Esquema sobre 1a vectoralidad y energética de las reacciones de transporte de

H vy de hidrélisis de ATP por la ATPasa de H', que incluye el gradiente electroquimico
de H' que se genera. Esquema tomado de Gavilanes et al, 1995.
La ATPasa H" de membrana plasmética es la enzima responsable de la creacion del
cradiente electrogquimico de H™ a través de esta membrana. Este gradiente provee la
energia necesaria para el transporte secundario y para la regulacién de la turgencia de la
célula ¥ del pH intracelular. Debido a que mantener este gradiente es importante, la
ATPasa de H' hidroliza m4s de la cuarta parte del ATP que se produce en la célula y su
actividad estd altamente regulada.

Se ha propuesto que Ia actividad de la ATPasa de H' de la membrana plasmatica es
regutada por la fosforilacién (Xing et al. 1996), v que dicha fosforilacién puede llevarse

a cabo por una cinasa dependiente de calcio (Lino et al, 1998).

Existen tamén proteinas acarreadoras especificas o canales de la membrana
plasmatica que median el movimuento de pequefios solutos (iones, productos

fotosintéticos, etc.) dentro v fuera de la célula, Este movimiento se encuentra regulado



37

por diversos factores como las concentraciones mismas de los solutes, el Ca™" libre en
el ctoplasma, el potencial de membrana y la diferencia transmembranal de pH
Moléculas largas, como las proteinas y los polisacaridos, son transportados dentro de
vesiculas, las cuales pueden ser formadas en la membrana plasmatica para encerrar
matenal extracelular para una mtemalizacién; o pueden fusionarse con la membrana

plasmatica desde el interior para excretar productos.
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HIPOTESIS:
Al establecerse el contacto huésped-patdgeno se desencadena wnz sere de
mecanismos de sefializacién como la fosforilacién de proteinas membranales, es posible

que fa FB; promueva la fosforilacién de algunas proteinas de la membrana plasmética.

OBJETIVO GENERAL:
Determinar si la fosforilacién de proteinas de la membrana plasmatica de embriones

de maiz es afectada por la accion de la toxina Fumonisina B; (FBy).

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Estudiar si la exposicién de FB; produce cambios en los patrones de fosforilacién
de proteinas de la fraccién de membrana plasmética expuesta a la toxina (FBy)

2.~ Estudiar si la magnitud de la fosfonlacién enconirada depende de la concentracion
de FB; y de su tiempo de exposicion,

3.- Caracterizar algunos de los elementos moleculares que participant en la
fosforilacion en particular, cinasas membranales, Determinar su posible dependencia de

Ca'", su respuesta a la concentracion de FB; y explorar el tipo de cinasas involucradas.
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MATERIALES Y METODOS:
Material biologice. En todo el trabajo de tesis se utilizaron embriones de maiz del
hibrido H-355, los cuales se embebieron 24 horas. El ensayo de imbibicién se describe

en el esquema de la Fig. 10.

Lasolucidén de fumonisina B, se prepard a una concentracion de 10uM en agua.

L. Imbibicién de log embriones de maiz

Colocar = 30 embriones (4 g} de maiz H-355¢n cajas de Petri esterilizadas v con papel fillr
Agregar a cada caja 3mL de medio | (ver Tabla I}

Colocar las cajas en una incubadora a 374C por 24 horas
Sacar las cajas de 12 incubadora al terminar el tiempo proscrito, congeiar i3 en N, tiquide y homogeneizal

Fig 10.- Diagrama del ensayo de imbibicién de los embriones de maiz
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II. Obtencion de la fraccion microsomal de embrienes de maiz
Se obtuvo la fraccién microsomal de embriones de maiz de acuerdo a la Fig. 11 con

objeto de usarla para estandarizar las condiciones de electroforesis que se usarian luego

con la fraccion de membrana plasmaética

Embnones de waiz con 24 hotas de smbibicidd
(aprozimadamente 4g)

Congedar en N liqudo]

Triturar con mortere

Homogenerzar con buffer de homogeneizacion (Medio I
{1 5 mL de medio por gramo de tejrdo)

Faltrar con gasa
centrifugar a 1500 g por
10 minutos

Pelfet Sobrenadant

(fraccion nuciear)

A B
Centrifugar a 8000z, 10
Pellet Scbrenadante |
Fraccién Mitocondnail
Centnfugar a 100,900g por 30 min

Pellet Sobrenadante
fraccion microsomal
Resuspender en Medio I
Gardar 2 -70° C

Tig 11 - Procedimiento para obtener la fracerén microsomal de embnones de maiz.



TABLA H1. Composicion del med:o I (Medio de homogeneizacién) y medio de

imbibicién.
REACTIVQ CONCENTRACION
Sacarosa 250mM
EDTA 2mM
ATP 1mM
DTE o DIT 4mM *
f-mercapto etanol 15mM*
TPCK 100pg/mL*
TLCK. 50ug/mL*
Quimostating Tug/mlL*
Medio de Imbibicién:
REACTIVQ CONCENTRACION
KCl 50 mM
MgCl, 10 mM
Tris HCI 50 mM
Sacarosa 20%
Cloramfenicol 10ug / mL

TABLA 1V, Composicién del medio 11 (Buffer del pellet),

REACTIVO CONCENTRACION
Sacarosa 250mM

EDTA 2ZmM

ATP ImM

DTE o PTT 4mM *

TPCK 100pg/mL*

TLCK S0pg/mL*
Quumostatina Tug/mL*

* Se afiaden justo antes de wtilizar la solucién

111 Determinacion de la concentracién de proteina,

Se determind la cantidad de proteina presente en la fraccién microsomal v en Ia
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preparacién de vesiculas de membrana plasmitica. Se us6 el método de Lowry et al.

modificado por Peterson, 1977 (Tabla V).

Reactivos o soluciones utilizadas.

MEDIO I - Es el mismo reactivo que el que se enhsta en la Tabla YL
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REACTIVO A.- Partes iguales de H,0, NaOH 0.8N, SDS al 10% y CTC
{NaHCO; 10%, CuS0, 0.1% y K,C;H,05 0.2%)
REACTIVO B.- Un volumen de reactivo de Folin-Ciocalteau + 5 voliimenes de HO

destilada.

TABLA V. Determinacién de la cantidad de proteina mediante el método de Lowry.

TUBO |H,O0 |BSA |MUESTRA |[MEDIO] [NaDOC JREACTIVOA |REACTIVOB

(b} [(ul) fiuly (9] G.i5% {mL} Gril)
(ml)

1 900 01 I 05

2 900 v' ¥ ¥

3 300 |10 v g v

4 880 20 g J i

5 870 [30 4 ¥ ]

[3 860 {40 v ¥ v

7 840 |60 «} y y

8 820 |80 N ] J

g 810 |90 N ~ ¥

10 800 |100 \f v \f

I 900 2% 3 ] v

12 900 e ] Y 3

13 900 2* ¥ ¥ ¥

14 900 2% g ~ v

15 900 2% v v ¥

16 900 2+ B ]
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El procedimiento seguido se detalla en la tabla V, tomando en consideracion que

a) S1 la proteina se encontraba muy diluida, se agregaban SpL de muestra en lugar
de 2ul.

b) Se utilizdé como estindar a la albdmina sérica bovina a una concentracion de
Img/mL. Después de afiadir el reactivo B se incubd por 30 minutos a temperatura

ambiente v se ley6 la absorbancia 2 750nm.

IV.- Remocion de lipidos de vesiculas microsomales de embriones de maiz
Se habia observado previamente en el laboratorio que las fracciones membranales
daban frecuentemente bandas de protefnas difusas en los geles. Por ello, se realizd
una remocidn de lipidos con una mezcla etanol - acetona 1:1 de los micresomas para
eliminar el posible efecto de los lipidos membranales en la resoluciéon de las bandas

de proteinas en los geles de poliacrilamida - SDS.

Muestra + mezcla etanol-acetona 1:1

2hrs, 30°C

L Centnfugar en la microfuga a méxima velocidad por 5 minutos

Resu. der el pellet en Medio I

Deterrninar proteina por el método de Lowry

Fig. 12 - Esquema de remocion de lipides de vesiculas microsomates.
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V.- Preparacidn de geles de poliacrilamidz - SDS

Se prepararon geles de acrilamida-bisacrilarmda (30%-0.8%) para determinar el
patrén eleciroforético de las proteinas que se encontraban tanto en microsomas como
en membranas plasmaticas. (Se siguid el proceduniento de Schaggerand, Von Jagow,
1987).

El gel preparado constaba de dos geles uno separador y otro concentrador Los
reactivos utilizados v las cantidades agregadas de cada reactive para preparar cada

uno de ios geles se muesiran en la Tabla VL

TABLA VL- Composicion de geles de acrilamida-bisacrilamida (30%-0.8%) - SDS.

Los reactivos se aitaden en ¢l orden enlistado

REACTIVOS GEL SEPARADOR | GEL CONCENTRADCGR
(L) (Y

Acrilamida-bisacrilamida 1L1mL 2246

(10%-0.3%)

Amortiguador del gel 1.1mil. 4211

Tns/SDS, pH 8.9

Gilicerol 4450

HO 6680 1038.0
Persulfato de amonio al 10% F1.1 140
TEMED 111 I4

CANTIDAD TOTAL {(volumen) 133540 1700 0
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La preparacion de los reactivos utilizados en la preparacién de geles e indicados en la
Tabla VI fue como sigue
a) Solucion de acrilamida-bisacrilamida (30%-0.8%)).

b) Amortiguador del gel -
Tris 3M
SDS (.3%
HCIIN
AjustarelpHa 8 9-9 0

c) Buffer del citedo.-
Tns 0.1M
Tnecmna 0. 1M
SDS 0.1 %
Preparar volumen de 1L. Completar con agua destilada.

d) Buffer del 4nodo.-
Trs 0.2M
Ajustar ¢l pHa 8.9.
Preparar volumen de 1L. Completar con agua destilada.

e) Solucion digestora.-
SDS 10%
Tris 100mM. PH 6 8
Azul de bromo fenol 0.6%
B-mercapto stanol 4% *

* Se afiade justo antes de usarse. A 96uL de la mezcla anterior, afiadir 4uL de B-
mercapto etanol.

