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RESUMEN 

Fusarium verticillioides (syn. moniliforme), es un hongo patógeno que llega a 

constituir hasta el 80% del total de las cepas de hongos que se aíslan de semillas de 

máiz. El hongo puede infectar la semilla de maíz desde su formación y sobrevivir en 

ésta para acceder luego a la plántula durante la germinación y desarrollo post-

germinativo. La infección en esta etapa del desarrollo es de gran relevancia pues 

compromete seriamente la viabilidad y el establecimiento de la plántula. Aún en este 

periodo temprano de desarrollo, la planta es capaz de responder a la infección pues 

produce proteínas antioxidantes, proteínas de choque térmico, y proteínas relacionadas 

con la patogénesis (PR), como quitinasas. Por otro lado, el patógeno produce varios 

metabolitos secundarios con actividad biológica. Muchas cepas de F. verticillioides 

producen micotoxinas, como la fumonisina B1 (FB1), que perturba el metabolismo de 

esfingolípidos causando acumulación de bases esfingoideas y depleción en los niveles 

de esfingolípidos complejos. 

En este trabajo se estableció un sistema de infección de embriones de maíz con 

F. verticillioides, empleándose dos cepas del hongo aisladas de semillas de máiz que 

difieren en la producción de FB1: la cepa MY3 que produce la toxina y la cepa CHQ1 

que no la produce. Para evaluar la activación de la respuesta de la planta se analizaron 

los niveles de transcrito de la proteína relacionada a patogénesis-1 (ZmPR1), que se 

acumula como parte de la respuesta de defensa, y se ha sugerido que tiene actividad 

antifúngica. Se encontró una inducción significativa del 100% con ambas cepas a las 3 

y 6 horas post-inoculación con respecto a embriones no inoculados  Para estudiar la 

alteración del metabolismo de esfingolípidos en la respuesta al patógeno, se 

cuantificaron por HPLC los niveles de esfinganina, que es un intermediario de esta ruta 

biosintética. Se encontró que la infección con el hongo provocó un incremento de hasta 

100% en los niveles de esfinganina y, posiblemente de otras bases esfingoideas. Este 

aumento fue transitorio pues solamente se observó a las 9 horas post-inoculación con 

ambas cepas; lo que sugiere que esta acumulación no se debe a la producción de FB1. 

Para determinar si el incremento en los niveles de esfinganina estaba asociado a la 

activación transcripcional de genes de la ruta biosintética de esfingolípidos, se aisló una 

sonda del gen LCB2 (long chain base 2) de maíz. Éste corresponde a una subunidad de 
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la enzima serina-palmitoil tranferasa (SPT) que cataliza el primer paso en la biosíntesis 

de bases esfingoideas y por experimentos de RT-PCR semicuantitativo no se encontró 

un incremento significativo en los niveles de éste.  

Los resultados obtenidos sugieren que las bases esfingoideas sí se acumulan 

como parte de la respuesta de la planta a la infección por el hongo y que su 

acumulación no se asocia a una inducción transcripcional de la SPT y que parece 

ocurrir en ausencia de fumonisina pues se observaron patrones similares con ambas 

cepas y a tiempos muy tempranos en los que probablemente no hay producción de la 

toxina. Este trabajo aportó evidencia de la acumulación de un intermediario de la 

biosíntesis de esfingolípidos durante los eventos tempranos de la interacción con el 

patógeno y que pudiera funcionar como una molécula de señalización de la respuesta 

de defensa en células vegetales. 



                                                                                                                            
 

 



                                                                                                                                                                            
Introducción

 
I. INTRODUCCIÓN 

 

A. RESPUESTA DE DEFENSA EN LAS PLANTAS AL ATAQUE DE 

MICROORGANISMOS PATÓGENOS. 

A.1.Tipos de interacción planta-patógeno 

La habilidad de discriminar entre lo propio y lo ajeno es un rasgo distintivo de los 

organismos vivos y es la base para la activación de un sistema de defensa cuando 

ocurre una infección generada por organismos patógenos. En animales, la maquinaria 

de defensa involucra al sistema inmune, que está basado en la participación de células 

altamente especializadas (macrófagos, neutrófilos, y células dendríticas) que están 

distribuidas a través del sistema circulatorio (Nürnberger et al; 2004). En contraste, en 

las plantas no hay células circulantes por lo que la respuesta de defensa depende de la 

capacidad de percepción y respuesta de cada célula individual (Bonas y Lahaye, 2002).  

Existe una variedad de organismos patógenos que pueden infectar a una planta: 

como las bacterias, los hongos, los nemátodos, los fitoplasmas, los virus y los 

protozoarios. Cuando estos patógenos logran penetrar el tejido y colonizarlo, se 

desarrolla la enfermedad. Este evento se define como una reacción de compatibilidad y 

se establece que la planta es susceptible. El caso opuesto ocurre cuando un patógeno 

intenta penetrar y colonizar una planta y ésta responde eficientemente para contener la 

infección. Este es un evento de incompatibilidad que ocurre en plantas resistentes.  

Dependiendo del rango de los patógenos contra los que se monta la respuesta de 

resistencia, se pueden clasificar en resistencia específica y no específica. La primera 

ocurre en genotipos específicos de una planta hospedera contra cepas particulares de 

un microorganismo patógeno. Esta respuesta de resistencia se ha caracterizado 

extensivamente a nivel genético y está mediada por la presencia de un gen de la planta 

denominado gen de resistencia y la presencia de un gen en el patógeno conocido como 

gen de avirulencia. En contraste, la resistencia no específica se presenta en todos los 

genotipos de una especie de plantas y son eficientes contra muchos géneros y 

especies de patógenos microbianos. Sin embargo, los eventos bioquímicos y 

moleculares que se presentan en estos dos tipos de resistencia son muy similares 

(Somssich y Hahlbrock, 1998). 
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Uno de los mecanismos de defensa que desarrollan las plantas se conoce como 

respuesta de hipersensibilidad (RH). La RH se caracteriza por una rápida muerte celular 

que está restringida al área que rodea al punto de infección y su apariencia varía según 

la especie. Como consecuencia, esta respuesta limita el crecimiento y diseminación del 

patógeno invasor hacia otros tejidos de la planta (Heath 2000, Gozzo 2003). Se ha 

propuesto que la RH se acompaña por otras respuestas de defensa como la generación 

de un estallido oxidativo, inducción en la actividad de enzimas detoxificantes, síntesis 

de compuestos antimicrobianos, como las fitoalexinas así como la inducción 

transcripcional de una familia de proteínas relacionadas con la patogénesis (PR). En 

muchos casos, esta respuesta de defensa se extiende a través de la resistencia 

sistémica adquirida (RSA). La RSA requiere de ácido salicílico (SA), y se ha asociado 

principalmente con una acumulación de proteínas relacionadas con la patogénesis no 

solo en tejidos locales donde ocurrió la infección de la planta sino principalmente en 

tejidos sistémicos, lo que contribuye a proteger contra infecciones subsecuentes 

(Durrant y Dong, 2004). 

 

A.2 Elicitores y detección del patógeno.  

Una característica de la reacción de resistencia es la detección rápida del 

patógeno que permite a la planta hospedera montar una respuesta temprana y 

eficiente. De hecho, la diferencia más notoria entre las respuestas de susceptibilidad y 

resistencia son cuantitativas y cinéticas, pues se considera que el reconocimiento del 

patógeno suele ser menos eficiente en una planta susceptible y, por lo tanto, las 

reacciones de defensa que se inducen son de menor intensidad y a tiempos más 

tardíos que en la planta resistente (Katagiri, 2004).  

En una reacción de resistencia específica el producto del gen de avirulencia del 

patógeno se reconoce directa o indirectamente por el producto del gen de resistencia 

de la planta. Se sugiere que en las respuestas de resistencia no específica, el patógeno 

o productos de éste son reconocidos por receptores de la planta hospedera que 

desencadena una cascada de señalización. Estas moléculas derivadas del patógeno se 

conocen como elicitores y su naturaleza química es muy diversa, pues se han 

caracterizado péptidos, glicoproteínas, polisacáridos y lípidos (Tabla1) (Zhao et al; 

2005).  
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Tabla 1. Ejemplos de elicitores y sus efectos que han sido caracterizados en diferentes tipos de 
plantas. 
Elicitor Organismo que 

lo produce 
Naturaleza 
química del 
elicitor 

Eventos bioquímicos y 
moleculares que induce 
en plantas 

Referencia 

β-glucanos Phytophtora 
sojae 

1,6-β-
heptaglucósido 

↑↑ flujo Ca2+, generación 
de EROS y expresión de 
genes PR en soya 

Fliegmann et 
al; 2004 

Harpinas Pseudomonas 
spp. 

Proteína de 10-12 
kDa 

↑↑ flujo Ca2+y generación 
de EROS en arroz 

Ito et al; 1997 

flg22 Eubacteria Péptido de 22 aa 
del dominio activo 
de la flagelina 

Acumulación de EROS  y 
desarrollo de HR en tabaco 

Lee et al; 2001 

Sistemina Hojas de tomate Péptido de 18 aa Inducción de la síntesis de 
JA, producción de EROS y 
↑↑ flujo Ca2+ en tomate 

Scheer y 
Ryan, 2002 

13-pep Phytophthora 
sojae 

Péptido de 13 aa 
derivado de una 
glicoproteína de 
42 kDa 

Acumulación de EROS, JA 
y fitoalexinas en perejil 

Nennstiel et al; 
1998 

Criptogeina Phytophthora 
cryptogea 

glicoproteína Despolarización de la 
membrana, acumulación de 
H2O2 y MAPK en tabaco 

Bourque et al; 
1999 

Xilanasa Thricoderma 
viride 

Proteína de 22 
KDa 

Activación de una MAPK y 
de una fosfolipasa en 
tomate  

Mayrose et al; 
2004, Laxalt et 
al; 2001 

Cerebrósidos A 
y C 

Magnaporthe 
grisae 

Esfingolípidos Acumulación de 
fitoalexinas, HR y 
activación de una MAPK en 
arroz 

Koga et al; 
1998,  
Lieberherr et 
al; 2005 

 

Una vez que ha sido reconocido el patógeno se inducen varias respuestas, que 

van desde minutos a horas, según el tipo de tejido. Las primeras reacciones se 

producen en la membrana plasmática y comprenden los siguientes eventos: apertura de 

canales iónicos, formación de especies reactivas de oxígeno (EROS), modificaciones 

en la polaridad de la membrana y modificación de la actividad enzimática de oxidasas, 

fosfolipasas, cinasas y fosfatasas. Estos primeros eventos conducen a la activación de 

señales en otros sitios de la célula como la activación de cinasas citosólicas de la 

cascada de MAPK, activación temprana en la expresión de genes relacionados con la 

patogénesis (genes PR), producción de hormonas como etileno, ácido jasmónico (JA) 

y/o ácido salicílico (SA), y por último la expresión de genes asociados con la producción 

de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana. La secuencia temporal de 
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este conjunto de eventos que se han identificado en algunas plantas durante una 

interacción planta-patógeno se muestra en la Figura 1 (Zhao et al; 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Curso temporal de los eventos bioquímicos y moleculares que ocurren en plantas 
durante la respuesta de defensa al ataque de un patógeno (Modificado de Zhao et al; 2005). 
 

A continuación se describirán algunos de estos eventos que en conjunto forman 

parte de la red de transducción de señales que conducen a cambios bioquímicos y 

moleculares con el objetivo de generar un metabolismo en la planta dirigido a combatir 

la infección de un patógeno. 

 

A.3. Proteínas de unión a GTP. 

Las proteínas G constituyen una familia de proteínas eucarióticas de origen 

ancestral que incluyen a las proteínas monoméricas G pequeñas y a las proteínas G 

heterotriméricas, estas últimas formadas por las subunidades  α−,β− y γ−. En plantas, 

Proteínas G 

Acumulación bifásica de Ca2+

Acidificación citoplásmica

Acumulación bifásica de H2O2 

Fosforilación múltiple de proteínas

Producción de IP3, NO y/o cAMP 

Inducción temprana en la expresión de genes de defensa

Producción de hormonas 

Vía de fenilpropanoides 

Producción de metabolitos secundarios con 
actividad  microbiana (activación genes PR) 

Interacción 
Planta/Patógeno 
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los genes de las proteínas G heterotriméricas se encuentran en pocas copias, mientras 

que los genes de las proteínas G-pequeñas Rop (homólogo de las GTPasas Rho), Rac  

y Rab se encuentran en múltiples copias (Assmann, 2002). Se postula la participación 

de las proteínas G en la respuesta de defensa en plantas por su posible asociación a 

los receptores membranales que perciben la señal de un elicitor o una proteína efectora 

con la consecuente activación de fosfatasas y canales iónicos. 

 

A.4 Flujos iónicos y señalización por Ca2+ . 