) Estandar de proteinas con diferente peso molecular.- El estindar utifizado fue el de
Bio-Rad, catalogo 1610305, el denominado de intervalo de bajo peso molecular y
que estaba compuesto de los siguientes proteinas marcadoras de peso molecular

PROTEINA PESO MOLECULAR
(DALTONES)

Fosfortlasa B 102,000

Albamina séricabovina 78,000

Ovoalbtimina 45,506

Anhidrasa carbénica 34,200

Inhibidor de tripisina de 28,300

sova

Lisozima 19,900
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También se utilizd otro estandar, fue de Bio-Rad, catdlogo 161-0318, de amplio

rango de peso molecular y estaba compuesto por los siguientes marcadores de peso

molecular.
PROTEINA PESO MOLECULAR
(DALTONES)
Miosina 210
B-galactosidasa 127
Albamina sérica bovina 84
Ovoalbliming 49,5

Anhidrasa carbdnica 353
Inhibidor de Tripsina de 23.1

soya
Lisozima 205
Aprotinina 7.0

g) Muesiras.- Para preparar las muestras, agregar Tyl muestra + 24 ul
de buffer del pellet (preparado como se indica en la Tabla IV). De esta manera se
obtiene la muestra 1.
Agregar 25pL de la muestra I + 25uL del buffer de digestién (se prepar6 conforme
se sefial¢ en el inciso e).
h} Solucion fijadora:
1800l H>0
200mL CH;COOH
1) Solucion tefiidora:
1500 mL metanol
1500 mL H>O
800 mb CH;COOH
6 gramos de azul de coomassie, Brillant blue G — 250.
i) Solucién destefiidora.
1500 mL etanol
1500 mL HO
300 mbL CH;COOH

Con todos los reactivos listos, se procedid a preparar €t gel segin el siguiente

procedimiento:
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1) Se monta la camara de electroforesis. Se utilizd una camara para minigeles de
marca Bio-Rad Se ensamblan los vidrios y se montan sobre el seporte incluido
en la camara, se colocan los espaciadores y se prueba que no tenga fugas.

2) Se prepara el gel separador conforme a la Tabla VI v se vierte entre las dos
placas de vidrio. Al final de vaciar dicho gel se coloca una capa de agua para
evitar la formacién del memsco propio de toda sustancia liquida Se deja
polimerizar durante 15 minutos,

3) Pasados los 15 minutos de polimerizacién, se procede a la preparacion del gel
concentrador (su preparacién se indica en la Tabla VI) vy después de agregar
€ste, 5e coloca un peine que permite la formacion de 10 carriles después de que
se deja polimerizando el gel por 20 minutos.

4) Se ensambla la cimara de electroforesis v se prueba con agua para observar st
hay presencia de fugas, si s asi, s ajustan un poco mas los tomillos.

3) Ya que Ia cdmara estd perfectamente ensamblada, se procede a agregar las
muestras en los carriles, se cargan con diferentes cantidades dependiendo de las
caracteristicas del experimento a realizar. En cuanto a la cantidad a agregar del
estandar va de 5-10nL v generalmente se colecan a en los carriles de las onilas;

mientras que las muestras van colocadas en los carriles del centro del gel.

6} Ya que las muestras se han colocado se agregan los buffers del catodo (dentro
de la cdmara) v del 4nodo (fuera de la camara) que se preparan conforme a la

Tabia VL

7) Después de haber agregado los buffers, se conecta la camara a una fuente de

poder y se deja corriendo el gel 1hora a 35V y de 2-4 horas a 60V.
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8) Después de haberse terminado este tempo, se apaga la fuente de poder y se
procede a sacar el gel lavando constantemente con agua para evitar que se
rompa, se transfiere a un recipiente y se le van agregando las siguientes

soluciones por los pertodos de tiempo siguientes.

» Solucién fijadora Toda la noche
* Solucién tefiidora 4 - 5 horas
s Solucidn destefidora Toda la noche

9) El gel se conserva en solucién fijadora hasta que se fotografie, posteniormente,
seca.
VIL.- Obtencién de vesiculas de membrana plasmditica de embriones de maiz
(VMP)
Debido a que se queria estudiar si habia participacién de las proteinas presentes en la
membrana plasmatica en especifico de cinasas de proteinas membranales al estar en
contacto con la toxina de un patégeno, se procedid a realizar la extraccién de vesiculas

de membrana plasmética, la cual se expone en 1a Fig.13.

Los reactivos que se utilizan para la obfencién de vesiculas de membrana plasmatica
son los siguientes.
a) Medio L- Se prepara de la misma manera como se indica en la Tabla Iii.

b) Medio IL.- Se prepara de la misma manera como se indica en la Tabla IV.
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Se pesan 12 g de embriones vy se embeben 24 h (punto T de Material y Métodos)

Se trituran con N; ligmdo en mortero hasta obtener un pelvo fino
(almacenar a -70°C)

Agregar 1 5 mL de medio I (Tabla [II) por cada grame de embrién
*

Filtrar a traves de 4 capas de gasa (prehumedecida). homogeneizar con homogeneizador durante 2° a

£2000 rpm ( Tisue Tearor, model 985-370 Type 2, Biospec products, mc)

Sobrenadante Pastilla

Repetir de

e *

Sobrenadante 2 ! Resn}uo

I Homogeneizado {scbrenadantes 1 y 2) I

centnifugar a 3500 g por 107

Pastll; Scbrenadante
(micleos) {fraccion H-N)
meder volumen con probeta

E. Determinar proteina , b Adicionar ef volumen necesario
3
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7 H-N
6 Tarar toho B Agregar S0mg de B Tapar tuba con para film
Centrifugar
ajustar pesoa Og Mezclar por
Mezcha de conla sofacien de 278 mversion 25 veces ;35001'?1“
Tases (27 de ez
kses (279 apste depeso R
centrifugar &
= Asprray S0000rpm
Aadr1a2eoles  oponadante 3hp ade [ Jontarlosdvolumenes
debufferdel pellet «———— — 2= i+ musmo voluraen de s
{tbha I¥) wesicules d Fotor@3 T 5 sotun de lavado
Terhrana
plasmatica
i Gruardar las UMP
Resnspender hatdr Isver pncelcon T
b oo pincel T bufferdelpellet 0 aliceotes 2

i o]

B Al dia siguiente, se centnifuga 2 horas a 35,000 rpm en el rotor 50Ti para
concentrar a las membranas y eliminar residuos del PEG

Fig 13.- Proceso de obtencidn de vesiculas de membrana plasmética (VMP). Todo ¢l procedinuento
debe de hacerse a 4°C

¢} Dextran T-500 20% (p/p)

Cuando se haga esta solucién se debe de afiadir el dextran aproximadamente a las
dos terceras partes del volumen que se necesita preparar y agitar suavemente con una
varilia de vidrio hasta que la barra de agitzcidn pueda moverse en el vaso de
precipitados. Se continua agitando suavemente hasta que todes los grumos
desaparezcan, aforar y gnardar a -20°C.

b) Polietitenglicol (PEG) 335 o 40% (p/p)

Hacer un volumen grande de PEG y almacenario a -20°C en alicuotas. La solucién
debe estar clara en ¢l momento de almacenarse, si se ve turbia, colocarla a 4°C
durante unos minutos hasta que esté transparente

c) Preparar una solucién de KH;PO, 0.2M pH 7.8 se debe almacenar a4°é.

d) Preparar una soluctdn de KCl 2M, almacenar a 4°C.
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&) Solucién para ajustar el peso de la fracci6n membranal.- Esta solucién contiene
330mM sacarosa, 5 mM KCl, 5mM KH,PO, pH 7.8, Guardar a 4°C.
f) Solucion para lavar las membranas - 250mM sacarosa, 10mM Tris/HCI pH 7.5.

Guardar a 4°C.

d) Mezclas de fases y sistema de fases.

Para embriones secos, se utthza una mezcla de fases que contiene polietilenglicol al
6.8% y dextran al 6.8% como concentraciones finales, mientras que para embriones
embebidos la concentracién de los polimeros es de 6.7% de cada uno.

Estas soluciones se preparan pot peso, afiadiéndolas con pipeta al tubo en el que se
va a centnfugar la preparacién cruda de membranas que se va a purificar; si se
emplean 27g de la mezcla de fases, utilizar un tubo de centrifuga con capacidad para
S0mL (no necesita tener tapa) y de preferencia de policarbonato (transparente), para
poder apreciar con claridad la separacién de las dos fases. Todo el procedimiento de
pesado se debe hacer a 4°C, ya que la separacién de las fases se realiza mejor en frio

Las mezclas v sistemas de fases ya preparadas segim la Tabla VII, se agitan con
moderacion, ya que si se agitan demasiado, los polimeros, en especial el dextran, se
pueden romper; agitar varias veces para disolver la sacarosa ¢ dejarlo por un dia a
4°C.

Los sistemas de fases deben centrifugarse a 1500 x g 6 3500rpm 5 antes de usarse

para facilitar la separacion de las fases.
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TABLA VIL- Composicién de la mezcla de fases para embriones embebidos

[Solucion madre] Mezcla  de|Sistema de

fases fases [fnal]
20% Dextran T-500 11.52g 11.52¢g 6.4%
40% PEG 3350 576g 5.76g 64%
Sacarosa sélida 3.05g 3.05¢g 330mM
02M KH,PO, pH 7 8 0.675 mL 0.675 mL SmM
H;0 lo suficiente para aforar a un| 27.0g 36.0g
peso de

Esta concentracién final de la mezcla de fases resulta al considerar el volumen final
de 36g tanto para la mezcla de fases como para el sistema de fases, va que cuando se
le aftada a la mezcla la fraccién membranal por purificar, se completara el peso de
36.0g.