La activación de flujos iónicos en las células de la planta es una respuesta muy 

rápida, pues ocurre en los primeros 5 min después de percibir la señal generada por un 

elicitor. Se ha descrito que ocurre principalmente influjo de Ca2+ y H+, y salida de K+ y 

Cl- (Somssich y Hahlbrock, 1998). El influjo de Ca2+ es uno de los eventos más 

significativos debido a la función de este ión como segundo mensajero en diversos 

eventos fisiológicos y procesos celulares. Los niveles basales de [Ca2+]cit se encuentran 

entre 50 y 100 nM y se ha demostrado que diferentes elicitores inducen un aumento de 

[Ca2+]cit alcanzando concentraciones entre 1-5 µM en los primeros 2 a 5 min después 

del contacto inicial. Este incremento muestra un patrón bifásico explicado por un primer 

influjo de Ca2+ extracelular y un segundo pulso como posible resultado de la activación 

de una fosfolipasa C (PLC) para liberar inositol trifosfato (IP 3) que entonces puede 

mediar la liberación de reservas intracelulares de calcio ubicadas en vacuolas, aparato 

de Golgi y retículo endoplásmico (Lecourieux et al; 2002). El incremento súbito de Ca2+ 

activa procesos intracelulares directamente, o a través de sensores de Ca2+, como la 

calmodulina, que es una proteína ácida con cuatro sitios de unión de alta afinidad para 

este catión. La calmodulina se asocia con una variedad de proteínas como cinasas, 

fosfatasas o factores transcripcionales para activarlos. Algunas fosfolipasas 

responsables de la biosíntesis de JA, inositol trifosfato (IP 3), ácido fosfatídico (PA) y 

diacilglicerol (DAG) también son regulados por Ca2+ (Wang 2002, de Jong et al; 2004).  

 

A.5. Estallido oxidativo y especies reactivas de oxígeno (EROS). 

El estallido oxidativo es una de las respuestas fisiológicas más tempranas 

durante una interacción planta-patógeno. Las principales especies que se producen en 

este estallido son el anión superóxido (O2
-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2) que se  
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genera por la acción de una superóxido dismutasa a partir de O2

-. En las células 

vegetales existen muchas fuentes generadoras de especies reactivas de oxígeno 

(EROS) como son la NADPH oxidasa membranal, la peroxidasa de pared celular, las 

amino oxidasas del apoplasto y otras oxidasas localizadas en mitocondria, cloroplasto y 

peroxisomas (Mittler, 2004). Muchos tipos de estrés, incluyendo el ataque por 

patógenos, pueden desestabilizar la homeostasis de la célula y se llegan a alcanzar 

niveles de producción altos, tanto de O2
- como de H2O2, siendo que este último puede 

alcanzar una concentración de hasta 15 µM. (Mittler et al; 2004)  

La función de las EROS en estas interacciones se ha atribuido a su toxicidad 

directa sobre el patógeno y también por su contribución al reforzamiento de la pared 

celular al incrementar la formación de polímeros de lignina. Además de estos efectos, 

las EROS pueden funcionar como señales biológicas para controlar la expresión de 

genes relacionados con patogénesis (Apel y Hirt, 2004). 

 

A.6. Óxido Nítrico (NO). 

El óxido nítrico (NO) es un radical libre reactivo, lipofílico y volátil (Crawford & 

Guo, 2005). El NO es una molécula bien caracterizada en mamíferos que participa en 

múltiples procesos fisiológicos incluyendo la respuesta inmune y recientemente se ha 

propuesto como molécula señal que participa en una respuesta de defensa en las 

plantas (Wendehenne et al. 2004). 

El NO se produce en plantas por vías enzimáticas y vías no enzimáticas. La 

principal vía no enzimática forma NO a partir de dióxido de nitrógeno (NO2) en un 

proceso que depende de luz y de los pigmentos β-carotenoides. Por otro lado la 

principal vía enzimática es a partir de nitrito (NO2 
-) el cual es reducido por una nitrato 

reductasa dependiente de NADPH (Neill et al. 2003). La participación del NO en una 

respuesta de defensa en plantas se ha demostrado en varios sistemas. Por ejemplo en 

células en cultivo de soya tratadas con Pseudomonas syringae pv glycinea, ocurre una 

producción rápida de NO con una cinética muy similar a la producción de H2O2. La 

máxima producción de estas especies reactivas es a las 6 h post infección. Además, al 

utilizar el compuesto Nw- nitro-L-arginina (L-NNA) que es un inhibidor de la óxido nítrico 

sintasa (NOS), la expresión del gen de la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la muerte 

celular disminuyen de manera significativa (Delledonne et al; 1998). 
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En plantas de tabaco inoculadas con TMV se induce de 4 a 5 veces la actividad 

de NOS a las 2-3 h.p.i y esta inducción correlaciona con un aumento en los niveles de 

NO. Asimismo, la administración de una NOS recombinante de mamíferos en plantas 

de tabaco induce la síntesis de SA a las 18 h y la expresión de genes relacionados con 

defensa como PR-1 y PAL (Durner et al; 1998).  

Al igual que en mamíferos, la señalización por NO en plantas también requiere la 

síntesis de GMPc. En plantas de tabaco infectadas con TMV el aumento del NO induce 

un incremento en los niveles de GMPc, e inhibidores de la vía de la guanilato ciclasa 

como el 6-anilino-5,8-quinolinediona (LY 83583, 200 µM) inhibe la inducción de los 

niveles de PAL dependiente de NO (Durner et al. 1998). El NO también puede activar 

MAP cinasas, como la SIPK (proteína cinasa inducida por ácido salicílico) en tabaco 

(Kumar & Klessig, 2000). 

 

A.7. Hormonas vegetales: ácido jasmónico (JA), etileno (ET) y ácido salicílico 

(SA). 

Las hormonas SA, JA y ET se acumulan en las plantas como respuesta a la 

infección de patógenos dirigiendo a la activación de distinto grupos de genes 

relacionados con la patogénesis. Diversos estudios muestran que existe una co-

regulación entre las vías de señalización inducidas por estas tres hormonas durante un 

determinado mecanismo de defensa en la plantas y pueden también entrecruzarse 

generando respuestas cooperativas o antagónicas (Glazebrook et al; 2003). 

 

A.7.1. Ácido Jasmónico (JA) y Etileno (ET). 

De acuerdo a los tipos de interacciones, se ha propuesto que la resistencia hacia 

patógenos biótrofos (organismos que sólo viven y se reproducen cuando se encuentran 

en un hospedero vivo), está mediada por vías dependientes de SA, mientras que la 

respuesta hacia patógenos necrótrofos (organismos parásitos que causan la muerte del 

hospedero y utilizan como base nutritiva el tejido muerto), depende de vías en las que 

participan JA y ET (Feys y Parker, 2000). Diversas líneas de investigación sugieren un 

modelo de señalización en donde las vías de SA y JA/ET son paralelas con una 

retroalimentación negativa entre ellas. Por ejemplo, mutantes de Arabidopsis 

defectuosas en la biosíntesis de SA, presentan una elevada expresión del transcrito del 
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gen PDF1.2 que codifica para una defensina con actividad antifúngica y que en su 

promotor tiene elementos que responden a JA (Spoel et al; 2003, Brown et al; 2003). En 

contraste, en mutantes que producen constitutivamente SA, está suprimida la expresión 

de este gen, y mutantes defectuosas en la producción de JA expresan 

constitutivamente PR-1, que es una proteína de defensa que se activa por SA (Petersen 

et al; 2000). Sin embargo, el antagonismo entre la señalización mediada por SA y 

JA/ET no se da en todos los casos y algunos genes PR requieren JA, ET y SA al mismo 

tiempo. 

A.7.2. Ácido Salicílico (SA). 

Los niveles de SA incrementan en plantas de tabaco y Arabidopsis en los sitios 

de infección durante interacciones compatibles e incompatibles (Ryals et al; 1996) y se 

requiere para desarrollar una resistencia local y sistémica en las plantas cuando son 

infectadas por patógenos (Durner et al; 1997).  

Algunos efectos del incremento del SA en las respuestas de defensa ante 

patógenos que se han observado son: inducción de la actividad de una MAPK 

denominada SIPK1 (salicylic acid induced protein kinase) en células de tabaco (Zhang 

et al; 1997), así como también un incremento en los niveles de [Ca2+]cit (Kawano et al; 

1998). Por último, el incremento del SA puede inducir la expresión de genes de defensa 

(genes PR) a través de regular la actividad de la proteína NPR1 (non-expressor of 

pathogenesis-related genes), que a su vez regula la actividad del factor transcripcional 

TGA1 (Dong, 2001; Després et al; 2003). Esta interacción incrementa su capacidad de 

unión a elementos específicos en los promotores de numerosos genes relacionados 

con la patogénesis (PR).  

A.8. Regulación del metabolismo secundario.  

Cuando las plantas son atacadas por patógenos se activa el metabolismo 

secundario para generar una diversidad amplia de compuestos, algunos de ellos con 

propiedades antimicrobianas, y otros con capacidad de modificar las características 

físicas de la pared celular. Una de las vías más estudiadas es la vía de los 

fenilpropanoides. En varios sistemas de interacción planta patógeno las enzimas que 

están involucradas en esta ruta, como la fenilalanina amonio liasa (PAL), cinamato 4-

hidroxilasa (C4H) y 4-cumarato CoA ligasa (4-CL) son inducidas a nivel transcripcional. 

Se han encontrado elementos comunes en los promotores de estos genes, como las 
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cajas H y caja L que son blanco de los factores de transcripción de la familia Myb. Esta 

activación génica precede a la producción y acumulación de fitoalexinas que son 

compuestos fenólicos con actividad antimicrobiana y de compuestos de señalización 

como el SA (Somssich y Hahlbrock, 1998).  

A. 9. Proteínas relacionadas con la patogénesis (PR). 

También durante la respuesta de defensa en las plantas se induce la expresión de una 

serie de proteínas denominadas proteínas relacionadas con la patogénesis (proteínas 

PR) y que en conjunto son efectivas para inhibir el crecimiento del patógeno y su 

multiplicación. Estas proteínas se acumulan localmente en los tejidos infectados, pero 

también se pueden inducir sistémicamente durante la RSA. Dentro de las proteínas PR, 

se han identificado actividades de quitinasas, glucanasas, endoproteasas y 

peroxidasas, entre otras. Esta diversidad funcional se refleja en las 17 familias 

caracterizadas de PRs (Tabla 2) (Van Loon et al; 1999; Okushima et al; 2000; Niderman 

et al; 1995). 

Tabla 2. Clasificación de las proteínas relacionadas con la patogénesis (PR). 
Familia Proteína representativa Propiedades y/o función 

PR-1 PR-1a de tabaco Antifúngica 14-17 kDa 

PR-2 PR-2 de tabaco Endo-β-1,3-glucanasas clase I, II y III, 25-35 kDa 

PR-3 P y Q de tabaco endoquitinasas tipo I,II, IV,V,VI,VII, 30 kDa 

PR-4 R de tabaco Quitinasa tipo I,II, 13-19 kDa 

PR-5 S de tabaco Taumatina * 

PR-6 Inhibidor I de tomate Inhibidor de proteasa, 6-13 kDa 

PR-7 P69 de tomate Endoproteasa 

PR-8 Quitinasa de calabaza Quitinasa tipo III 

PR-9 Peroxidasa de tabaco Peroxidasa 

PR-10 “PR-1” de perejil Ribonucleasa 

PR-11 Quitinasa clase V de tabaco endoquitinasa 

PR-12 Rs-AFP3 de rábano Defensina* 

PR-13 THI2.1 de Arabidopsis Tionina* 

PR-14 LTP4 de cebada Proteína de transferencia de lípidos 

PR-15 OxOa de cebada Oxalato oxidasa 

PR-16 OxOLP de cebada Tipo oxalato oxidasa 

PR-17 PRp27 de tabaco Se desconoce 

 
*Las proteínas PR-5, PR-12, PR-13 y PR-14 tienen la habilidad de permeabilizar la membrana plasmática 
causando plasmólisis y daño a patógenos bacterianos y fúngicos. Este efecto se sugiere es causado por 
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interacciones electrostáticas de estas proteínas con componentes membranales, produciendo cambios 
conformacionales y poros en la membrana (Edreva, 2005). 

  

En la Figura 2 se muestra un esquema general de los mecanismos bioquímicos y 

moleculares que se presentan en una célula vegetal como respuesta al ataque de un 

microorganismo patógeno. 
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Figura 2. Mecanismos de señalización que se presentan en una interacción planta-patógeno. Los elicitores o determinantes 
Avr son reconicidos por receptores específicos en la membrana plasmática. Las proteínas G, posiblemente acopladas a los 
receptores, activan canales iónicos. El Ca2+ citoplásmico activa cinasas de proteínas, peroxidasas, NADPH oxidasas y fosfolipasas 
para generar otras moléculas de señalización como EROS, DAG, IP3, cAMP,JA, etileno, AC:AMP ciclasa y GC: GMP ciclasa.                
P Siginifca una regulación por fosforilación y/o desfosforilación. Modificado de Zhao et al; 2005.  
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B. SEÑALIZACIÓN POR LÍPIDOS EN LA RESPUESTA DE DEFENSA EN LAS 

PLANTAS ANTE EL ATAQUE DE ORGANISMOS PATÓGENOS. 