A continuacién se mencionan las cantidades aproximadas de las soluciones que se

uiilizan en la obtencién de vesiculas de membrana plasmética partiendo de 5 g de

embriones:
Solucién Preparar
Medio 1 15mL
Sclucion para gjuste de peso < 15mL
Mezcla de fases 2 tubos de centrifuga con 27g cfu,
Ststema de fases 2 tubos de centrifuga con 36g c¢/u
Solucidn de lavado de membranas 100mL
Medio IT 1.5mL

VIL- Ensayo de fosforilacién de proteinas de vesiculas de membrana plasmitica



53

VIL- Ensayo de fosforilacién de proteinas de vesiculas de membrana plasmitica

Se probaron diversas condiciones en el ensayo de fosforilacién, ya que se queria
detectar la presencia de cinasas de proteinas endégenas capaces de fosforilar a algunas
de las protefnas presentes en la membrana plasmatica de los embriones de maiz en
germinacion. Se deseaba saber si éstas eran dependientes de calcio v si su efecto se
veia alterado al exponer a los embniones de mafz a la Fumonisina By.

El ensayo consta de varios pasos, los cuales se exponen a contmuacion:

1) Preparacion de las membranas para el ensaye de fosforilacién.

a} Se obtienen las vesiculas de membrana plasmatica (véase Material y Métodos,
pumto VI)

b) Se concentran las vesiculas de membrana plasmitica, ya que se trata de un
microensayo, por lo que se requieren cantidades en volimenes
extremadamente pequefios. (Se necesita una concentracién de proteina
membranal de aproximadamente Sug/pL).

El procedimiento para concenirar las vesiculas de membrana plasmatica se

realiza como se indica en la Fig. 14. Todo el procedimiento se realiza 2 4°C.

Se coloca todo el volumen obtemdo en Ta extraccion de VMP

Se centrifuga 2 horas a 35,000 rpm (Rotor 5O Ti, Beckman )

Se resuspende en un minime de volumen de Hepes/tts 30mM pH 7.0

Determynar proweina por el método de Lowry (Ver punto T de Material y Métedos)

Fig 14 - Procedimzento para concentrar la fraceién de vesiculas de membrana plasmdtica
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2) Preparacién del gel. Ver punto V de Material y Métodos.
3) Se procede a realizar lo que es propiamente el ensayo de fosforilacion,

Las soluciones requeridas para su realizacion son las expuestas a continuacion;

Hepes/Ttis pH 7.0 300mM
EGTA/Tris pH 7.0 30mM
HEDTA/Tnis pH 7.0 30mM
MgS0, 25mM
CaClk 32mM
ATP 160mM
ATP-¥p

El ATP utilizado tenia las siguientes caracteristicas.

Redivue [y-"P] ATP AA0OIS

Aqueous solution 37 MBq 1mCi.
370 MBq /mL 10mCi /mL

>185 TBq /mmol> 5000 Ci/ mmol 100pL
Amersham pharmagcia biotech.

Para el célculo de las concentraciones de calcio y magnesio libres que se requieren
en gl medio de ensayo fosforilacién se utilizé el programa de computo Chelator, en el
cual se insertan los datos de fuerza idnica, buffers y reactivos utilizados; ya que se
tienen estos datos en el programa, se indica el valor de la concentracion de calcio v
magnesio libres requeridos para realizar el ensayo de fosforilacién, cuando se agregan
estos datos, el programa calcula el valor de la cantidad de calcio y/o magnesio a
agregar en concentraciones molares; despuds, se realizan una serie de calculos para
determinar las cantidades necesarias para determinar las concentraciones de calcio v
magnesio deseadas partiendo de la solucién stock de cada uno.
Preparacién de Ia mezcla general
Se parte de una mezcla general, la cual es utilizada para todos los tubos en donde se
realiza el ensayo, esta mezcla consta de buffers y sales que se agregan en Ja misma

cantidad a todos los tubos que participan en el ensayo de fosforilacion, después de
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agregar ¢sta mezcla a cada tubo por separado, se le agregan los reachvos necesarios

dependiendo de lo que se desea probar en ¢l ensayo.

Dicha mezcla consta de los reactivos que se encuentran en a2 tabla VHIL

Tabla VIIL. Composicion de la mezcla general para los ensayos de fosfonlacion.

Reactiv | Hepes/Tri | EGTA/ {HEDTA/ |MgSO,|CaCl, |ATP- Membranas

0 s Tris | Tris ZP/ATP

{stock] [300mM 30mM | 30mM 23mM | 32mM | 153.7uM

pH70 [70 [pH70

[final] |[18.8mM |[ImM |[ImM 2.5mM 12.5uM Vol final
0.96uCifrub | 16pL
o

Vol/tub !1.0pL 0.5uL |0.5uL X Vol. |X Vol 50ug

0 X Vol.

Todas esas cantidades se utilizan en todos los tubos, por lo tanto se puede partir de una

mezcla general, la cual consta de cada cantidad de reactivo multiplicada per et niimero

de tubos que van a preparatse, siempre preparando un tubo mas para tener un peguefic

EXCes0.

En cada expenimento se varian condiciones dependiende de lo que se desea

comprobar, las concentraciones de calcio v magnesio permanecen constantes en la

mayoria de los experimentos, si se cambiaron se indica en dichos experimentos.

Lacomposicion de los tubos en el ensayo fue como se indica en 1a tabla TX.

Tabla IX. Composicién de las muestras esenciales en el ensayo de fosforilacion.

TUBO |MEZCLA |25mM | 32mM | Concentracién | H,O Sopg Incubar 1fF | Agvegar
GENERAL | MgS0, | CaCl; | finai Completar | (agregaren|a T 16pL de
aléul mtervalos [ ambiente buffer de
de ) digestié
1 X Vol. 2.22uL + 7 X Vol. 1
X Vol 2.04pL [ 0520 | 2uM ¥ P X Vol 17’
L
3 X Vol 1.74pL [ 0.88p | 20pM ¥ 2’ X Vol 12
L
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La reaccion se detuvo con la adicién del buffer de digestion (Ver tabla VI para su
preparacionj, y se incub6 1 hora a temperatura ambiente para después cargar las
muestras a los geles que se describieron anterjormente.

En algunos experimentos se utiizaron inhibidores y activadores de proteinas cinasas,
los cuales se muestran en la tabla X asi como la concentracion utilizada v la fincién que
se conoce de estos Teactives.

Tabla X. Inhibidores y activadores utilizades en el ensayo de fosforilacion.

Reactive Concentracion ntilizada Funcién
uM)
Cloruro de queleritrina 1 Inhibe selectivamente ia cinasa C
Estaurosporina 1 Inhibider de amplio range de proteinas
cinasas de Ser/Thr
Bisindolilmaleimida 0.1 Intutador de la cmasa C
PMA 1 Activador de la cinasa C

Todo este procedimiento debe hacerse con mucha precaucién, ya que se ests trabajando
con radiactividad, por [o tanto, se necesitan condiciones de trabajo que permitan hacer
el trabajo con seguridad; después de sacar el gel de la camara, todos los componentes de
la cimara deben de colocarse en una cubeta con agua y jabon y deben dejarse toda la
noche; al dia siguiente, se enjuaga perfectamente la cAmara v, posteriormente se utiliza
el aparato para medir la cantidad de radiactividad presente, en este caso, se utilizé un
detector Geiger-Mitller, con ¢l se observa la cantidad de radiactividad presente en la
camara, y si éstano es alta, se procede a realizar ¢l experimento siguiente

4) Cargado, separacion y tincion de las protetnas en ol gel.

Cargar geles con la cantidad de proteina determinada, en algunos experimentos se
varid la cantidad de proteina para enconirar una cantidad en donde las bandas obtenidas

en el gel y en la autoradiografia se observaran de una manera nitida, y que la cantidad
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de proteina fuera suficiente para que al momento de realizar la autoradiografia se
pudiera apreciar de una manera correcta el resultado del ensayo de fosforilacién,

Las muestras de proteina se separaron en un gel de poliacrilamida-SDS segin se
describid en el punto V de esta seccion. Cuando las muestras procedian del ensayo de
fosforilacidn el gel fue tefiido segin se detalla a continuacién,

Primero el gel se deja en solucién fijadora durante media hora, luego se lava y se vierte
a una solucién de azul de Coomassie para su tincién durante otros treinta minutos v,
finalmente, el gel después de ser nuevamente lavado, se deja en solucién destefiidora

durante toda la noche.

El gel se deja incubando toda la noche con glicerol al 1% en agua para evitar que el
gel se rompa, ya que al realizar la autoradiografia el gel se expone a condiciones muy

drésticas como es el estar varios dias en un ulracongelador.

Al dia siguiente se realiza la autoradiografia del gel.

5) Autoradiografia

a) Sacar el gel de la solucién destefiidora y enjuagar con agua destlada,

b) Se coloca el gel con mucha precaucién sobre una pelicula fotografica gue ya no
sea de utilidad, esto se hace cuidando de que tenga siempre suficiente agua para

evitar que el gel se rompa.