Aunque los lípidos se encuentran principalmente distribuidos en las membranas 

celulares, no sólo son componentes estructurales, sino que también participan como 

mediadores en muchos procesos como transducción de señales, rearreglo del 

citoesqueleto y tráfico membranal. Estos procesos son cruciales tanto para la 

sobrevivencia, crecimiento, diferenciación celular y para la respuesta de las plantas a 

diferentes tipos de estrés, tanto bióticos como abióticos. Por ejemplo, evidencias 

experimentales demuestran la participación activa de algunos lípidos y sus derivados en 

la respuesta de defensa de las plantas ante patógenos. Entre estos lípidos se 

encuentran los fosfolípidos, los esfingolípidos, los ácidos grasos y las oxilipinas (Wang, 

2004).  

B.1. Fosfolípidos membranales y su importancia en la respuesta de defensa de las 

plantas ante patógenos. 

Los fosfolípidos son muy abundantes en la membrana plasmática y sus niveles 

varían desde 25 mol% hasta 60 mol% dependiendo de la especie y tejido. El 

catabolismo de fosfolípidos membranales origina moléculas con actividad biológica, 

como el ácido fosfatídico (PA), los ácidos grasos libres y el diacilglicerol (DAG). Este 

catabolismo es dirigido principalmente por una familia de hidrolasas denominadas 

fosfolipasas. Las fosfolipasas se clasifican en los grupos A, C y D, dependiendo del sitio 

de corte en la estructura del fosfolípido (Figura 3). Los productos originados por la 

actividad de las fosfolipasas pueden ser también sustratos de cinasas y/o fosfatasas 

para generar otros segundos mensajeros con actividad biológica (Weber, 2002, Wang, 

2004). 

 

 

 
 

 

 

 
Figura 3. Esquema de las posiciones en las que hidrolizan las diferentes fosfolipasas en los 
fosfolípidos membranales.  
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B.1.1. Vía de la fosfolipasa C (PLC) y patogénesis. 

La fosfolipasa C (PLC) cataliza la hidrólisis de fofatidilinositol (PI) 4,5-bifosfato 

(PIP2) generando dos segundos mensajeros: el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y el 

diacilglicerol (DAG). El IP3 difunde en el citosol donde media la liberación de Ca2+ a 

partir de reservas intracelulares, mientras que el DAG permanece en la membrana. En 

células animales el DAG activa a algunos miembros de la familia de proteínas cinasas C 

(PKC), pero su función en plantas es incierta pues no se han identificado homólogos de 

PKC. Sin embargo, si el DAG es fosforilado por la diacilglicerol cinasa (DGK), se genera 

PA, un intermediario bioactivo (Meijer y Munnik, 2003). En varios sistemas de 

interacción planta - patógeno se ha demostrado que se activa la vía PLC-DGK (Figura 

4). Se proponen varios mecanismos para explicar la actividad biológica del PA: 1) su 

acumulación crea una sitio de reclutamiento de enzimas citosólicas a dominios 

membranales específcos, 2) que su unión a enzimas induce un cambio conformacional 

en éstas incrementando su afinidad por el sustrato y 3) el PA concentra enzimas 

citosólicas aumentando las probabilidades de interacción proteína-proteína para regular 

alguna actividad (Munnik, 2001). 

 

 

 
Figura 4. Generación de ácido fosfatídico (PA) por acción directa de la fosfolipasa D (PLD) o 
indirecta por la fosfolipasa C (PLC) y DGK: diacilglicerol cinasa, PAP: fosfatasa (Testerink y 
Munnik, 2005). 

Grupo polar 
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B.1.2. Vía de la fosfolipasa D (PLD) y patogénesis. 

La fosfolipasa D hidroliza fosfolípidos en el enlace fosfodiéster generando 

directamente PA y un grupo de cabeza polar como la colina (Figura 3). En plantas, se 

ha demostrado que se incrementan los niveles de PA por la acción de una fosfolipasa D 

durante estrés osmótico (Munnik, et al; 2000), estrés por herida (Lee et al; 1997) y en 

interacciones planta patógeno (Young et al; 1996, Laxalt et al; 2001, De Torres et al; 

2002). En Arabidopsis inoculadas con Pseudomonas syringae, las 4 isoformas de una 

PLD (α1, β1, γ1 y γ2) se expresan con temporalidad variable (desde 60 min hasta 4 h), 

lo que sugiere una regulación fina para activar cada una de las isoformas (De Torres et 

al; 2002). En hojas de tomate inflitradas con xilanasa, un elicitor fúngico, se elevan los 

niveles del transcrito de la isoforma PLDβ1 (Laxalt et al; 2001).  

 

B.1.3. Vía de las fosfolipasas A (PLA) y patogénesis. 

La superfamilia de fosfolipasas A (PLA) tiene dos subtipos; las fosfolipasas A1 

(PLA1) y las fosfolipasas A2 (PLA2), que catalizan la hidrólisis de glicerofosfolípidos 

membranales en las posiciones sn-1 y sn-2, respectivamente (Figura 3). Esta reacción 

genera ácidos grasos libres (FFA), como el ácido linoléico y linolénico que de forma 

subsecuente puede convertirse en compuestos con actividad biológica como las 

oxilipinas. Los lisofosfolípidos, que son los otros productos generados por las PLAs, 

como lisofosfatidilcolina (LPC) y lisofosfatidiletanolamina (LPE), son también 

compuestos biológicamente activos en varios procesos celulares (Ryu, 2004). Durante 

el desarrollo de la RH por TMV en hojas de tabaco, se observa un rápido incremento 

entre las 36 y 72 horas postinoculación en la actividad de una PLA2 soluble. Esta 

acumulación precede la formación de zonas necróticas características de una HR, así 

como a la acumulación de oxilipinas como el ácido jasmónico (Dhondt et al; 2000).  

 

B.2. Ácidos grasos libres. 

Los ácidos grasos libres se generan principalmente por la actividad de una PLA, 

y pueden funcionar como sustratos para generar oxilipinas (ver apartado B.3). También 

se les ha atribuido una función de segundos mensajeros durante una interacción planta 

patógeno (Wang, 2004). Un estudio en Eshscholtzia californica muestra que durante el 
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tratamiento con un extracto de levadura, los niveles de ácido α-linolénico incrementan 

durante las primeras 3 h posterior al tratamiento (Mueller et al; 1993). En cultivos 

celulares de perejil tratados con el elicitor Pep25 derivado del oomiceto Phytophthora, 

se induce la expresión de una desaturasa ω-3 de ácidos grasos (Kirsch et al; 1997). 

Esta desaturasa es un ortólogo de las proteínas FAD7 (fatty acid desaturase 7) y FAD8 

de Arabidopsis, las cuales participan en la síntesis de los ácidos grasos trienóicos 16:3 

y 18:3. La función de estas enzimas en la respuesta de defensa se ha demostrado con 

la doble mutante fad7/fad8 que desarrolla una ineficiente respuesta de resistencia 

contra cepas avirulentas de P. syringae y no presenta un estallido oxidativo (Yaeno et 

al; 2004).  

 

B.3. Oxilipinas 

La oxilipinas son una clase de compuestos biológicamente activos que se 

generan durante el catabolismo oxidativo de los ácidos grasos poliinsaturados por la 

acción coordinada de fosfolipasas, lipooxigenasas y un grupo de citocromos P450, 

incluyendo la aleno óxido sintasa (AOS) y la hidroperóxido liasa (HPL) (Zhao et al; 

2005) (Figura 5). El punto de inicio en la síntesis de oxilipinas es catalizada por 

lipooxigenasas (LOXs), que adicionan oxígeno molecular a los ácidos grasos 

poliinsaturados (PUFAs) para formar el correspondiente hidroperóxido del ácido graso 

que son sustratos para otras enzimas. De acuerdo a su regioespecificidad las LOXs se 

han clasificado en 9- y 13-LOX que forman 9- o 13-hidroperóxidos respectivamente. Los 

hidroperoxi, hidroxi y ceto ácidos grasos (Figura 6) son productos derivados de la 

actividad de LOX, y se acumulan en plantas en respuestas al ataque de patógenos 

(Weber, 2002). Por ejemplo, cuando Arabidopsis se infiltra con P.syringae, se acumulan 

aproximadamente 50 veces más con respecto al control los ácidos grasos cetodienóicos 

(Vollenweider et al; 2000). En hojas de cebada tratadas con ácido salicílico (SA) se 

observa la acumulación del ácido 13(s)-hidroxi octadecatrienóico (13-HOTrE) y la 

aplicación de este compuesto de manera exógena, induce la expresión del gen PR1b, 

lo que sugiere que el derivado del ácido graso está involucrado en la señalización por 

SA en cebada (Weichert et al; 1999).  

Los hidroxiperóxidos de ácidos grasos producidos por LOX son sustratos de 

varias enzimas que contribuyen a la síntesis de jasmonatos, de compuestos con 
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actividad antifúngica como aldehídos, ésteres divinílicos y de otras moléculas volátiles 

con actividad insecticida o antimicrobiana.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Síntesis de oxilipinas en plantas. AOS: aleno oxido sintasa, αDOX: α-dioxigenasa; 
DES:divinil éter sintasa; FAH: hidroxilasa de ácido graso; HPL: hidroperóxido liasa; HPR: 
hidroperóxido reductasa; LOX: lipooxigenasa; OPDA:ácido 12-oxofitodienoico; POX: 
perooxigenasa (Shah 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Productos derivados de la actividad de LOX. 
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B.4. Esfingolípidos 

Los esfingolípidos complejos son componentes esenciales y abundantes de 

todos los organismos eucariontes y de algunas bacterias. Confieren importantes 

propiedades estructurales a la membrana plasmática y se ha demostrado que, en 

asociación con el colesterol, se requieren para la formación de microdominios de 

membrana que están implicados en la transducción de señales en mamíferos, 

protozoarios y plantas (Hoessli et al; 2001). 

Recientemente se reportó evidencia de que los esfingolípidos participan en la 

señalización durante la respuesta de las plantas a la invasión de microorganismos 

patógenos (Koga et al; 1998, Birch et al; 1999, Brodersen et al; 2002) por lo que a 

continuación se presentará una descripción general de la biosíntesis de estos 

compuestos y las evidencias experimentales de su función como moléculas de 

señalización.  

 
C. ESFINGOLÍPIDOS 

C.1 Generalidades. 

Los esfingolípidos son moléculas anfipáticas cuya región hidrofóbica corresponde 

a un amino alcohol de cadena larga denominado base esfingoidea (2-amino-1,3-

dihidroxialcano). Ésta se esterifica a un ácido graso de 14 a 26 átomos de carbono 

mediante un enlace amida en el C-2 para formar la ceramida, a la cual se le pueden 

unir residuos de azúcar o grupos fosfato que constituyen la región hidrofílica (Futerman 

et al; 2004, Sperling y Heinz, 2003).  

Los esfingolípidos son un grupo de moléculas con una gran diversidad 

estructural. Esta diversidad se presenta debido a las combinaciones que se dan entre 

los diferentes grupos polares, y el esqueleto de ceramida que puede estar formada por 

diferentes bases esfingoideas y ácidos grasos, que pueden variar en la longitud de la 

cadena, grados de instauración e hidroxilaciones (Dunn et al; 2004). 

C.1.1.Diversidad estructural 

En mamíferos, la base esfingoidea (LCB) más abundante es la esfingosina (E)-4-

esfingenina, mientras que en la levadura Saccharomyces cerevisiae, es la 

fitoesfingosina (4-hidroxiesfinganina). En contraste, la composición de las bases 

esfingoideas en plantas es más variable, la mayoría se derivan de la D-eritro-
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esfinganina (DHS) como los isómeros cis y trans de la 4,8-esfingadienina (d18:2), 4-

dihidroxi-8-esfingenina (t18:1) y la 8-esfingenina (d18:1), las cuales son las más 

abundantes. Para formar estas bases derivadas de la DHS se requiere de la actividad 

de tres enzimas: la LCB ∆4-desaturasa, LCB ∆8-desaturasa y LCB 4-hidroxilasa (Figura 

7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Diversidad estructural de LCBs en plantas. (1)  LCB ∆4-desaturasa,(2) LCB 4-hidroxilasa. (3) 
esfingosina-cinasa. (Modificado de Dunn et al; 2004). 
 

C.2. Topología y Biosíntesis de novo de los esfingolípidos.  

A diferencia de la síntesis de otros lípidos membranales como los esteroles y los 

glicerolípidos que ocurre totalmente en el retículo endoplásmico (RE), los primeros 

pasos en la biosíntesis de esfingolípidos se realizan en el RE pero los pasos finales se 

llevan a cabo en el aparato de Golgi. Además, algunos pasos específicos de la síntesis 

ocurre en superficies opuestas de estos organelos (lumenal contra citosólica) (Futerman 

y Riezman, 2005). 