¢) Se cubre el gel con plastico del fipo “ega pack™ evitando que quede alguna

burbuja de aire, ya que pueden salir manchas a ia hora de sacar lz radiografia.

d) Se monta el gel sobre un cassetie para exposicion.
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€} En el cuarto obscuro se colocan dos hojas de papel fotografico, por encima del
gel montado y luego se cierra ¢f cassette cudando que quede herméticamente
cerrado para evitar que la pelicula se vele. Se coloca el cassette en una bolsa
negra y se lleva al ultracongelador Reveo {(-70°C), para que el gel se exponga
por uno o varios dias, dependiendo de la radiactividad que tengan las muestras,
esto puede estimarse de manera gruesa con el Geiger-Miiller antes de iniciar la

exposicion.

f) Pasado el tiempo deseado, se saca el cassette del Revco v se permite que éste

alcance la temperatura ambiente.

g} Después de que el cassette llegd a la temperatura ambiente, en el cuarto obscuro
se saca solamente una de las placas fotograficas y se clerra perfectamente ef
cassette dejando la otra placa sobre el gel. La placa fotografica obienida se
coloca en la solucion reveladora hasta que comience a observarse la aparicidn
de las bandas de color obscuro sobre la placa. Una vez observada, se coloca fa
placa en una cubeta con agua y después se pasa la placa a la solucién fijadora,
s¢ quita de ah{ hasta que presente un color obscuro y pasado este tiempo, se

vuelve a colocar la placa en agua para enjuagarla.

h) La placa se suspende para pernmtir que se seque por completo.

1) 81 las bandas ya se observan de una manera nitida, entonces, se signe el mismo
procedimiento con la otra placa que quedd dentro del cassette, si no es asi, se
guarda de nuevo el cassette dentro del Reveo (-70°C)} y se deja exponer por un

lapso mayor de tiempo.
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J) Para la asignacién de los pesos moleculares a las bandas observadas en la
autoradiografia, se sobrepuso la placa fotografica sobre el gel y se marcaron las
bandas correspondientes a los pesos moleculares de los estandares que se

encontraban pretefiidos, esto se hizo con la ayuda de un marcador.

VIIL- Medicién de hidrélisis de ATP

Se midi¢ la hidrélisis del ATP para evaluar la pureza de las vesiculas de membranas
plasméticas, ya que puede tener diferentes grados de ennquecimiento por
contaminacién de otras membranas intracelulares, v lo que se desea es tener
predominantemente membranas plasmaticas para observar el efecte de la fumonisina

Bi.

Para saber si las vesiculas de membrana plasmatica son las que se encuentran con
mayor abundancia, se mide una actividad enzimdtica tipica de estas membranas que es
la actividad de la ATPasa de H', para etlo se mide la hidrolisis de ATP en presencia de
vanadato, un mhibidor especifico de esta enzima, tambien se incluye en el ensayo los
inhibidores de la ATPasa mitocondrial (NaNs) y de la ATPasa del tonoplasto {(KNOs),
ya que éstas pueden contaminar la preparacion y contribuir a la hidrolisis de ATP, Se
afiaden 5 pg de proteina membranal a un medio de reaccién que contiene lo que se
indica en la Tabla XI ¥ tal como se describe en Ia Tabla XII, se deja que la reaccidn
proceda en un tiempo de 1 hora a una temperatura de 30°C (la reaccion de hidrolisis de
ATP es lineal en estas condiciones de tiempo, temperatura y cantidad de proteina). La
reaccion se terruna por la adicidon de SDS a una concentracién final del 12%
Posteriormente se procedié a determinar uno de los productos de esta reaccién que es el

Pi.

Los reactivos utilizados en la medicion de la hidrolisis del ATP son los siguientes.
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Tabla XI. Concentraciones de fas soluciones stock y finales para medir Ia actividad de la

hidrélisis de ATP.

REACTIVO CONCENTRACION DEL STOCK CONCENTRACION FINAL
Sacarosa 250mM 250mM

MOPS/BTP pH 70 20mM 20mM

CCCP 1000uM TuM

MgCls 300mM i0mM

ATP/BIPpH 70 300mivi 1GmM

BRU 1% 0.015%

Determinacién de Pi
Este se realiz6 de acuerdo al procedimiento de Gonzalez et al. (1990). Los reactivos

utilizados fueron:

Reactivo B:C, Io constituyen dos teactivos, el 4cido ascorbico al 12% el cual se
prepara en HC1 1N v el molibdato de amonio al 2% el cual se prepara también en HCl
IN, estos reactivos se preparan por separado y se agregan en proporcién 1:1 al momento
de realizar el experimento, va que el reactivo es estable solamente por un lapso corto de

tigmpo.

Reactivo E, estd constituido por tres reactivos, los cuales quedan a fa concentracién
final indicada; 4cido acético al 2%, meta arsenito de sodio al 2% y citrato de sodio al

2%.
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Los reactivos y su secuencia de adicién seguidos para la medicion de la hidrélisis del
ATFP 'y la subsecuente determinacién de Pi estdn expresados en la Tabla XII Se debe
también realizar una curva patron con diferentes concentraciones de fosfato inorganico
para poder interpolar los valores de absorbancia obtenidos en of experimento. La curva

patrén se realiza de la siguiente manera (Tabla XII).

Tabla XIL- Curva patrén de fosfate inorgéanico.

H:0 [P [mM] | SDS24% | BC Incubar 3-10° |Reactivo E |Incubar 207 {Leer  Abs
(ply  ((pl) {(pl) (ul) () o

150 150 300 456

150 | ¥ ¥ v

140 +10 4 ¥ )

130 +20 + v v

120 +30 ¥ v _ ¥

110 +40 VY 4 N

90 +60 \f : ~

70 + 80 N v v

A las muestras se les da el mismo tratamiento que a la curva patron.




Tabla XUI. - Procedimiento para medir la hidrolisis de ATP con fosfato liberado.
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TUBO| Me- | Na;VO|KNO; [NaN; |Protel- [30°C /| SDS | Reac.{lncubar { React. |Inc. 20" | Leer
dio {4 ™ 100 ira 1h 24% [BC |31 |E Abs,
de SmM mM YMP 850mms
hidsb (pi)
lisis (L) (L) | (ee)

(pl)

1 150 1 _ |spg> 15¢ | 300 450

2 1350 [ B ~ + v

3 10 [ [ | |~ v A ¥

4 1455 |45 R + A y

5 1455145 R N + ~

6 145545 I R + V +

7 46 [ 16 I ~ + ¥

8 e | | R v ~ SN

) 40 10 W ~ wJ +

10 ¥z | 1 i3 v N N N

3 w7 | 3 ~ ) ~ +

12 47 | | i3 ~ N M ¥

13 50 { b N N ~ \

14 150 f | | IN ~ ~ +

[15 | 150 y < Y J

*A los tubos 13, 14 y 13, se les adiciona primero el SDS y luego la proteina, para que funcionen como
tiempo cere
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RESULTADOS:

1) Obtencidn de la fracciéon microsomal.

Inicialmente obtuvimos la fraccion microsomal de los embriones de maiz embebidos
como se explicd en Materiales v Métodos punto H y se determind la cantidad de
proteina obtenida. Se partic de 4 gramos de embriones, obteniéndose 13.05 mg de
proteina membranal en un volumen de 900 uL, con una concentracion de 14.502

mg/mL.

2) Tratamiento de precipitacién de la proteina.

Se realizd la separacién de la parfe proteica de la preparacion microsomal con
precipitactones con diferentes proporciones de Iz mezcla etanol:acetona (1:1)
expresadas en relaciones volumen a volumen, Esto se hizo para lograr una mejor
resolucion  electroforética de las proteinas membranales al remover algunos
compuestos como lipidos o polimeros, que podrian persistir en 1a fraccién membranal
después de su purificacién y con ello, afectar su movilidad electroforética. Los

tratarmentos efectuados dieron los rendimientos que se indican en la Tabla XTI

Como puede observarse, se probaron diferentes cantidades de proteina, y diferentes
relaciones proteina’solvente, para determinar si estos eran parimetros que afectaran la
cantidad de la proleina recuperada después de su precipitacién, ya que éstos son
factores que resultan determinantes en nuestro caso, pues las cantidades de

membranas plasmaticas que obtenemos son muy reducidas.
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Tabla XIV.- Precipitacién de proteinas membranales de fracciones microsemales de
embriones de maiz. Se ensayaron vanas condiciones que mcluyeron diferentes cantidades
miciales de proteina membranal y varias relaciones de proteina-solvente en términos de la
relacién volumen/volumen, determinéndose la recuperacién de fa proteinz en c¢ada condicién.

Muestra Volumen Relacién Cantidad  Concentracién Concentracién Recuperacion
inicial (mg)  de Preteina/sol- final inicial (mg/mL) final (mg/mlL)

Muesira  vente obtenida %

inicial v/iv) {mg)

Ly
L5858 160 1.1 0.83 153 413 535
1.38 100 12 153 i3.5 T.65 98.7
8.77 50 11 020 77 1.0 259
0.77 50 12 0.38 77 19 49.3
0.39 25 111 0024 39 012 615
0.39 25 1:2 0.14 39 0.7 35.9

Se observo que el mejor tratamiento de precipitacién era aquet en ef que se partié
de 1.55 mg de proteina con una relacién muestra/solvente (v:v) 1.2, pues éstas fueron
las condiciones en donde la proteina precipitada fue recuperada totalmente, En esta
condicion también se obtuvo la muestra recuperada con la mayor concentracidn de
proteina, si bien ésta fue alrededor de la mitad de la concentracién de proteina inicial, es
decir, antes de la precipitacién. El aspecto de concentracin de proteina es importante
en este trabajo, pues se necesita ajustar al volumen maximo de los pozos del gel. Por
ello se decidié emplear este tratammento de la muestra para fos experimentos posteriores
que consistieron en la preparacion de geles para observar el patrén electrofordtico que
presentzban las proteinas de los mucrosomas del maiz varedad H-355. También se

queria observar si existia una buena resolucién en las bandas obterndas.

Se realizaron varios geles en donde se aplicd la muestra con el tratarmento que habia

presentado un mejor porcentaje de recuperacion, se aplicd también la otra muestra que
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partia de una cantidad inicial de 1.55 mg, pero con una relacién muestra/solvente (viv)
1:1 y ademds se agregd una tercera muestra o muestra control, que era aquella que no

habia sido precipitada previamente (Fig. 15).