La biosíntesis de novo de los esfingolípidos (Figura 8) comienza con la 

condensación de la L-serina con un ácido graso activado por CoA, generalmente 

palmitoil CoA, para generar 3-cetoesfinganina, CoA y CO2. Esta reacción se cataliza por 

la serina palmitoil transferasa (SPT), una enzima heterodimérica formada por las 

subunidades LCB1 y LCB2. (Hanada et al; 2000a, Hanada et al; 2003). Posteriormente, 

la 3-cetoesfinganina se reduce por la 3-cetoesfinganina reductasa (3KSR) dependiente 
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de NADPH para formar la esfinganina. El sitio catalítico de esta enzima es sensible a la 

actividad de proteasas en microsomas intactos por lo que probablemente se encuentra 

orientado hacia el citosol (Mandon et al; 1992). De esta forma no existen problemas 

topológicos con las dos primeras enzimas de la vía (Futerman y Riezman, 2005).  

En el siguiente paso de la biosíntesis, el grupo amino de la esfinganina es 

acilado con un ácido graso por la N-aciltransferasa (ceramida sintasa en mamíferos) 

para formar la ceramida. En levadura, esta reacción puede ser catalizada por dos N-

aciltransferasas similares: Lac1 y Lag1, ambas requieren un acil-coA de cadena larga. 

En A. thaliana se han encontrado dos cDNAs con alta similitud a Lag1 (AF198179, 

AF198180) que podrían codificar para dos esfinganinas N-aciltransferasas. La actividad 

de esta enzima se demostró en membranas microsomales de calabaza, frijol y maíz, 

sugiriendo localización en membrana del RE (Lynch et al; 1993). En levaduras y plantas 

in vitro la síntesis de ceramida también puede ocurrir por una vía independiente de acil-

coA utilizando ácidos grasos libres. En levadura, esta actividad está mediada por la 

reacción reversible de las ceramidasas Ypc1 y Ydc1 (Mao et al; 2000). Una vez 

formada, la ceramida se transporta al aparato de Golgi en donde se le adicionan grupos 

polares para formar esfingolípidos complejos. La naturaleza hidrofóbica de la ceramida 

evita su transferencia espontánea a través del citosol, por lo que depende de 

componentes protéicos (Futerman y Hannun, 2004). En mamíferos se ha identificado 

una proteína denominada CERT (ceramide transport protein) que medía el transporte 

de la ceramida del RE al aparato de Golgi de una manera no vesicular (Hanada et al; 

2003). CERT es una proteína citoplásmica con un dominio de unión a fosfatidilinositol-4-

monofosfato y un dominio putativo para la transferencia de lípidos.  

Las glucosilceramidas (cerebrósidos) son los esfingolípidos complejos más 

abundantes en plantas, y se forman por la adición de una molécula de glucosa a la 

ceramida. Esta reacción se cataliza por una glucosilceramida sintasa (GCS), la cual es 

una proteína membranal tipo III, con el C-terminal localizado en el lumen del aparato de 

Golgi. Su sitio activo está orientado hacia el citosol (Ichikawa y Hirabayashi, 1998). Se 

han encontrado homólogos de GCS en Drosophila (Kohyama-Koganeya, 2004, Hillig et 

al; 2003). 

La esfinganina, además de ser acilada para formar la ceramida, puede ser 

fosforilada por una esfingosina cinasa (SK) para generar esfingosina 1-fosfato (S1P), un 
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importante lípido bioactivo. Las SKs fueron originalmente identificados en levadura 

como el producto de dos genes Lcb4 y Lcb5 (Nagiec et al; 1998). Lcb4p se requiere 

principalmente para este proceso y se encuentra en la cara citoplásmica de membranas 

de RE, aparato de Golgi y endosomas (Funato et al; 2003, Hait et al; 2002). En 

mamíferos se han encontrado dos isoformas, SK1 y SK2 (Delon et al; 2004, Igarashi et 

al; 2003). Una vez formada la S1P en el citoplasma, puede ser procesada por dos 

enzimas: la S1P fosfatasa (SPP) que elimina el grupo fosfato, regenerando la 

esfinganina, o por la S1P liasa (SPL) la cual produce hexadecanal y etanolamina fosfato 

en el catabolismo de esfingolípidos (Kihara et al. 2003).  

La función de los esfingolípidos y sus derivados en procesos celulares ha sido 

principalmente investigado en células de mamíferos. Los principales metabolitos 

esfingoideos que se han estudiado son la esfingosina, ceramida, y recientemente sus 

derivados fosforilados de ambos compuestos (Futerman y Hannun, 2004). 

Los estudios en células de mamífero indican que la ceramida es el lípido central 

en el metabolismo de los esfingolípidos. La ceramida se produce de novo por la 

actividad de la SPT pero también se puede producir por la hidrólisis de la esfingomielina 

por acción de esfingomielinasas. La ceramida se fosforila por una ceramida cinasa 

(CERK) para formar la ceramida 1-fosfato (C1P), o bien se utiliza para la síntesis de 

esfingomielina o glicoesfingolípidos. La ceramida también se hidroliza por acción de las 

ceramidasas para generar esfingosina y un ácido graso (Figura 8), (Chalfant y Spiegel; 

2005). 
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Figura 8. Biosíntesis de novo de esfingolípidos complejos en plantas. Modificado de Dunn 
et al; 2004.  

 

C.3. Actividad biológica de los esfingolípidos 

C.3.1 Esfingolípidos y microdominios membranales 

La caracterización y estudio de las balsas lipídicas ó “lipid rafts” en diferentes 

organismos eucariontes, incluyendo las plantas (Mongrand et al; 2004), han generado 

evidencias que sugieren que los esfingolípidos y sus intermediarios metabólicos poseen 

actividad biológica. Las balsas lipídicas son microdominios de membrana que contienen 

altas concentraciones de esteroles, como el colesterol y esfingolípidos, constituyendo 

regiones de membrana altamente ordenados y resistentes a la extracción con 

detergentes no-iónicos. Se aíslan como una fracción de baja densidad por 

ultracentrifugación. En estos microdominios de la membrana plasmática se segregan 

diferentes tipos de proteínas, muchas de las cuales están involucradas en la 

transducción de señales, lo que ha llevado a postular que dichos microdominios pueden 

actuar como plataformas de señalización y jugar un papel importante en funciones  
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celulares como apoptosis, adhesión y migración celular, así como tráfico vesicular 

(Brown 1998, Hoessli et al; 2001, Ishitsuka et al; 2005) 

 

C.3.2. Funciones biológicas de los esfingolípidos en mamíferos 

C.3.2.1 Funciones biológicas de la esfingosina 

El primer blanco que se descubrió para la esfingosina fue la proteína cinasa C 

(Hannun et al; 1986) que se inhibe por esta base esfingoidea con una IC50 de 100 µM. 

Los estudios subsecuentes demuestran que la esfingosina también tiene efecto en otras 

proteínas cinasas. La esfingosina inhibe a la cinasa dependiente de calmodulina 

(Jefferson et al; 1988) y el receptor de insulina tirosina/cinasa (Arnold et al; 1991) y 

activa a la diacilglicerol cinasa y a la cinasa de caseína II (Yamada et al; 1993, 

McDonald et al; 1991). 

Por otro lado, también se han purificado y caracterizado cinasas de proteínas 

que son dependientes de esfingosina (SDKs). Estas enzimas fosforilan in vitro una gran 

variedad de proteínas celulares como, la proteína 14-3-3, las chaperonas calreticulina y 

disulfuro isomerasa (PDI), así como algunas proteínas de choque térmico (Megidish et 

al; 1995, 1998 y 1999). 

C.3.2.2 Funciones biológicas de la ceramida 

Los niveles de ceramida se pueden incrementar en la célula, ya sea por la 

hidrólisis de esfingomielina o síntesis de novo. Este incremento se ha observado en 

respuesta a TNFα, interferón-γ, 1α, 25-dihidroxivitamina D3, interleucina 1 (IL-1), luz UV, 

calor, agentes quimioterapéuticos y antígeno FAS (Hannun y Obeid, 2002; Pettus et al; 

2002). El primer evento que se detecta después de la acumulación de ceramida es la 

activación de una cascada de MAPK, específicamente la vía de la MAPK ERK 1 y 2. 

También se ha encontrado que regula positivamente a la proteína cinasa activada por 

estrés SAPK/JNK en varios tipos celulares como células HL-60, fibroblastos, línea 

celular de macrófagos y células epiteliales (Westwick et al; 1995, Verheij et al; 1996, 

Pyne et al; 1996). Estas vías de señalización regulan aspectos fundamentales de la 

función, metabolismo y secreción celular así como la expresión de genes (Huwiler et al; 

2000). 

Otros blancos inmediatos de la ceramida son: 
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1) Una cinasa activada por ceramida de 97 kDa (CAPK) (Mathias et al; 1991), la 

cual se ha sugerido que es idéntica al supresor de Ras (KSR) (Zhang et al; 

1997). 

 

2) Fosfatasas de proteínas activadas por ceramida (CAPP) (Dobrowsky et al; 1992). 

La ceramida es un activador de estas fosfatasas (Ser/Thr) de proteínas (también 

conocidas como CAPPs), y que se ha relacionado con la función de la ceramida 

para inducir apoptosis (Chalfant et al; 2002).  

 

C.3.3. Funciones biológicas de los esfingolípidos en la levadura Saccharomyces 

cerevisiae. 

Los esfingolípidos son esenciales para el crecimiento celular y sobrevivencia de 

células de levadura dado que la inactivación de la biosíntesis es letal para estas células 

(Obeid et al; 2002). Las mutantes en cualquiera de las dos subunidades de la SPT no 

son viables, a menos que se les proporcione una fuente exógena de bases esfingoideas 

(Dickson et al; 1990). Por otro lado, algunos de los intermediarios, como la ceramida, 

bases esfingoideas (Mao et al; 1997, Saba et al; 1997) y bases esfingoideas 

fosforiladas tienen un efecto inhibitorio en el crecimiento de la levadura. A 

concentraciones micromolares (1 - 20 µM) de ceramida C2 se inhibe la proliferación de 

las células de levadura, que se detienen en la fase G1 del ciclo celular y ocurre un 

incremento importante en la actividad de fosfatasas de proteínas activadas por 

ceramida (Fishbein et al; 1993, Nickels y Broach, 1996). 

 

C.3.4. Funciones biológicas de los esfingolípidos en plantas 

En comparación con mamíferos y levaduras, existe poca investigación acerca de la 

función de los esfingolípidos en plantas. Su función en señalización se ha mostrado en 

células guardia durante estrés por sequía en Commelina communis. Como respuesta a 

estrés hídrico; se incrementan los niveles de la fitohormona ABA que estimula la 

producción de S1P que induce un incremento en la concentración de [Ca2+]cit en las 

células guardia y, como consecuencia, se reduce la apertura del poro estomatal (Ng et 

al; 2001). Otras evidencias sugieren que ABA estimula a la esfingosina cinasa para 

generar S1P, pues al inhibir a esta enzima con N,N-dimetilesfingosina (DMS) se atenúa 
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el efecto de la hormona sobre la actividad de canales de K+ y aniónicos que mantienen 

el turgor de células guardia en A. thaliana (Coursol et al; 2003). Este efecto de la S1P 

parece estar mediado por proteínas G heterotriméricas ya que en plantas de A. thaliana 

con una mutación en un gen de la subunidad α, GPA1, de una proteína G 

heterotrimérica no ocurre esta regulación estomatal por el esfingolípido (Coursol et al; 

2003). Esto resulta interesante puesto que en mamíferos el receptor de la S1P está 

acoplada a proteínas G en la transducción de la señal. 

Las proteínas G también se activan en hojas de plantas de arroz cuando son 

infiltradas con elicitores de naturaleza esfingolipídica (SE/glicosilceramidas) purificados 

de un hongo patógeno. La activación de una MAPK en la señalización de respuesta 

depende de OsRac1, una proteína G pequeña y también de una proteína G 

heterotrimérica (Lieberherr et al; 2005). 

Otro intermediario del metabolismo de esfingolípidos que posee actividad 

biológica en plantas es la ceramida. La principal evidencia de su función como molécula 

de señalización en la muerte celular programada en plantas (PCD) proviene de la 

caracterización de la mutante ACD5 (accelerated cell death 5) de Arabidopsis. Esta 

mutante tiene un desarrollo normal, pero la planta adulta muestra regiones de muerte 

celular en las hojas y este síntoma se exacerba cuando se inocula con P. syringae. Este 

fenotipo se puede explicar por la posible acumulación de ceramidas, puesto que la 

mutación se encuentra en un gen que codifica para una ceramida cinasa que contribuye 

a mantener un balance entre esfingolípidos fosforilados y no fosforilados (Liang et al; 

2003).  

C.3.4.1  Esfingolípidos y patogénesis  

Existen evidencias que sugieren que los esfingolípidos complejos y sus 

intermediarios están involucrados en la respuesta de defensa de las plantas ante el 

ataque de un patógeno. Koga y colaboradores (1998) demostraron que esfingolípidos 

complejos (cerebrósidos) purificados del hongo Magnaporthe grisea tienen actividad 

elicitora, pues al aplicarlos exógenamente en plantas de arroz, inducen respuesta de 

hipersensibilidad y acumulación de fitoalexinas como la momilactona. Otra evidencia de 

la participación del metabolismo de esfingolípidos en una respuesta de defensa de las 

plantas es el hallazgo de que durante la respuesta de hipersensibilidad al hongo 

fitopatógeno Phytophthora infestans en una variedad de papa resistente al patógeno, se 
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induce la expresión del gen LCB2. Esta secuencia tiene una alta similitud (75-81%) con 

otras LCB2 de la serina palmitoil transferasa (SPT), de otras especies y que es la 

enzima que cataliza la primera reacción de la biosíntesis de novo de los esfingolípidos 

complejos (Birch et al; 1999). 

La caracterización de una mutante de Arabidopsis sugiere que el transporte 

intracelular de esfingolípidos está relacionado en una respuesta de defensa (Brodersen 

et al; 2002). Esta mutante, denominada acd11 (accelerated-cell-death11), muestra 

muerte celular durante el desarrollo y una expresión constitutiva de genes PR, 

acumulación de fitoalexinas y deposición de callosa. El gen ACD11 codifica para una 

proteína homóloga de mamíferos que transfiere glicolípidos y que muestra una gran 

afinidad para transportar esfingosina in vitro. Estos resultados sugieren que una 

alteración en la distribución de bases esfingoideas entre membranas posiblemente 

altera mecanismos de señalización asociados con defensa.  

Debido a que la biosíntesis de novo de los esfingolípidos complejos produce una 

gran cantidad de intermediarios bioactivos, esencialmente todas las enzimas que 

participan en esta ruta metabólica deben estar eficientemente coordinadas y reguladas. 

En especial la primera enzima de la ruta biosintética: la serina palmitoil transferasa 

(SPT), pues una regulación a este nivel parece ser relevante en controlar la 

acumulación de intermediarios incluyendo bases esfingoideas y ceramida (Hanada, 

2003). 

 

D. LA SERINA PALMITOIL TRANSFERASA (SPT) 

D.1. Características generales. 

La SPT es un heterodímero compuesto por 2 subunidades: LCB1 y LCB2 y su 

asociación se requiere para la actividad enzimática, aunque la subunidad catalítica 

reside en LCB2. En Saccharomyces cerevisiae, los genes lcb1 y lcb2 se aislaron por 

complementación de cepas mutantes defectuosas en la actividad de SPT que requieren 

una fuente exógena de bases esfingoideas para crecer (Nagiec et al; 1994). Los genes 

lcb1 y lcb2 en mamíferos codifican para proteínas de 53 y 63 KDa respectivamente y 

muestran un 20% de similitud. La SPT es una enzima integral de la membrana del RE 

con su sitio activo expuesto hacia el citoplasma. Los estudios de predicción de 

hidrofobicidad para ambas subunidades de mamíferos sugieren que ambas proteínas 
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tienen un solo paso transmembranal hacia el C-terminal (Yasuda et al; 2003) mientras 

que los análisis de secuencia de la SPT de levadura indican que podría tener hasta tres 

pasos transmembranales (Han et al; 2004), lo que también coincide con la predicción 

de la estructura de la SPT de Arabidopsis (Tamura et al; 2001). Estos datos sugieren 

que las subunidades LCB1 y LCB2 interactúan en el citosol. La SPT se purificó en su 

forma activa a partir de células de ovario de hamster chino (CHO) por cromatografía de 

afinidad y se determinó que la relación de las dos subunidades en el heterodímero es 

1:1 (Hanada et al; 2000a).  

La actividad de la SPT en plantas se deerminó en fracciones microsomales de 

calabaza (Cucurbita pepo) por incorporación de L-[3H]-serina en la 3-cetoesfinganina. 

La actividad enzimática tiene un pH óptimo de 7.6 y la Km aparente para la L-serina es 

aproximadamente 1.8 mM (Lynch et al; 1993). En Arabidopsis el cDNA de LCB2 tiene 

un marco abierto de lectura de 1,467 nucleótidos que codifica una proteína de 489 

aminoácidos y se predicen tres hélices transmembranales El análisis del genoma de 

esta planta predice un segundo gen LCB2 y un único gen LCB1. La expresión de una 

proteína de fusión LCB2-GFP en células de tabaco BY-2 demuestra que AtLCB2 se 

localiza en el retículo endoplásmico (Tamura et al; 2001). 

 

D.2. Mecanismo catalítico de la SPT. 

La SPT cataliza la condensación de carboxil CoA tioéster con L-serina para 

generar una α-oxoamina en una reacción dependiente de piridoxal fosfato (PLP). El sitio 

de unión de este cofactor está conservado entre las α−oxoaminas sintasas en un 

motivo -GTFTKSFG- que se encuentra únicamente en la subunidad LCB2 por lo que se 

ha sugerido que la subunidad LCB2 es la subunidad catalítica (Nagiec et al; 1994). 

Durante la condensación de la serina y el palmitoil-coA por la SPT el grupo carboxilo del 

aminoácido es eliminado en una reacción que inicia con la formación de una base de 

Schiff entre la L-serina y el PLP. En seguida, se elimina el α-hidrógeno de la L-serina, 

que permite el ataque nucleofílico del palmitoil CoA para formar un intermediario 

acilado. Después ocurre la descarboxilación y la reprotonación del α-carbanión para 

liberar 3-cetoesfinganina por la enzima (Hanada, 2003).  
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D.3. Regulación transcripcional y post traduccional de la SPT. 

Se ha observado que los niveles de transcrito de las dos subunidades LCB 

varían en respuesta a estímulos extracelulares. En células β de ratas prediabéticas hay 

un incremento en los niveles de ceramida que correlaciona con un aumento de 2 a 3 

veces del ARNm de la SPT aunque no especifican si son ambas subunidades. Esto va 

acompañado con una mayor incorporación de [3H]L-serina, probablemente por 

activación de la enzima (Shimabukuro et al; 1998). En queratinocitos humanos, en 

respuesta a irradiación con luz hay un incremento del 70% depués de 48 h de 

exposición del transcrito lcb2, mientras que el transcrito lcb1 se mantiene sin cambios. 

Este incremento es suficiente para aumentar la cantidad de proteína de LCB2 y la 

actividad de la SPT 50% en este sistema (Farrell et al; 1998). 

La aplicación de una endotoxina (lipopolisacárido) en células de tejido 

extrahepático de hamster induce un incremento del 100% del transcrito de LCB2 con 

respecto al control, y que precede temporalmente al aumento en la actividad de la SPT. 

(Memon et al; 1998).  

La actividad de la SPT también se regula a nivel postraduccional. Las células 

PCC7-Mz1 de carcinoma de ratón detienen su proliferación y comienza una 

diferenciación neuronal cuando son tratadas con ácido retinóico (RA), evento asociado 

a un mecanismo de apoptosis. En estas células se incrementan los niveles de ceramida 

de manera paralela a la actividad de la SPT sin que se presente un incremento en los 

niveles de transcritos de las dos subunidades (Herget et al; 2000). Resultados similares 

se encontraron en células Molt-4 de humano donde tambien se evaluó la apotosis 

generada por ceramida de novo (Perry et al; 2000).  

Se ha propuesto que la LCB1 tiene una función regulatoria al estabilizar el 

heterodímero, pues en experimentos de expresión transitoria en células CHO, la 

acumulación de LCB2 solamente ocurre si hay co-expresión de LCB1. En cambio, los 

niveles de LCB1 se pueden incrementar en ausencia de la subunidad catalítica (Yasuda 

et al; 2003). 

Otro mecanismo regulatorio podría estar operando también en Saccharomyces 

cerevisiae ya que se encontró una proteína ácida, Tsc3, asociada al complejo 

LCB1/LCB2, y que no es esencial para la actividad enzimática pero sí se requiere para 

alcanzar una actividad óptima (Gable et al; 2000).  



                                                                                                                         Introducción 
 

 29

 

E. GERMINACIÓN 

E.1. Estructura de la semilla de maíz. 

El fruto de la planta del maíz se conoce como grano, botánicamente es un 

cariópside y agrícolamente se le conoce como semilla. Durante la formación del cigoto, 

se originan las estructuras fundamentales del grano de maíz que son el endospermo y  

el embrión. El endospermo contiene las reservas de almidón que son consumidas 

durante la germinación (Reyes, 1990). 

El embrión (Figura 9) está constituido por une eje embrionario que es parte 

esencial en la semilla ya que contiene las estructuras necesarias para generar una 

planta nueva y un cotiledón, también llamado escutelo, el cual es un tejido que 

almacena nutrientes y que absorbe los nutrimentos generados en el endospermo 

cuando ocurre la movilización de reservas por acción enzimática. Las tres regiones 

diferenciadas que forman al eje embrionario son: la radícula, el mesocotilo y la plúmula 

ó primeras hojas verdaderas. La plúmula está envuelta en una estructura denominada 

coleoptilo y la radícula está cubierta por la colerorriza, ambas estructuras protegen a 

estos tejidos durante la germinación (Kiesselbach, 1999).  

 

 

 
Figura 9. Estructura de la semilla de maíz. A. Corte longitudinal  y B. Corte transversal. 

 

E.2. Definición y generalidades de la germinación. 

La germinación se define como el proceso que comienza con la imbibición, es decir 

cuando las semillas se rehidratan y termina con la elongación de la radícula (Bewley, 
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1997). La germinación está influenciada por factores ambientales como la temperatura 

y la disponibilidad de agua, oxígeno y luz. Asimismo, factores intrínsecos como 

dormancia, permeabilidad de la testa y la obstrucción del endospermo para el desarrollo 

de la radícula también afectan la germinación (Bove et al; 2001). Los procesos 

fisiológicos de crecimiento exigen actividades metabólicas aceleradas y la fase inicial de 

la germinación consiste principalmente en la activación de los procesos por aumentos 

en humedad y actividad respiratoria de la semilla. La primera condición para que la 

germinación ocurra, siendo la semilla viable y sin dormancia, es la disponibilidad de 

agua para la rehidratación. 

La toma de agua bajo condiciones óptimas tiene un comportamiento trifásico 

(Figura 10). La primera fase I o etapa de imbibición, se caracteriza por una toma de 

agua rápida de tal manera que se incrementa el contenido de humedad de 12-15% 

hasta 50-60%. En esta fase se reinicia el metabolismo básico paso a paso con el 

aumento gradual de la hidratación. La velocidad de imbibición de agua varía con la 

especie, permeabilidad del tegumento, disponibilidad de agua, temperatura, presión 

hidrostática, área de contacto semilla-agua, fuerzas intermoleculares, composición 

química y condición fisiológica. Cuando el nivel de la hidratación excede del 60%, el 

índice de la hidratación se retarda y comienza la fase 2 o germinación y entonces se 

preparan mecanismos fisiológicos para dar paso al crecimiento celular en los ejes 

embrionarios culminando con el comienzo de la elongación de la radícula. Las 

sustancias osmóticamente activas, como azúcares, aminoácidos y cationes K+ se 

acumulan y promueven la acidificación de la pared celular, lo que conduce a una 

pérdida de los enlaces entre los polímeros de la membrana celular. Estos eventos 

coinciden con la activación de la ATPasa de H+ y el debilitamiento de los tejidos 

circundantes como el endospermo, mientras que los ejes embrionarios se elongan y 

termina la germinación para dar inicio a la fase III o crecimiento que se caracteriza por 

un nuevo aumento en la toma de agua. 

Las sustancias de reserva (lípidos, proteínas o almidón) que se encuentran en el 

cotiledón del embrión y/o en el endospermo se empezarán a mover antes de que 

termine la germinación y también son usadas en eventos post-germinación para el 

mantenimiento de la plántula en sus etapas tempranas del crecimiento, antes de que 
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llegue a ser autótrofa. La primera división celular (mitosis) ocurre en la fase post-

germinativa (Bove et al; 2001). 

Al iniciarse la germinación de las semillas, y cuando las células están 

suficientemente hidratadas, se produce una activación de la síntesis protéica, y por lo 

tanto, la formación de enzimas hidrolíticas que son las que promueven la movilización 

de las sustancias de reserva del embrión y del endospermo. La movilización de las 

reservas requiere un proceso previo de hidrólisis para liberar los compuestos de menor 

peso molecular, que pueden ser utilizados durante el crecimiento inicial de la plántula. 

Además, en muchos casos, los productos de la hidrólisis sufren una serie de 

transformaciones metabólicas antes de ser transportados al eje embrionario en 

desarrollo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Eventos celulares y metabólicos durante la toma de agua en la germinación. 
Modificada de Bove et al; 2001. 
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E.3. Germinación: estadío de desarrollo susceptible a la infección de 

microorganismos patógenos.  