Fig. 15. Patron electroforético de las fracciones microsomales geles de poliacrilamida-SDS tratadas
con y sin la mezcla acetona/etancl a la proteina. Después de la precipitacién de la proteina se reatizé un
gel de poliacrilamida-SDS en donde los carriles 1,2 y 3 tenian 12.4 pg de Iz nuestra control, Ios carriles
4, 5y 6 tenian 12.6 ug de la muestra de 1.5 mg que recibié ¢! tratamiento de precipitacion de la proteina
con una relacidn muestra/solvente (v/v) 1:2; en los carriles 7, 8 y 9 se colocaron 12.5 Mg de 1a muestra de
1.5 mg que recibié ¢l tratamiento de precipitacién de Ia proteina con una relacién muestra/solvente :1;
finalmente el carril 10 tenda 6.3 g del estindar de peso molecular. E1 gel se corrié 1 hora a 35 V y dos
horas 2 60 V. Ef tiempo de tincitn del gel fue de 4 horas.

La semejanza entre las bandas de proteinas control (carriles 1, 2 y 3) y las sometidas
a precipitacién (carriles 4, 5, 6, 7, 8 y 9) pusiecron en evidencia que el patron
electroforético de las protefnas no cambiaba por el tratamiento de precipitacién de ia
protelna y que por lo tanto, este procedimiento era confiable, pues no producia una
perdida selectiva de alguna de las bandas de proteina. Ademds, encontramos que las
bandas de protefnas presentaban una resolucidn adecuada sin ser tan intensas como las
observadas con una realacién muestra/solvente 1:1, ¥ya que en este caso las bandas no

tenian una buena separacién debido a su intensidad.

3. Optimizacién de las condiciones de electroforesis e membranas plasmiticas.

Se procedi6 a purificar las vesiculas de membrana plasmatica, ya que se deseaba
observar el patrén electroforético de las proteinas que se encuentran en la membrana

plasmética para poder determinar su posible fosforilacién. También se deseaba
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determinar la cantidad de proteina minima necesaria para apiicar al gel, obteniendo
todavia una buena resolucién en las bandas, ya que la cantidad de membranas

plasmaticas gue se obtiene es pequefia.

Se afiadieron al gel tres cantidades de proteina de las membranas plasmaticas

aisladas, 7.5, 15 y 22.5 pg (Fig. 16).

Fig. 16. Optimizacion de condiciones de electroforesis en proteinas de membrana plasmética de
embriones de mafz. Se realizb un gel de poliacrilamida-SDS. Los carriles 1 y 8 se cargaron con 10 plL de
estindar de peso molecular, los carriles 2 y 5 se cargaron con 7.5 ug de proteina, los carriles 3 y 6 se
cargaron con 15 pg de proteina y finalmente, Jos carriles 4 y 7 se cargaron con 22.5 pg de proteina. El gel
se corrid 1 hora 2 35V y 3.5 horas a 60 V. El tiespo de tincion fue de 4 horas. Log carriles 5-7 son
muestras de otra preparacion.

Se determiné que la mejor cantidad de proteina a agregar era de 15 g, ya que con
ésta se observaban las bandas de las proteinas con una buena nitidez y no tan difusas
como cuando se agregaban 7.5 pg que revelaban bandas demasiado tenues. Estos
resultados indicaron que con estas condiciones se obtiene una buena resolucidn
electroforética en las bandas de proteinas de membrana plasmética en un rango de 7.5 -

22.5 pg de proteina aplicada al gel.

4. Ensayos de fosferilacion.

Ya que se tenian determinadas las condiciones electroforéticas de separacion de las

proteinas de membrana de los embriones de maiz, se prosiguid a realizar una serie de
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ensayos de fosforilacion en donde se variaban diférentes condiciones dependiendo del

experimento,

L Fosforilacion de proteinas de la membrana plasmética por cinasas endégenas
en ausencia y presencia de calcio. El primer ensaye de fosforilacién consistié en
probar si existia una actividad de cinasas que utilizaran el AT**P en ausencia de una
exposicion de las membranas a la FB;. Para ello, se incubaron vesiculas de
membrana plasmética en presencia de 16 uM AT*P en presencia de 0, 2, 10 y 20

#M de Ca® durante una hora, segln el procedimiento descrito en Materiales v
Métodos (Fig. 17).

St
(kDa)

216
127

84

49.5
353

281
20.5

7.0 o
uM Ca™ 0 2 10 20

Fig.17.- Fosforilacion de cinasas endégenas de la membrana plasmatica en presencia y ausencia de
calcio. Se realizé un gel de poliacrilamida-SDS, se cargaron los carriles 2 ¥ 9 con 6.25 g de esténdares
de peso molecular, el carril 4 se cargd con la muestra sin calcio, el carril 5 se cargd con la proteima
fosforilada en presencia de 2 yM de calcio, el carril 6 se cargs con la proteina fosforilada en presencia de
10 pM de calcio; finalmente, el carril 7 se cargé con la muestra de proteina en presencia de una
concentracién de 20 pM de calcio. En todos los carriles se aplicaron 25 pg de proteina. El gel se corri6 1

hora a 35V y 2.5 horas a 60V, El tiempo de tincién fue de 0.5 horas. Al gel se le realizb la autoradiografia
con un tiempo de exposicion de 7 dias.

Los resultados de la Fig. 17 muestran que existia una actividad de cinasas en las
membranas plasméticas de los embriones de maiz, previa al contacto de &stas con la FB,
adem4s se observé que existia fosforilacion estimulada por calcio en Ias bandas de
aproximadamente 65, 49 29 y 21 kDa, existiendo otra fosforilacidén que parecia no ser

tan dependiente de calcio (banda de 84 kDa), ya que dicha banda presentz una mayor
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intensidad en aquel carri? al que no se le agregé calcio, y aunque tambidén se presenta en

las muestras a las que se les agreg6 calcio, tiene una menor intensidad.

El experimento anterior muestra que existe una fosforilacién de proteinas de
membrana de las vesiculas de membrana plasmatica en embriones de maiz variedad H-
355, a las cuales no se les habia agregado la Fumonisina B, y muestra también que Ia
fosforilacion de algunas de estas proteinas es estimulada por calcio, mientras que otras

no io son.

II. Efecto de Ia orientacién membranal en la fosforilacién de Ias proteinas de
membrana plasmitica. El siguiente experimento a realizar fue el tratar una parte de las
membranas con Brij N® 58 al 0.015%, debido a que al momento de obtener las vesiculas
de membrana plasmatica, algunas de éstas pueden contener los sitios de las proteinas
inaccesibles a las cinasas y con los sitios mismos de las cinasas inaccesibles al ATP, por
lo tanto, si se exponen las vesiculas al AT*’P no pueden ser fosforiladas sus proteinas.
En cambio, si utilizamos un detergente, como el Brij N° 58, inducimos la
permeabilizacién de las vesiculas de membrana plasmética y permitimos de esta manera
que el AT*’P pueda ser utilizado por las cinasas y éstas a su vez, puedan ser capaces de
fosforilar a fas proteinas. El experimento de fosforilacién se realizé afiadiendo Brij No.
58 alaincubacién con AT*P segtin se describié en Materiales y Métodos. Las muestras
se aplicaron a un gel y se sometieron a electroforesis. La autoradiografia del gel se

observa en laFig. 18.

En ia misma figura se muestra el gel tefiido con coomassie, donde se puede apreciar
que los carriles estan cargados con la misma cantidad de proteina, el cual es un control

til para asegurar que las diferentes intensidades de las bandas observadas en la
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autoradiografia se deben al efecto de la fosforilacién segiin la condicién experimental

usada v que no son un artefacto producido por la cantidad de proteina cargada al gel.

St
kDa

84
49.5

35.3

28.1
20.5

uM Ca™

Fig. 18. Ensayo de fosforilacién de proteinas de membrana plasmética en presencia de Brij No. 58. Se
agregaron muestras de proteinas fosforiladas en presencia y ausencia de Brij al 0.015%. Se realizb un gel
de poliacrilamida-SDS, los carriles 2 y 10 contenian 6.25 g del est4ndar de peso molecular, los carriles 3
- 5 son las muestras sin Brij con concentraciones de 0, 2 y 20 pM de calcio respectivamente, los carriles
7-9 son las muestres con Brij No.58 al 0.015%, con concentraciones de 0, 2 y 20 pM  de calcio
respectivamente. El gel se corrid 1 hora a 35V y 3 horas a 60V, el tiempo de tincién foe de 30 minutos.
Posteriormente se realizd Ta autoradiografia y el tiempo de exposicion fue de 15 dias. La figura A muestra
¢! gel tefiido con azal de coomasie y 1a figura B muestra la autoradiografia realizada al gel.

Se observé que habia la misma fosforilacién de protefnas en ambas muestras (eon y
sin Brij); y que 1a fosforilacién de estas proteinas aumentaba en presencia de calcio en

las bandas de 62, 47, 40, 29 y 21 kDa, corroborando los datos de la Fig. 17, al igual que
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la banda de aproximadamente 84 kDa de peso molecular, cuya fosforilacién no era
afectada por calcio, ya que se presentaba con una mayor intensidad en las muestras que

no tienen calcio.

Se observd que el Brij No. 58 no tuvo mucho efecio en la fosforilacion de nuestras
vesiculas de membrana plasmética, ya que las bandas se apreciaban casi con la misma
intensidad con y sin ¢] detergente, ésto lo podemos atribuir a que la mayor parte de
nuestras vesiculas se encuentran con los sitios activos de las cinasas accesibles al
sustrato. Aunque este comportamiento fue observado, se decidid realizar los siguientas
experimentos con Brij para que todas nuestras vesiculas estuvieran con los sitios activos
de las cinasas disponibles v asegurar de esta manera la mayor expresion de fosforilacion

en nuestros experimentos.