Las plantas están expuestas a la infección de microorganismos patógenos 

durante todo su ciclo de vida y el estadío de germinación no es la excepción. Las 

semillas contienen una gran cantidad de nutrientes por lo que son un blanco atractivo 

para el ataque de microorganismos patógenos. La semilla, entonces debe tener la 

capacidad, una vez iniciada la germinación, de contar con mecanismos de defensa que 

le permitan, responder a la infección. Una de las primeras líneas de defensa 

preformadas que poseen las semillas son las defensinas (Lay y Anderson, 2005). Estos 

péptidos, aislados inicialmente de granos de trigo y cebada (Colilla et al; 1990, Méndez 

et al; 1990), son de bajo P.M. (∼5 kDa, 45 a 54 aa) y ricos en cisteínas que contribuyen 

a estabilizar su estructura terciaria formando puentes disulfuro. La principal actividad de 

este grupo de moléculas es inhibir el crecimiento de un amplio espectro de hongos 

(Thevissen et al; 1997, Lay y Anderson 2005 y Osborn et al;1995), y aunque no se 

conoce a detalle como llevan a cabo su actividad, se sabe que actúan en los 

organismos patógenos a nivel de membrana plasmática. En granos de maíz en 

desarrollo se expresa fuertemente un transcrito que daría origen a un péptido de 5.5 

kDa (ZmESR6) con alta similitud a otras defensinas. El péptido recombinante tiene 

actividad inhibitoria contra bacterias y hongos fitopatógenos (Balandin et al; 2005). 

Además de estos mecanismos de defensa preformados, hay respuestas inducidas 

cuando ocurre la invasión de un patógeno. En embriones de maíz germinados por 20 

horas e inoculados con esporas de F. verticillioides se identificaron, por proteómica, la 

inducción de proteínas antioxidantes (glutatión-S-transferasa, catalasa), proteínas de 

choque térmico, factores de iniciación y PRs como glucanasas y quitinasas (Campo et 

al; 2004). También, el transcrito de una proteína PR del grupo 1 se acumula en semillas 

de maíz infectadas con F. verticillioides, y se detecta a las 72 h de imbición 

(Casacuberta et al; 1991). En otro trabajo se estudió la correlación entre la infección de 

F. verticillioides en semillas de maíz y la acumulación de PRms (pathogenesis-related 

maize seed). Se encontró una acumulación de PRms en los tejidos infectados del 

embrión, como la capa de aleurona y el escutelo por técnicas inmunohistoquímicas, 
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además que estos tejidos presentaron cambios morfológicos como deposición de 

callosa en la pared celular (Murillo et al; 1999). 

En este estadío de desarrollo el estallido oxidativo también se induce durante la 

respuesta de defensa en semillas de Lupinus luteis inoculadas con Fusarium 

oxysporum, hay un incremento del 24% en los niveles de H2O2 , desde las 48 h y que se 

mantiene hasta las 96 h post-inoculación. Este incremento se asoció a la inducción de 

superóxido dismutasa y proteínas con actividad de catalasa (Morkunas et al; 2004).  

 

F. Patógenos del maíz 

Un alto porcentaje de especies de hongos que infectan a los cereales pertenecen 

a los géneros Fusarium, Aspergillus y Penicillium (González et al; 2002). Las semillas y 

plántulas de maíz son particularmente susceptibles a la invasión por hongos que se 

adhieren al pericarpio, o que se encuentran en la semilla; o bien, son invadidas en el 

suelo por hongos saprófitos o que sobreviven como esporas en el suelo. La infección se 

facilita en suelos húmedos y en granos con fisuras. De importancia económica, son 

diversas especies de Pythium que infectan a la semilla en la germinación dañando a las 

plántulas. Otros hongos que también atacan a las plántulas pero que además son 

peligrosos en otros estadíos de desarrollo, y atacan otros tejidos son: Helminthosporium 

maydis, Nigrospora oryzae, Diplodia maydis y F. verticillioides (Reyes, 1990). Estudios 

realizados para evaluar la micoflora presente en semillas de maíz reportan que F. 

verticillioides es el principal género que se aísla del maíz en climas templados (Abbas et 

al; 1988, Desjardins et al; 1994, Kedera et al; 1999, Almeida et al; 2002.).  

 

F.1. Características generales de F. verticillioides 

F. verticillioides (sinónimo de Fusarium moniliforme) es un hongo fitopatógeno 

que se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y está asociado 

principalmente al maíz, aunque también se ha reportado en otras especies de plantas 

como el sorgo, trigo, frijol y soya (Glenn et al; 2001). F. verticillioides es un hongo 

filamentoso y pertenece a la subdivisión Deuteromycotina. El género al que pertence 

este hongo se caracteriza por la producción de estructuras de reproducción asexual 

denominadas macroconidias y que son producidas en forma de racimos, llamadas 

esporodoquios. Además de esta característica, F. verticillioides produce esporas 
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unicelulares en el micielio aéreo llamadas microconidias. F. verticillioides es productor 

de una gran variedad de micotoxinas que pueden tener efectos nocivos tanto en la 

salud de humanos como en la de animales que consumen granos o alimentos 

contaminados (Bakan et al; 2002).  

 

F.2. Proceso de infección en maíz 

F. verticillioides puede infectar cualquier parte de la planta de maíz y causar 

pudrición de la raíz, el tallo, la mazorca y los granos. A través del aislamiento de este 

hongo en ciertas partes de la planta y por estudios histológicos y citológicos se han 

propuesto las vías de entrada de este patógeno en la planta de maíz. Las conidias de F. 

verticillioides pueden ser depositadas en la superficie de la hoja por acción del viento, la 

lluvia o también por medio de vectores como los insectos, para luego entrar en contacto 

con los nodos y así penetrar al tallo causando pudrición de éste (Nelson, 1992). 

 

Para infectar a la mazorca, la vía de entrada es a través del estigma para entonces 

crecer y colonizar el pericarpio y ocasionalmente se ha encontrado en el embrión y 

endospermo. Las rutas que se han propuesto para la penetración de la hifa en el interior 

del grano son:   

a) Por fisuras en la superficie del pericarpio. Al dar origen a la plántula el micelio 

tendrá acceso directo al tejido del embrión. 

b) A través de pliegues y depresiones del tejido del pedicelo (Nelson, 1992): 

. 

La infección de la mazorca y el grano también ocurre como resultado de una 

infección sistémica. La combinación de una infección sistémica y local del hongo se 

puede presentar a través de los tejidos vasculares que se dirigen del tallo a las 

mazorcas. Cuando una semilla infectada germina, el hongo puede acceder a otros 

tejidos de la plántula en desarrollo y, dependiendo de las condiciones, matar a la planta 

o infectarla sistémicamente (Nelson, 1992). Un estudio con una cepa transgénica de F. 

verticillioides que expresa la proteína verde fluorescente (GFP), permitió rastrear al 

hongo en el tejido vegetal durante las etapas tempranas de la infección de la semilla en 

geminación y establecimiento de la plántula de maíz (Oren et al; 2003). El hongo invade 

todos los tejidos subterráneos de la planta pues se localiza principalmente en las 
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células del mesocotilo donde esporula. Asimiso, el micelio se detectó en otros tejidos de 

la planta, incluyendo el tallo, produciendo así una infección sistémica. Otro aspecto que 

hace del hongo un patógeno altamente existoso es que durante su ciclo de vida, puede 

comportarse como parásito o saprófito. Durante su desarrollo saprofítico puede obtener 

nutrientes a partir de tejidos de maíz seco y posee una alta capacidad para sobrevivir 

en el suelo. 

F.3. Fusarium verticillioides y producción de toxinas 

Una de característica fundamental de muchas cepas de F. verticillioides es su 

capacidad de producir micotoxinas. Las micotoxinas son metabolitos secundarios que 

frecuentemente tienen actividad fitotóxica y representan riesgo para animales y 

humanos cuando el maíz es empleado como alimento. Entre las toxinas que produce F. 

verticillioides se encuentran el ácido fusárico, la moniliformina, fusarinas y fumonisinas, 

siendo estas últimas las más abundantes e importantes por su toxicidad. La estructura 

química base de las fumonisinas consiste en un esqueleto de 20 carbonos con un 

origen poliquétido, sustituido en varias posiciones por un grupo amino, de uno a tres 

grupos hidroxilos, 2 grupos metilo y 1 ó 2 grupos de ácido tricarbalílico esterificado. La 

principal fumonisina, por la abundancia con que la producen las cepas de F. 

verticillioides es la B1 (Figura 11), ya que representa hasta el 70% de la producción 

total de fumonisinas (Seo et al; 2001). La capacidad de producir fumonisina B1 (FB1) es 

una característica muy variable entre las cepas de F. verticillioides. Por ejemplo, en el 

maíz en México se han aislado cepas que no producen la toxina, cepas que producen 

niveles bajos (0.1 µg/g de sutrato) y cepas que producen niveles muy altos de la toxina 

(5,800 µg/g de sustrato) (Sánchez-Rangel et al; 2005).  

 

 

 

 

 

Figura 11. Estructura química de la fumonisina B1. 

 

F.3.1. Toxicidad y mecanismo de acción de la FB1. 
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La FB1 muestra toxicidad tanto en plantas como animales y esta toxicidad se ha 

relacionado con la capacidad que tiene la FB1 en alterar la biosíntesis de novo de los 

esfingolípidos complejos. La FB1 muestra una relación estructural con las bases 

esfingoideas y se sabe que es un inhibidor de la enzima esfinganina-N-acil-transferasa 

que cataliza la acilación de la esfinganina, con una IC50 de 0.1 µM en preparaciones 

microsomales de hígado de rata (Wang et al; 1991). De esta forma, las consecuencias 

de la acción de la FB1 es un incremento en la cantidad de bases esfingoideas libres, al 

mismo tiempo que se presenta una reducción en los niveles de ceramida y de 

esfingolípidos complejos. 

Se ha observado que la FB1 causa degeneración encefálica en equinos, edema 

pulmonar en cerdos, efectos hepatotóxicos en ratas y su consumo en maíz 

contaminado se ha asociado con cáncer esofágico en humanos (Marasas et al; 1988; 

Harrison et al; 1990; Gelderblom et al; 1991). En plantas también se ha demostrado su 

efecto fitotóxico, pues en semillas de maíz inhibe la elongación radicular durante la 

germinación (Dohelert et al; 1994), en hojas de la maleza Datura stamonium produce 

fuga de electrolitos, necrosis y una reducción en el contenido de clorofila (Abbas et al; 

1992) y en embriones de maíz inhibe la actividad de la ATPasa de H+ de la membrana 

plasmática, y causa un incremento en la fluidez de ésta (Gutiérrez-Nájera et al; 2005). 

Además, la FB1, a una concentración 10 µM, induce la expresión de genes de defensa, 

como el gen de la HRGP (proteína rica en hidroxiprolina) y el gen de la quitinasa en 

ejes embrionarios de maíz durante la germinación (SanJuan, 2001; Greaves, 2005). 

 

F.4. Biosíntesis de FB1 en Fusarium verticillioides. 

Los genes involucrados en la biosíntesis de fumonisinas están agrupados en una 

región de aproximadamente 75 kpb en el cromosoma 1 de F. verticillioides y se han 

identificado hasta el momento 15 genes (FUM1-FUM15) en este locus (Proctor et al; 

2003). Entre las funciones de estos genes se encuentran aminotransferasas, 

deshidrogenasas, reductasas y citocromo P450 monooxigenasas. El análisis de la 

expresión de los 15 genes involucrados muestra una asociación directa con la 

producción de fumonisinas durante el crecimiento del hongo en medio de cultivo 

apoyando la hipótesis de su participación en la biosíntesis de la toxina (Seo et al; 2001 

y Proctor et al; 2003).  
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El primer gen que se caracterizó fue el gen FUM1 (syn FUM 5) que codifica para 

una policétido sintasa, aunque también tiene dominios de metiltransferasa. El producto 

de este gen es fundamental para la producción de fumonisina, pues cuando se 

interrumpe, hay una disminución en la producción de fumonisinas en un 99% (Proctor et 

al; 1999).  

 

F.5. Factores que afectan la producción de FB1 

F.5.1. Genes específicos reguladores de la producción de FB1. 

La expresión de los genes de locus FUM parece estar regulada por otras proteínas 

cuyos genes no se encuentran en el cromosoma 1. Por ejemplo, los genes FCC1 y 

FCK1 son necesarios para la formación de las conidias y producción de FB1, el primer 

gen codifica para una proteína tipo ciclina mientras que el segundo gen codifica para 

una cinasa dependiente de ciclina y se demostró, por ensayos de doble híbrido, que los 

productos de estos dos genes interactúan físicamente (Bluhm y Woloshuk, 2006). 

Cuando las mutante ∆fcc1 y ∆fck1 crecen en granos de maíz como sustrato, producen 

menos conidias y niveles menores de FB1 que la cepa silvestre, aunque este fenotipo 

no es tan acentuado cuando la mutante crece en un medio definido y a un pH bajo. 