En la misma figura se mussira el gel teftido con coomassie, en donde se puede apreciar
que los carriles estin cargadoes con la misma cantidad de proteina y que asegura que las
diferentes intensidades de las bandas observadas en la autoradiograiia se deben al efecto
de los tratamientos en la fosforilacién v no son un artefacto preducido por la cantidad de

proteina cargada al gel.

HI. Efecto de la ¥B; en la fosforilacién de las proteinas de la membrana
plasmadtica. En los siguientes experimentos se agregd la toxina (FB1) para determinar si
la fosforilacién de las proteinas se veia afectada al agregar dicha toxina. Para ello, se
incluyé la FB; a una concentracién final de 10 pM en el medio de ensayo de
fosforilaciénn como se indicé en Materiales v Métodos. Se realizd el gel y
posteriormente la autoradiografia (Figs. 19 B, C). Los resultados se muestran en la Fig.

19,
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En la misma figura se muestra el gel tefiido con coomassie, en donde se puede

apreciar que los carriles estdn cargados con aproximadamente la misma cantidad de

proteina.

uM Ca™ 0 2 0.0 2 2 ﬁi
2

0
(-

Y

-FB4 +FB
Fig. 19. Ensayo de fosforilacién en presencia y ansencia de FBy. Las vesiculas de membrana plasmética
se fosforilaron segim se describié en Materiales y Métodos. Se realizé un gel de poliacrilamida-SDS, los
carriles 2 y 9 se cargarcn con 6.25 ug del esténdar de peso molecular, los camriles 3-5 son las muestras sin
FBq con concentraciones de 0, 2 y 20 uM de calcio respectivamente, los carriles 6-8 son las muestras con
una concentracion de 10 uM de FB, ¥ con conceniraciones de 0, 2 y 20 yM de caloio respectivamente.
Todos los pozos se cargaron con 25 pg de proteina y todas las muestras contenfan Brij No. 58 al 0.015%.
El gel se dejd correr 1 hora a 35V, 3 horas a 60V, El tiempo de tincién fue de 30 min. Se realizd la
autoradioprafia. La figura A es el gel tefiido con azul de coomaste, la figura B es 1a autoradiografia del gel
con un tiempo de exposicién de 7 dias en donde se observa mejor la banda de 83 kDa, finalmente, la
figura C es la autoradiografia det gel con un tiempo de exposicion de §5 dias en donde se aprecian mejor
las bandas de 46, 29,22 y 8§ kDa.



72

Al revelar la autoradiografia (Figs. 19 B, C) se observd que en presencia de la
fumonisina B, las membranas presentaban unas bandas de proteina fosforiladas con
mayor intensidad que aguellas membranas que no contenian fumonisina, dichas
bandas se encontraban cerca de los 46, 29 v 8 kDa de pese molecular, También se
observé que aquellas membranas que fueron expuestas a una mayor concentracion de
calcio presentaban unas bandas con una fosforilacién mis alta, lo que concordaba con

los experimentos anteriores.

V. Efecto del tiempo de reaccién con la FB, en la fosforilacién de las proteinas de
Ia membrana plasmidtica. En los siguientes experimentos se agregd la toxina (FBy) a
diferentes tiempos para determinar si diferentes tiempos de exposicién de Ias
membranas plaméticas a la fumonisina producian un cambio en el patién de
fosforilacién de las proteinas membranales. Se realizé la curva de tiempo con v sin
fumonisina y los tiempos elegidos fueron: 5, 10, 15 ¥ 20 minutos de exposicién
respectivamente. Se realizé ef gel y posteriormente la autoradiografia. Los resultados se
muestran en la Fig. 20 . En la misma figura se muestra el gel tefiido con coomassie
como control de cargado de protefna y donde se puede apreciar que los carriles estin

cargados con aproximadamente la misma cantidad de proteina.

En este experimento se observd que existia una fosforilacion de proteinas en las
bandas de 85, 63, 30, 21 y 8 kDa respectivamente, cuyas bandas se apreciaban con una
buena resolucion en la autoradiografia, se observé también que en la banda cercana a
los 28 kDa Ia fosforilacion se ve aumentada en presencia de 10 UM de FB; y se observé
un efecto similar con la banda cercana a los 21 kDa. Sin embargo, 1o se encontrd una

diferencia significativa entre el tiempo de exposicién a la FB, y el grado de
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fosforilacién. Se decidié utilizar un tiempo de reaccién de 10 min. de la muestra con y
sin toxina con el AT™P, ya que con este tiempo se apreciaba el proceso de fosforilacién
de las proteinas de una manera en la cual se pudiera observar claraments, sin ser un

tiempo largo de incubacion.

V. Efecto de la concentracién de ATP en la fosforilacién de proteinas de las
vesfculas de membrana plasméitica en embriones de maiz variedad H-355. En log
sigunientes experimentos se decidié observar el efecto de la concentracion de ATP en
la fosforilacién; lo que se deseaba era determinar si habfa una concentracién 6ptima
de ATP en la que se observaran nitidas las bandas en Ia antoradiografia para apreciar
de una manera correcta el proceso de fosforilacién sin que el tiempo de exposicién
fuera muy prolongado y que se lograran observar todas las bandas posibles de
fosforilar y no sélo las que se fosforilaran con una menor concentracion de ATP. Se
realizaron geles en donde las conceniraciones de AT- P elegidas fueron: 8, 12, 16 y

20 uM. Se colocaron muestras con y sin la toxina (Fig. 21).

En la misma figura se muestra el gel tefiido con coomassie en donde se puede
apreciar que todos los carriles fueron cargados con la misma cantidad de proteina, lo
cual apoya la interpretacién de que las diferentes intensidades de las bandas observadas
en la auforadiografia se deben a los tratamientos experimentales durante 1a fosforilacién

¥ no son un artefacto producido por la cantidad de proteina cargada al gel.
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Fig. 20. Efecto del tiempo de incubacién con ta fimonisina E; en la fosforilacién de proteinas de membrana
plasmitica. Las vesiculas de membrana plasmdtica se fosforilaron segim se describié en Materiales y
Meétodos. Se realizé un gel de poliacrilamida-SDS, los camriles 1y 10 se cargaron con 6.25 ug del estandar de
peso molecular, los camriles 2-5 son las muestras con 10 uM de FB; con tiempos de incubacion de 5, 10, 15 v
20 minutos respectivamente, los carriles 6-9 son las muestras sin la toxina, con tiempos de incubacion de 5,
10, 15 y 20 mimtos respectivamente. Todas las muestras tenian una concentracién de 10 uM de calcio,
0.015% de Brij No. 58. Todos los pozos se cargaran con 25 ug de proteina, El gel se dejo correr 1 hora 2 35V,
3 horas a 60V. El tiempo de tincion fue de 30 min. La figura A es el gel tefiido con azuf de coomasie, la figura
B es la autoradiografia del gel con un tiempo de exposicién de 7 dias,
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Con este experimento se enconird que al aumentar la concentracion de ATP, la
intensidad de las bandas en la autoradiografia aumentd. Se observaron bandas de
aproximadamente 85, 46, 29, 18 y 8 kDa, se observé también que las bandas de las
muestras que se pusieron en contacto con la toxina presentaban una mayor intensidad
que aquellas bandas de las muestras que no estuvieron en comtacto con la toxina,
principalmente las bandas de 29 y 18 kDa, y la banda de 85 kDa cuando menos a tiempos
de exposicién prolongados. La concentracion de AT P elegida para el reste de log

experimentos fue de 16 pM.

V1. Efecto de las diferentes concentraciones de Fumonisina By en fa fosforilacién de
proteinas, Se deseaba observar el efecto de diferentes concentraciones de la toxina en la
fosforilacion de proteinas de membrana, para esto, se dejé reaccionar a las muestras con
diferentes concentraciones de FBy, las cuales fieron: 0, 1,2, 4,6, 10,20 y 30 pM. Los
resultados se observan en la Fig. 22. En la misma figura se muestra e! gel tefiido con
coomasie donde se puede apreciar que los carriles estan cargados con aproximadamente

la misma cantidad de proteina.

Con estos experimentos se observé que al aumentar la concentracién de la
fumonisina, aumenta la fosforilacién de las proteinas de 29 vy 18 kDa. Observamos
también que existe una fosforilacion de proteinas en las bandas de 83, 65, 48, y 9 kDa

respectivamente.
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VIL Efecto de los inhibideres o activadores de cinasas de proteinas.

Se deseaba conocer el efecto de algunos inhibidores y activadores de cinasas sobre la
fosforilacion que observamos que producia la FBy, reportados en la literatura (Lau et al.
1998, Takashi et al. 1994, Moon-Hwan et al. 1995). Suponiamos que el efecto que
estabamos observando se debia a la presencia de cinasas de proteinas, va que habiamos
encontrado un patron especifico de fosforilacién de proteinas membranales dependiente
de la concentracion de AT-"P, que cambiaba también en funcion de las concentraciones
de caleio y FBy, por ende, desedbamos saber el efecto de algunos inhibidores de cinasas
y de un activador (Ver Material y Métodes punto VII) para tener més informacion sobre
¢l o los tipos de cinasas que estaban participando en nuestras reacciones de fosforilacion
(Figs. 23 y 24). Como en todos los experimentos, se muestra el gel teflido con coomassie
en donde se puede apreciar que los carriles estan cargados con aproximadamente la
misma cantidad de proteina, control necesario para asegurar que las diferentes
intensidades de las bandas observadas en la autoradiografia se deben al efecto de la
fosforilacion y no son un artefacto producido por la cantidad de proteina cargada al gel.
De los experimentos anteriores se observd que la actividad de fosforilacion parece
corresponder en su mayoria a cinasas que fosforilan residuos de serina / treonina, ya que
al agregar la estaurosporina tenemos una inhibicién casi completa de la fosforilacién de
las proteinas, ya que se observa una disminucién importante en la intensidad de las
bandas (Fig. 24).

Se observa también que al agregar PMA a una concentracion de 1uM, la intensidad de

las bandas aumenta, lo cual quiere decir que alguna o algunas de las cinasas que participan
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en éste proceso de fosforilacion, son cinasas de proteinas tipo C, esto se ve muy claro con

{a banda de ~ 30kDa.
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Fig. 21. Efecto de s concentracién de AT ¥ P y de Ia fumonisina en Ia fosforilacién de proteinas de
membtana plasmatica. Las vesiculas de membrana plasmdtica se fosforilaron segin se describié en Materiales
y Métodos. Se realizé un gel de poliacrilamida-SDS, los carriles 1y 10 se carparon con 6,25 ug del esténdar
de peso molecular. Los carriles 2-5 tienen membranas sin FB; y con concentraciones de ATP de 8, 12, 16 y
20 uM respectivamente. Los carriles 6-9 tienen membranas incubadas con 10 pM de FB; y concentraciones
de ATP de 8, 12, 16 ¥ 20 pM de ATP respectivamente. Todas las muestras tenian una concentracién de 10
pM de calcio, 0.015% de Brij No. 58 y todas tenian un tiempo de reaccién de 10°. Todos los pozos se
cargaron con 25 pg de proteina. El gel se dejé correr 1 hora a 35V, 3 horas a 60V. El tiempo de tincidn fue de
30 min. La figura A es el gel tefiido con azul de coomasie, la figura B es la autoradiografia del gel con un
tiempo de exposicidn de 7 dias.
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Fig. 22.- Efecto de la concentracion de Fumonisina B; en la fosforilacién de proteinas de membrana
plasmdtica, Las vesfculas de membrana plasmdtica se fosforilaron segln se describié en Materiales y
Métodos. Se realizé un gel de poliacrilamida-SDS, los carriles 1 ¥ 10 se cargaron con 6.25 pg del esténdar de
peso molecular, el carril 2 es la muestra sin FBy, los carriles 3-9 tienen membranas incubadas con 0,1,2,4,6,
10, 20 y 30 uM de FB, respectivamente. Todas las muestras tenfan una concentracién de 10 uM de calcio,
0.015% de Brij No. 58 y todas tenfan una concentracién de AT*2P de 16 ;M. Todos los pozos se cargaron con
25 pg de proteina, El gel se dejé correr 1 hora a 35V, 3 horas a 60V. El tiempo de tincién fue de 30 min. La

figura A es el gel teflido con azul de coomasie, la figura B es la autoradiografia del gel con un tiempo de
exposicién de 7 dias,
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Al agregar cloruro de queleritrina 1uM y bisindolilmaleimida 0.1:M, se observé que no
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habfa ningtin cambio en el patrén de fosforilacién, lo cual puede deberse a que las
concentraciones de estos inhibidores no son Ias Gptimas para la inhibicién de estas cinasas

que estin participando o que no son tan especificos para las cinasas de tipo C como el

activador.
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C QUEL. PMA BIM

Fig. 23. Efecto de distintos inhibidores y activadores sobre la fosforilacién de proteinas de la membrana
plasmatica. Las vesiculas de membrana plasmética se fosforflaron segiin se describié en Materiales y
Meétodos. Se realiz6 un gel de poliacrilamida-SDS, los carriles 1 y 10 se cargaron con 6.25 pg del esténdar de
peso molecular, los carriles 2, 4, 6 y 8 son las muestras sin FBy, son las muestras control, con cloruro de
queleritrina 1 uM, PMA 1 uM y bisindolilmaletmida 0.1 M, los carriles 3, 5, 7y 9 son las muestras con 10
pM de FB,, son las moestras con cloruro de queleritrina I pM, PMA 1 pM y bisindolilmaleimida 9.1 yM.
Todas Ias muestras tenfan una concentracién de 10 uM de calcio, 0.015% de Brij No. 58 y todas tenian una
concentracién de AT-°P de 16 uM. Todos los pezos se cargaron con 25 pg de proteina. El gel se dejé correr
1 hora a 35V, 3 horas a 60V. El tiempo de tincién fue de 30 min. La figura A es el gef teflido con azul de
¢oomasie, la figara B es la autoradiografia del gel con un tiempo de exposicién de 7 dias en donde se muestra
la banda de aproximadamente 30k Da, y la figura C ¢s la misma autoradiografia en la que se observa més
claramente ia desaparicién de la banda de aproximadamente 19 kDa y tiene un tiempo de exposicién de 15
dias.

Se¢ observd también que el patrén de fosforilacion se vefa disminuido en gran
propozcidn al agregarie estaurosporina a upa concentracion de 1 pM; la estaurosporina es
un inhibidor de amplio rango de proteinas cinasas de Ser/Thr, por ende, se puede decir
que la mayoria de las proteinas cinasas que participan en este proceso de fosforilacion
son proteinas que fosforilan en residuos de serina ¢ treonina, este efecto se ve acentuado

en la banda de ~ 20 kDa que desaparece totalmente al agregarsele la estaurosporina,
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también desaparece al agregar bisindolilmaleimida 1 pM que es un inhibidor de cinasa C,
por lo que podriamos decir que se trataba de una proteina fosforilada por una cinasa C,
sin embargo, no se inhibié por el cloruro de queleritrina, el cual es selectivo para la
cinasa C, quizds se necesitaba una mayor concentracién de cloruro de queleritrina para

observar la inhibicién.

Fig. 24, Efecto de la estaurosporina sobre la fosforilacién de proteinas de membrana plasmatica, Las
vesiculas de membrana plasmaética se fosforilaron segiin sc describié en Materiales y Métodos. Se
realizé un gel de poliacrilamida-SDS, los carriles 1 ¥ 10 se cargaron con 6.25 pg del estindar de peso
molecular, los carriles 2, 4, 6 y 8 son las muestras sin FB;, con 0.1 uM de bisindolilmaleimida, 1 pM
de PMA, 1 uM de estaurosporina y 1 pM de cloruro de queleritrina respectivamente. Los carriles 3,
5, 7y 9 son las muestras incubadas con 10 uM de FB,;, con 0.1 pM de bisindolilmaleimida, 1 pM de
PMA, 1 uM de estaurosporina y 1 uM de cloruro de queleritrina respectivamente. Todas las muestras
tenian una concentracidn de 10 pM de calcio, 0.015% de Brij No. 58 y todas tenfan una concentracitn
de AT-*’P de 16 pM. Todos los pezos se cargaren con 25 g de proteina. El gel se dej6 correr 1 horaa
35V, 3 horas a 60V, El tiempo de tincién fue de 30 min. Se realizé la autoradiografia; el tiempo de
exposicidn fue de 15 dias.
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DISCUSION

En el presente trabajo se realizaran diversos ensayos cuyo propdsito fue €l de encontrar
el patron de fosforilacion de proteinas de membrana plasmatica de embriones de maiz en
germinacion y el efecto que producia en dicha fosforilacion una toxina fiingica como lo es
la FB1.

Se encontré una fosforilacion por cinasas endogenas, una independiente de Ca™ que es
capaz de fosforilar la banda de 85 kDa y, Ja mayoria, estimulada por Ca™ produciendo la
fosforilacion de las bandas de 67, 46, 40, 32 v 28 kDa, ver Fig.17. Se observd que la
intensidad de las bandas aumentaba conforme aumentaba la concentracion de caicio, Ja cual
se vario enire 0 y 20 pM.

Por Iz literatura se sabe que hay varias cinasas de proteinas que requieren de Ca'' para su
funcidn (Boyer y Krebs 1986, Ranjeva et al. 1984, Verhey et al. 1993, Xing et al. 1996).
También se tiene conocimiento de procesos de fosforilacion en proteinas de }a membrana
plasmiatica de plantas (Lino et al. 1998, Suzuki et al. 1992, Verhey et al. 1993, Xing et al.
1996).

En el ensayo realizado con Brij 58 al 0.015% no se encontraren diferencias significativas
en la intensidad de las bandas de las muestras a las que se les habia agregado el detergente,
con respecto a aquellas a las que no se les habia agregado el Brij. Se conservo el patron de
bandas en donde se observod la fosforilacion independiente de Ca™ de la banda de 87 kDa y
de las bandas estimuladas por éste (bandas de aproximadamente 62, 47, 29, 21 y 8 kDa). El
que no se hallan encontrado diferencias con respecto a las muestras con y sin Brij puede
deberse a que la mayoria de miesiras vesiculas se¢ encontraban tanto con los sitios activos de

Jas cinasas accesibles al AT>?P como con los sitios activos de las proteinas accesibles a las
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cinasas, ¢sto lo suponemos, ya que de lo contrario, se hubieran encontrado diferencias
significativas con el detergente.

Al realizar el experimento en el que se agregaba la FB, a las vesiculas de membrana
plasmatica, se observd que la FB, estimulaba 1a fosforilacion de las proteinas de las VMP
(Fig. 19), va que las muestras que se habian puesto en contacto con la toxina presentaban
una mayor intensidad en las bandas de proteina que se observaron en la autoradiografia; se
observd también, como ya se habia visto, que a mayor concentracion de Ca' " la intensidad
de algunas bandas aumentaba. Se observé unma mayor intensidad en las bandas que ya
estaban presentes, mas no la aparicion de nuevas bandas, lo que quiere decir gue la FB,
solo estimula la fosforilacion de proteinas Gue anteriormente ya estaban fosforiladas, quizis
uniendo al POy en sitios de esas mismas proteinas que antes no estaban fosforilados, o bien,
estimulando a Ias fosfatasas para defosforilar ciertos sitios y permitiendo a su vez, que las
cinasas fosforilen al agregarseles AT-P exogeno. Lo anterior se confimna con el
experimento en el cual se agregaron diferentes concentraciones de la toxina (ver Fig. 22).
En dicho experimento se observa que conforme se aumenta la concentracién de FBy, la
intensidad de las bandas fosforiladas se ve aumentada, lo cual quiere decir que Ia FB, si
estd induciendo una mayor fosforilacién, en dicho experimento se aprecia este efecto en las
bandas de 88, 65, 48, 29, 18 y 9 kDa.