Aunque no se les ha atribuido claramente su mecanismo de acción a estas proteínas, 

se sabe por analogía con S. cerevisiae que proteínas de este tipo interactúan para 

formar una subunidad activa que fosforila el dominio C- terminal de la holoenzima RNA 

polimerasa II. Este complejo ciclina-CDK puede reprimir o activar la expresión de genes 

involucrados en metabolismo secundario (Shim y Woloshuk, 2001; Bluhm y Woloshuk, 

2006). Otro gen, ZFR1, codifica para un polipéptido que contiene un motivo de unión a 

DNA del tipo Zn(II)2Cys6 y muestra identidad con una familia de proteínas que son 

reguladores del metabolismo secundario en hongos filamentosos. La deleción de ZFR1 

reduce la producción de FB1 en un 10%, y la sobreexpresión de ZFR1 en mutantes 

∆zfr1 restaura la producción de FB1, sin embrago en mutantes ∆fcc1 no se restaura la 

producción de FB1, sugiriendo que ZFR1 funciona como un regulador positivo para la 

biosíntesis de FB1 y que requiere FCC1 para llevar a cabo su función (Flaherty y 

Woloshuk, 2004). Finalmente, el gen PAC1, es un regulador transcripcional de genes 

que responden al pH del medio en otros hongos filamentosos como Aspergillus niger y 

Penicillium chrysogenum y se ha sugerido que en F. verticillioides funciona como 
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represor de la biosíntesis de fumonisinas bajo condiciones de pH alcalinos (Flaherty et 

al; 2003). 

 

F.5.2. Otros factores que regulan la producción de FB1. 

 F. verticillioides infecta en todas las etapas de desarrollo del grano; sin embargo, 

la producción de FB1 se favorece en algunas de ellas, como la fase de dentado 

(Warfield y Gilchrist, 1999). Además, cuando F. verticillioides crece en presencia de 

amilopectina, un producto de la hidrólisis del almidón, se incrementa un 50% la 

producción de FB1. Es posible que la diferencia en la producción de FB1 en los 

diferentes estados de maduración del grano se deba a la composición del sustrato pues 

a medida que los granos alcanzan la madurez fisiológica, disminuye su contenido de 

humedad y se concentra el almidón que queda más accesible para el establecimiento 

de F. verticillioides (Bluhm y Woloshuk,2005).  
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II. HIPÓTESIS 

Las bases esfingoideas participan en la respuesta de defensa inducida en embriones de 

maíz por la infección de Fusarium verticillioides. 

 

 

III. OBJETIVOS 

q Objetivo general 

Determinar la asociación entre los niveles de bases esfingoideas y la respuesta de 

defensa en la interacción Fusarium verticillioides – maíz. 

q Objetivos particulares 

 

1) Establecer las condiciones para la inoculación de F. verticillioides en embriones 

de maíz durante la germinación. 

 

2) Analizar la expresión del gen ZmPR-1 durante la germinación de embriones de 

maíz y en respuesta a la infección de F. verticillioides. 

 

3) Analizar la expresión del gen ZmLCB2 de la serina palmitoil transferasa durante 

la germinación de embriones de maíz y en respuesta a la infección de F. 

verticillioides. 

 

4) Determinar los niveles de bases esfingoideas en embriones de maíz en 

respuesta a la infección de F. verticillioides.
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 IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 
1. Material Biológico 
 

Se emplearon semillas de maíz (Zea mays) raza Chalqueño cosechado en 2003 

y 2005. De cada semilla se extrajo manualmente el embrión con una navaja. Tanto las 

semillas como los embriones de maíz se almacenaron a 4°C. 

Se utilizaron dos cepas, MY3 y CHQ1, del hongo patógeno F. verticillioides previamente 

aisladas de semillas de maíz y caracterizadas por su producción de fumonisina B1 y por 

la presencia del gen FUM1. El gen FUM1 codifica para una policétido sintasa, enzima 

que cataliza el primer paso en la biosíntesis de fumonisinas y cuando se interrumpe 

este gen, la producción de FB1 se abate un 99% (Proctor et al; 1999). La cepa MY3 

produce 1,700 µg de FB1/ g de sustrato y tiene el gen FUM1, mientras que en la cepa 

CHQ1 no se detectó ni producción de la toxina ni el gen FUM1 en su genoma 

(Sánchez-Rangel et al; 2005).  

 
2. Inoculación de embriones de maíz con Fusarium verticillioides.  
    2.1. Obtención de una suspensión de conidias de Fusarium verticillioides. 

Las cepas de los hongos se mantuvieron en congelación (-20° C) en tierra estéril 

(Windels et al; 1988) y aproximadamente 200 mg de este sustrato se sembraron en 

medio PDA (Sigma). Los cultivos se incubaron durante 5 a 7 días a temperatura 

ambiente en presencia de luz blanca fluorescente para promover la esporulación. Para 

colectar las esporas, se agregaron 10 mL de solución Tween 20 (0.5% v/v) a cada caja 

y se agitaron en un agitador orbital durante 30 min a temperatura ambiente. La 

suspensión se colectó y se transfirió a un tubo de centrífuga estéril de 25 mL. Éste se 

centrifugó en una centrífuga marca Jouan, modelo MR1812, durante 20 min a 600 g a 

temperatura ambiente, se decantó el sobrenadante y el botón (esporas) se lavó con 10 

mL de agua estéril. El tubo se centrifugó nuevamente en las mismas condiciones y el 

procedimiento se repitió dos veces más. 

El botón se resuspendió en 1 mL de H2O estéril y se transfirió a tubos Eppendorf 

estériles de 2 mL. El número de esporas se determinó en la suspensión con un 

hemacitómetro (Sigma) y la cuenta se hizo directamente con un microscopio óptico en 

un aumento de 40X (Olympus, modelo CH30). La concentración de esporas se 
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determinó a partir de una alícuota de 20 µL y con una dilución 1:100 ó 1:1000 y se 

calculó de acuerdo a la siguiente fórmula: 

 
Células por mL= células promedio × factor dilución × 104 

 

2.2. Inoculación de los embriones de maíz con esporas de Fusarium 

verticillioides. 

Los embriones de maíz se desinfectaron por inmersión en una solución de 

hipoclorito de sodio (0.5 %, v/v) que se agitó vigorosamente por 2 min, seguido de 3 ó 4 

lavados de 2 min cada uno con agua estéril. Los embriones se dejaron secar sobre 

papel filtro y se distribuyeron aproximadamente 45 embriones por caja Petri (14 cm de 

diámetro) con agar (1.5%, p/v). Las cajas se incubaron a 29°C por 12 horas bajo luz 

blanca fluorescente. Después de este periodo los embriones se transfirieron a un 

matraz estéril de 100 mL con 50-60 mL de una suspensión de conidias (6 – 7 × 105 

conidias/mL). Para los embriones control, el matraz sólo contenía agua estéril. Los 

embriones se mantuvieron a temperatura ambiente y en agitación orbital (≈200 rpm) 

durante 30 min. Transcurrido este tiempo se distribuyeron de 12 a 20 embriones de 

maíz en cada placa con agar Murashige-Skoog suplementado con sacarosa (3%, p/v) 

(Sigma) y se incubaron a 29°C, bajo luz blanca fluorescente durante 24 h. Se tomaron 

muestras de embriones para la extracción de RNA total o de compuestos lipídicos 

(bases esfingoideas), a las 3, 6, 9, 12, 15 y 24 h. 

    2.3. Incremento de peso húmedo.  

A cada uno de los tiempos indicados se retiraron los embriones de la caja Petri y 

se registró su peso en balanza analítica (Explorer Ohaus). Para construir la gráfica de 

acumulación de peso húmedo (%) con respecto al tiempo, se utilizó la siguiente fórmula: 

 

Incremento de Peso Húmedo (%)             (Peso germinado-Peso Seco) * 100 

                                                                                            Peso Seco 

 

 

 

 

 

= 
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3. Purificación de RNA y cuantificación de transcritos 

    3.1 Extracción de RNA total. (Modificado de Rochester et al; 1986) (ver Apéndice) 
  

Para procesar cada muestra se congelaron con nitrógeno líquido en un mortero 

entre 10 y 12 embriones (aproximadamente 1.5 g) y se pulverizó el tejido hasta obtener 

un polvo fino. A este polvo se le añadió 1 mL de TRIzol (Invitrogen) y se mezcló 

cuidadosamente. Esta suspensión se transfirió con una espátula a un tubo Eppendorf 

de 2 mL y se incubó a temperatura ambiente durante 2.5 min. El tubo se centrifugó a 

11000 g durante 10 min a 4°C en una centrífuga Jouan MR1812. El sobrenadante se 

transfirió a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se le agregaron 200 µL de una mezcla de 

fenol:cloroformo ácido (Sigma) (1:1; v/v) y se agitó durante 15 s. Se centrifugó a 11000 

g durante 10 min a 4°C nuevamente para separar las fases. La fase acuosa se transfirió 

a un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Para precipitar el RNA se agregaron 500 µL de 

isopropanol y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente. El tubo se centrifugó a 

11000 g durante 10 min a 4°C en una centrífuga Jouan MR1812 y el sobrenadante se 

eliminó por decantación. El botón de RNA se lavó con 1 mL de etanol al 70% 

(preparado con H2O-DEPC). Se centrifugó a 600 g durante 5 min a 4°C y se eliminó el 

sobrenadante por decantación para resuspender el botón en 500 µL de H2O -DEPC. Se 

agregaron 167 µL de cloruro de litio 8M para obtener una concentración final de 2M de 

LiCl y se incubó a 4°C durante toda una noche. Al día siguiente se centrifugó a 11000 g 

15 min a 4°C y se eliminó el sobrenadante por decantación y se disolvió el botón en 

H2O–DEPC (100-200 µL) y se agregó 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M y 2 

volúmenes de etanol frío. Se incubó a –70°C durante toda la noche. Al día siguiente se 

centrífugo a 11000 g por 15 min a 0°C. Finalmente el botón se resuspendió en 50-100 

µL de H2O–DEPC. 

     3.2. Cuantificación y calibración del RNA total. (Ausubel et al., 1992) 

Para cuantificar el RNA total extraído de cada muestra se realizaron diluciones 

1:50 en H2O-DEPC y se cuantificaron en un espectrofotómetro (Shimadzu modelo 

UV160U) a una λ de 260 nm. Los datos de absorbancia se procesaron con la siguiente 

fórmula: 

         µ   µg RNA total/µµL    Abs 260nm (40 µµg/mL) (Factor dilución) (1 mL) 
                                                                                   1 DO                                   1000 µµL 
 

= 
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Para evaluar la calidad de la muestra también se obtuvo su espectro de 

absorbancia en el intervalo de longitud de onda de 200-380 nm (ver apéndice). Además 

de la cuantificación espectrofotométrica se calibró el RNA de cada muestra por análisis 

densitométrico de la banda correspondiente al RNAr 18S resuelto por electroforesis 

horizontal. La densitometría de las bandas de los RNAr 18S se realizó en el analizador 

de imágenes FluorS (BioRad) para su cuantificación relativa. La diferencia entre las 

muestras no debía ser mayor del 10%. 

 

    3.3. Diseño de cebadores para amplificar secuencias parciales de cDNAs de 

ZmPR-1 y ZmLCB2.  

Con base a la secuencia reportada por Casacuberta et al. (1991) de la proteína 

PR-1 de maíz, (GenBank X54325) se diseñaron un par de cebadores con el programa 

Primer3 (http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi) para la amplificación de un 

fragmento de 196 pb. 

 Dado que no hay secuencias publicadas de ZmLCB2, se realizó una búsqueda 

en la base de datos del genoma de maíz, ZmDatabase (http://www.zmdb.iastate.edu/) para 

encontrar secuencias expresadas (secuencia EST) de bancos de cDNA. Sin embargo, 

no se encontró ninguna secuencia que incluyera el dominio de unión a piridoxal fosfato, 

por lo que no se tenía la certeza de que se tratase de la subunidad LCB2. Por lo tanto, 

se buscaron secuencias EST completas en el genoma de arroz (Oryza sativa), que al 

ser una gramínea muestra mayor identidad con maíz. La secuencia CA766093 de arroz 

corresponde a un cDNA de LCB2 por lo que se aprovechó para diseñar un par de 

cebadores en el programa Primer 3. Las secuencias de los cebadores cDNA se 

muestran en la Tabla 3. 

 

Tabla3. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificación de ZmPR-1 y ZmLCB2. 

Cebador Secuencia Tm (°C) 

ZmPR-1 Fw 5’-AGAGAAGTACGCCGCACAGA-3’ 62 

ZmPR-1 Rv 5’- GTAGTGGCCACACACCTTGC-3’ 64 

ZmLCB2 Fw 5’- ACGAGGCACACAGTATTGGAG-3’ 64 

ZmLCB2 Rv 5’- CAATCCTGCTGAAATACCTGC-3’ 62 
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    3.4. Síntesis de cDNAs por transcripción reversa. 

Todos los cDNAs se sintetizaron a partir de una mezcla de muestras de RNA 

total extraído de embriones de maíz infectados con Fusarium verticillioides de 9, 12 y 24 

horas post-inoculación, empleando el oligonucleótido reverse (Rv) correspondiente. El 

cDNA de LCB2 también se sintetizó a partir de RNA extraído de hoja de arroz como 

control. Los cDNAs de ZmPR-1 y ZmLCB2 se sintetizaron con la transcriptasa reversa 

ImProm II (Promega) a partir de 2 µg de RNA total y se siguió el protocolo sugerido por 

el proveedor. En un tubo Eppendorf de 0.5 mL estéril se combinó el RNA molde con 20 

pmoles del cebador ZmPR1Rv o ZmLCB2Rv en un volumen final de 5 µL. La muestra 

se incubó a 70°C por 5 min y posteriormente se enfrió en baño de hielo por el tiempo 

que se requería para preparar la mezcla de reacción (5-10 min). Los componentes de la 

mezcla de reacción para la transcripción reversa se describen en la Tabla 4. Los 15 µL 

de la mezcla de reacción se combinaron con los 5 µl del RNA molde y el cebador Rv 

respectivo. La mezcla se incubó durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente 

se incubó a 42-45°C durante una hora y finalmente se incubó a 70°C durante 15 min 

para inactivar a la transcriptasa reversa. 