Este efecto podria explicarse porque al haber contacto entre la toxina y la membrana
plasmatica, se lleven a cabo una serie de interacciones entre ¢l metabolito secundario
producido por el patogeno y la membrana plasmitica de las células del huésped, dando
como resultado el que se desencadenen algunos mecanismos de sefiales , uno de los cuales,
seria la activacidn de cinasas de proteinas. Al ser activadas, éstas comenzarian a fosforilar

proteinas de la membrana plasmatica o a ellas mismas, inclusive. Este proceso seria
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estimulado por calcio a concentraciones micromolares. La fosforilacion de estas proteinas
desencadenarfa otro tipo de acciones en la célula, podria, por ejemplo, activar alguna via
metabélica o la sintesis de algin compuesto que fuera necesaric en ese momento para
contrarrestar el ataque del patdgeno. Quizds también, apagarian alguna sefial que estyviese
prendida, como por ejemplo, la desactivacion de la via de sintesis de algiin otro compuesto
innecesario en ese momento, etc. Obviamente, al realizar los experimentos con vesiculas de
membrana plasmatica, ésto no sucederia, ya que tenemos las vesiculas aisladas v no se
encuesttra toda la maquinaria celular. En nuestro sistema, las cinasas tendrian el magnesio
exdgeno como cofactor para sus reacciones de fosforilacién y dispondrian del caleio que se
les agrega en concentraciones controladas de calcio libre. No sabemos qué otros procesos
estan implicados, como por ejemplo, 1a participacion de fosfatasas, ni la accion de 1a FB) en
otros posibles blancos celulares, un experimento que resultaria interesante es el de observar
el efecto de la adicion de FB, in vivo, agregando la toxina a los embriones en germinacion
para entonces extraer las vesiculas de membrana plasmatica a las que se les realizaran los
ensayos de fosforilacion y comparar el nimero y peso molecular de las bandas fosforiladas
encontradas en €508 experimentos.

Se tiene conocimiento de que algunas toxinas desencadenan procesos de fosforilacion
{Bidway and Takemoto 1937, Schaller and Sussman 1988). Nuestros datos indican que la
¥B; también puede ser capaz de desencadenar procesos de fosforilacion, a nivel de las
proteinas de la membrana plasmética.

Se observd también que la fosforilacion no depende del tiempo de reaccion de las
membranas con ¢l AT?P, por lo menos, cuando éste va de 0-20 minutos, si dependiera del
tiempo de reaceidn, esperariamos que la intensidad de las bandas se viera aumentada con

respecto al tiempo; los resuitados indican que 5 min. son suficientes para que se fosforilen
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todos los sitios posibles y no es necesario dejar mas tiempo la reaccion; quizas si se dejara
méis tiempo, se podrian Hevar a cabo procesos de defosforilacion que permitieran una
posterior fosforilacién de nove o procesos de fosforilacion que fueran dependientes de
tiempos mas largos v que no necesariemente dependen del mismo tipo de cinasas que
actlan a tiempos cortos {ver Fig. 20).

Al aumentar la concentracion de ATP se cbservd un aumento en la intensidad de las

€D~

bandas, ésto es lo esperado, va que tenemos mas sustrato marcade que puede saturar los
sitios activos de las cina;sas, las cuales pueden tener constantes de asociacién para el
sustrato mayores de 1uM. La concentracion de AT*?P elegida fue de 16 uM debido a que
con esta concentracidn la intensidad de las bandas se observa muy bien sin aumentar
demasiado, de otra manera, las bandas que se fosforilan més se observarian como
manchones y no como bandas aisladas. Observamos también, que aquellas muestras a las
cuales se les habia agregado fumonisina Bi, presentaban también un aumento en la
fosforilacion (ver Fig. 21).

El marcaje de proteinas observado puede explicarse por la acciém de cinasas
membranales endégenas pues estamos trabajando con una preparacidn subcelular ausente
de factores citopldsmicos, Al agregar la estaurosporing a unia concentracion final de 1 uM,
1a fosforilacién se ve reducida sin inhibirse totalmente. La estaurosporina es un inhibidor de
amplio rango de cinasas de proteinas que reaccionan con residuos de serina-treonina, lo que
quiere decir que en la fosforilacion de proteinas de vesiculas de membrana plasmatica de
embriones de maiz, participan cinasas de proteinas en residuos de Ser/Thr. Lo anterior
concuerda con los datos de la literatura, va que se sabe que en plantas la fosforilacion

ocurre mas abundantemente en tesiduos de Ser y Thr, que en Tyr (Trojanek et al. 1996).
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Es posible que en la fosforilacién de proteinas de membrana plasmatica de embriones de
maiz intervengan también una o varias proteinas cinasas de tipo C, ya que al agregar PMA
a una concentracion de 2 uM se aumenta la intensidad de las bandas; el PMA es un
activador de cinasas tipo C, por lo tanto, podemos sugerir que en la fosforilacién de
proteinas de la membrana plasmatica intervienen también una o varias cinasas de proteinas
de tipo C v aunque no se puede determinar especificamente el nimero de cinasas, lo que si
apoya la informacién anterior y que nos sugiere que efectivamente se trate de cinasas de
tipo C, es el hecho de que la mavoria de las cinasas de tipo C son dependientes de calcio y
Tas fosforilaciones que se encontraron en estos experimentos io son, ciertamente (aunque ne
para la banda de 85kDa). Se deben realizar mas experimentos sobre €sto, para corroborar lo
anterior y posteriormente, identificar las cinasas participantes en dicho proceso de
fosforilacién. También seria de suma importancia el realizar experimentos para identificar a
1as proteinas que son sustratos de esas cinasas, ya que de esta manera tendriamos una idea
mucho mas completa de el probable mecanismo de sefalizacion que se estaria presentando
en nuesiras membranas en estudio.

Con respecto a la accién del cloruro de queleritrina y la bisindolilmaleimida, éstas
parecen no afectar el patrén de fosforilacidn, ya que la intensidad de las bandas no se ve
modificada en las muestras a las que se les agregd cloruro de queleritrina a una
concentracidn de 1 pM vy bisindolilmaleimida a una concentracion de 0.1 uM. Esto no es
consistente con los resultados anteriores, ya que ambos compuestos son inhibidores de
cinasas tipo C y, como se habia observado un aumento en la fosforilacion de las muestras a
las que se les habia agregado PMA, se esperaba que hubiera una inhibicion en la

fosforilacién de las muestras a las que se Jes habia agregado cloruro de queleritring y
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bisindoliimalimida respectivamente Esto no sucedié y podria deberse a que las cinasas de
la preparacion no se inhiben por las concentraciones utilizadas aunque estas
concentraciones si se encuentran en el intervalo de concentraciones reportadas en la
literatura. Si aumentiramos la concentracion de los inhibidores se podra evaluar esta
posibilidad. Por otro lado, puede ser que los inhibidores no sean tan especificos como el
activador (ver Figs. 23 y 24). Un problema téenico en ¢f comjunto de experimentos
realizados con los inhibidores de cinasas en este trabajo, fue el de que hubo menor
fosforilacién de las bandas en general, a pesar de que se hicieron varias repeticiones, ésto
contribuye a no definir claramente los efectos de los compuestos utilizados y por tanto, la
identificacion de las cinasas no es muy precisa.

En todos los geles se observa que el patron electroforético obtenido con la tincién de azul
de coomasie que consta de alrededor de 15 bandas, no es el mismo que ¢l observado en las
autoradiografias que se compone de cerca de 6 bandas, esto se debe a que no todas las
proteinas presentes en las membranas plasmaticas de embriones de maiz se fosforilan bajo
estas condiciones; es por eso que se observan muchas mas bandas en el gel tefiido con azul
de coomasie a comparacion con las bandas observadas en las autoradiografias, ya que en el
gel se encuentran todas las proteinas presentes en nuestra muesira y en la autoradiografia
solo las fosforiladas. Por otra parte, las intensidades de las bandas observadas con azul de
coomassie no corresponden a las imiensidades de las bandas que se ven e la
autoradiografia, es decir, una banda mas fosforilada no necesariamente es la banda mas
tefiida en el gel, o cual es congruente porque aunque haya una mayor cantidad de una
proteina en particular, no necesariamente quiere decir que es la proteina que mas se va a

fosforilar.
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CONCLUSIONES
CONCLUSION GENERAL

La toxina Fumonisina By (FB,) producida por ¢l hongo Fusarium moniliforme, estimula
la fosforilacion de proteinas de aproximadamente 83, 50, 28, 20 y 8 kDa de la membrana

plasmatica de embriones de maiz en germinacion.

CONCLUSIONES PARTICULARES

1} Existe fosforilacion de proteinas de membrana plaméatica por cinasas enddgenas, una
independiente de calcio en la proteina de aproximadamente 85 kDa y, la mayoria
estimulada por Ca'' en proteinas de aproximadamente 67, 46, 40, 32 y 28 kDa.

2) La FB; induce el aumento de los procesos de fosforilacion a nivel de membrana
plasmdtica, principalmente en las proteinas de 28 y 20 kDa.

3} La fosforilacion no depende del tiempo de reaccion de Jas membranas con ¢l ATP,
cuando éste va de 0-20 min.

4) Al anmentar la concentraciéon de ATP, aumenta la reaccion de la fosforilacion de
proteinas.

5) En la fosforilacién de proteinas de membrana de embriones de maiz, participan cinasas
de proteinas gue fosforilan en residuos de Ser/Thr.

6) Existe una posible intervencién de una o varias cinasas de tipo C.
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