 
Tabla 4. Componentes de la mezcla de reacción para la transcriptasa reversa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

    3.5. Amplificación por PCR del cDNA obtenido por RT. 

A partir de 1 µL de cDNA de ZmPR-1 y ZmLCB2 se realizó la amplificación por 

PCR en un volumen final de 20 µL con los reactivos y concentraciones indicadas en la 

Tabla 5. La amplificación se realizó en un termociclador marca Applied Biosystems, 

modelo GeneAMp97000, con un ciclo de 3 min a 94°C, seguido de 30 ciclos con la 

siguiente programación 40 s a 94°C, 40 s a 57°C y 40 s a 72°C, para finalizar con un 

ciclo de 7 min a 72°C. Los productos de amplificación de DNA se separaron por 

Reactivo Volumen (µµL) Concentración final 
H2O-DEPC 6.6  

Buffer de reacción ImPromIITM 5X 4 1X 

MgCl2 25 mM 2.4 3 mM 

Mezcla de dNTPs 10 mM 1 0.5 mM 

Enzima transcriptasa reversa 1 1 

VOLUMEN FINAL 20  
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electroforesis horizontal, en un gel de agarosa (1.5%, p/v) disuelta en solución 

amortiguadora TAE (Acetato Tris 40 mM, EDTA 2 mm) con bromuro de etidio (0.5 

µg/mL) y usando TAE como amortiguador de corrida. Las bandas de DNA se 

observaron con un transiluminador de luz UV Hoefer Scientific Instruments modelo 

UVTM-10 y usando una cámara marca Fisher Scientific EPH-6 se tomó una fotografía 

para el registro de datos. 

 
Tabla 5. Preparación de la mezcla para PCR 

Solución Stock ZmPR-1 

[[   ]]  final 

ZmLCB2 

[[   ]]   final 

Buffer PCR 10X 1X 1X 

MgCl2 25 mM 2 mM 2 mM 

dNTPs 10 ó 2.5 mM 0.2 mM 0.2 mM 

Cebador Fw 20 µµM 0.2 µM* 0.5 µM* 

Cebador Rv 20 µµM 0.2 µM* 0.5 µM* 

Taq DNA polimerasa (5U/µµ l) 1 U 1 U 

H2O cbp 20 µL cbp 20 µL 

 
 

    3.6. RT-PCR semicuantitativo. 

Para determinar los niveles de los transcritos de ZmPR-1 y ZmLCB2 por RT-PCR 

semicuantitativo se siguió el mismo protocolo descrito en el apartado 3.4 para la síntesis 

de cDNA. Para la amplificación del cDNA por PCR se ajustaron dos parámetros, la 

concentración de cebadores y el número de ciclos de tal manera que los niveles del 

producto de amplificación representaran los niveles del ARNm. Los detalles de esta 

estrategia se describen en el capítulo de resultados (Figura 18 y 25) 

 

4. Clonación y Secuenciación 

    4.1. Aislamiento y clonación de fragmentos de cDNA de ZmPR-1 y ZmLCB2 

      4.1.2. Secuenciación de los fragmentos de DNA amplificados de ZmPR-1 y 

ZmLCB2. 
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Con el fin de obtener suficiente DNA para secuenciar el fragmento de PCR de 

196 pb y 412 pb de ZmPR-1 y ZmLCB2 respectivamente, éstos se purificaron y se 

clonaron en el vector plasmídico pGEM-T easy, como se describe a continuación. 

      4.1.3. Purificación de DNA a partir de geles de agarosa. 

Se utilizó el kit Geneclean III de Bio 101. 

Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa (1.5%) preparado con 

TAE y teñido con bromuro de etidio (0.5 µg/mL). La banda del tamaño indicado se cortó 

y se colocó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL previamente pesado y se registró de nuevo 

el peso para obtener por diferencia, el peso de la agarosa. Para calcular el volumen de 

agarosa se establece que 0.1 g equivale a 100 µL. Se agregaron 3 volúmenes (con 

respecto al volumen de agarosa) de la solución de NaI y se colocó en un baño de 45 - 

55 °C durante 5 min, procurando mezclar cada minuto y de esta manera la agarosa se 

disolvió completamente. 

La resina Glass Milk® se agitó vigorosamente y se agregaron 5 µL de ésta resina 

al tubo Eppendorf con el DNA. Se mezcló la suspensión y se incubó a temperatura 

ambiente por 5 min, agitando el tubo cada minuto, después se centrifugó a velocidad 

máxima en una microcentrífuga Sorvall modelo MC12 durante 5 s y se decantó el 

sobrenadante. El botón se resuspendió en 700 µL de solución New-Wash y este lavado 

se repitió 2 veces más eliminando completamente la solución en el último lavado. El 

botón (DNA) se resuspendió en 15 µL de H2O estéril, se incubó a 50 °C por 3 min y se 

centrifugó a 10000 g por 30 s. El sobrenadante que contiene al DNA se transfirió a un 

tubo Eppendorf estéril de 0.5 mL. 

      4.1.4. Ligación de los insertos. 

Los fragmentos de DNA se clonaron en el vector pGEM-T easy Vector (Promega) 

(Figura 12). Se mezclaron 3 µL de DNA purificado, con 5 µL de buffer de ligación 2X), 1 

µL de DNA del vector pGEM-T y 1 µL de DNA ligasa T4 (3U/µL). La mezcla se 

homogenizó cuidadosamente y se incubó 1 h a temperatura ambiente.  
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Figura 12. Plásmido pGEM-T Easy Vector de Promega. Este plásmido contiene el marcador 
de resistencia a la ampicilina y un sitio múltiple de clonación, dentro del gen lacz´, con varias 
secuencias específicas para las enzimas de restricción.  
 
 

1.1.5. Transformación de células competentes (Inoue et al. 1990). 
 

A 100 µL de células competentes de la cepa de E. coli DH5α se les agregó los 10 

µL de la reacción de ligación, se mezcló suavemente y se incubó por 30 min en un baño 

de hielo. Transcurrido este tiempo se realizó un choque térmico a 42 °C por 2 min e 

inmediatamente se incubó en un baño de hielo por 2 min. Posteriormente se 

adicionaron 600 µL de medio TB y se incubó 2 h a 37 °C. Una vez concluida la 

incubación se distribuyeron 50, 200 y 450 µL en cada caja Petri con medio Agar LB 

suplementado con ampicilina (75 µg/mL), X-Gal (80 µg/mL) e IPTG (0.5 mM) Las cajas 

se incubaron a 37°C por aproximadamente 18 h y se seleccionaron las colonias blancas 

que tiene interrumpido el gen lac Z por lo que presumiblemente son transformantes con 

el fragmento de DNA insertado en el plásmido. Para comprobar la transformación, se 

purificó el DNA plasmídico y se digirió como se señala en el apartado 4.1.9. Para 

almacenar las células transformadas se sembraron en medio líquido LB-ampicilina y se 

incubaron a 37 °C con agitación continua de 150 rpm durante 14-16 h, se tomaron 640 

µL de este cultivo y se agregaron 360 µL de una solución de glicerol al 50%  estéril (la 

concentración final de glicerol es de 18%) y esta muestra se guardó a –70 °C. 
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      4.1.6. Purificación del DNA plasmídico (Miniprep). 

Las células transformadas se inocularon en 3 mL de medio TB (Sigma) y se 

incubaron durante 14-16 h a 37 °C con agitación constante. Este cultivo se transfirió a 

tubos Eppendorf de 2 mL, se centrifugó por 20 s a 10000 g en una microcentrífuga 

Sorvall MC12 y se eliminó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 0.2 mL 

de Buffer GTE (glucosa 50 mM, Tris pH 8.0 25 mM y EDTA 10 mM pH: 8.0). 

Se incubó a temperatura ambiente por 5 min y después se agregaron 0.3 mL de 

la solución de lisis fresca (NaOH 0.2 M, SDS 1%), se mezcló por inversión y se incubó 

en hielo por 5 min. Se agregaron 0.3 mL de acetato de potasio 3 M, pH: 4.8 y se agitó 

por inversión, después se incubó en hielo por 5 min. Se centrifugó por 10 min a 10000 g 

y se transfirió el sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril, y se agregaron 5 

µL de RNAsaA (15 mg/mL) y se incubó por lo menos 30 min a 37 °C. 

Se agregaron 0.4 mL de fenol-cloroformo (1:1 v/v) y se agitó por 5 s en vórtex. 

Después se centrifugó 4 min a 10000 g y se transfirió la fase acuosa (superior) a un 

tubo limpio al cual se le agregaron 0.4 mL de cloroformo y se agitó 5 s en vórtex, se 

centrifugó 4 min a 10000 g y se transfirió de nuevo la parte acuosa a un tubo Eppendorf 

estéril de 1.5 mL. El DNA se precipitó con 0.7 mL de isopropanol a –20 °C y se mezcló 

el tubo por inversión y se centrifugó a 10000 g por 10 min, para eliminar el 

sobrenadante y el botón de DNA se lavó con 1 mL de etanol al 70% y se centrifugó 4 

min a 10000 g, y después se eliminó el sobrenadante, dejando el tubo abierto por unos 

minutos para evaporar el etanol. El botón de DNA se resuspendió en 20 µL de agua 

estéril. 

      4.1.7. Digestión del plásmido. 

Después de purificar el plásmido, se llevó a cabo una digestión con una enzima 

de restricción para comprobar que se encontraba el inserto. La reacción de digestión se 

realizó mezclando 5µL de DNA con 1 µL de buffer 3× (Invitrogen), 1 µL de enzima 

EcoR1 (10 U/µL) y 3 µL de agua. Esta mezcla se incubó 1 h a 37 °C. Para visualizar los 

insertos liberados se realizó una electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1.5% 

preparado con TAE y bromuro de etidio (0.5 mg/mL). 

      4.1.8. Aislamiento y secuenciación. 

Para el aislamiento del plásmido se utilizó el sistema de purificación QIAprep 

Spin Miniprep (Qiagen) y se siguió el protocolo del proveedor. La secuenciación del 
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DNA se realizó en la Unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular, 

UNAM, en un secuenciador automático ABIPRISM 310 (Perkin Elmer). 

      4.1.9. Digestión con una Enzima de Restricción del cDNA de ZmPR-1.  

Para confirmar la identidad del producto de 196 pb de ZmPR-1 además de la 

secuenciación también éste se analizó por corte con enzimas de restricción. De acuerdo 

al programa BCM Search Launcher, (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu,) se identificó 1 

sitio de corte tanto para la enzima AluI como para la enzima MboI en la secuencia de 

196 pb de  ZmPR-1.  

A partir del producto de amplificación de 196 pb purificado (apartado 4.1.6) se 

realizó mezclando 5 µL de éste con 1 µL de buffer para la enzima AluI ó MboI, 1 µL de 

la enzima AluI ó MboI (10 U/mL) según fuera el caso y 3 µL de agua. La reacción de 

digestión se incubó 1 h a 37 °C y los productos de digestión se visualizaron en un gel 

de agarosa al 2% preparado con TAE y bromuro de etidio (0.5 µg/mL). Se utilizó un 

marcador de peso molecular de múltiplos de 100 pb, para poder definir el tamaño de los 

productos de la digestión. El corte con la enzima de restricción AluI genera dos 

productos de 166 y 30 pb repectivamente, mientras que la enzima MboI genera dos 

productos de restricción de 130 y 76 pb 

 

5. Extracción de bases esfingoideas (Castegnaro et al; 1998; Rivas San Vicente, 

2001). 

Se congelaron en el mortero con nitrógeno líquido de 10 a 12 embriones de maíz 

(aproximadamente 1.5 g de tejido) y se pulverizaron hasta obtener un polvo fino. El 

tejido se rehidrató con buffer de K2HPO4 50 mM pH ≈ 7, añadiendo 400 µL por cada 200 

mg de tejido. Se transfirió el homogeneizado a un tubo de plástico con tapón de rosca. 

Para extraer los lípidos se añadieron 1.5 mL de solución de KCl al 0.8%, 50 µL de KOH 

1M y 4 µL de acetato de etilo. El tubo se agitó suavemente durante 30 min y 

posteriormente las fases se separaron por centrifugación 300 g durante 15 min en una 

centrífuga Sorvall RT6000D. La fase orgánica (fase superior) se transfirió a un tubo de 

ensayo y se realizó la evaporación bajo corriente de nitrógeno y cuando el volumen fue 

menor o igual a 1.5 mL se transfirió a un vial de vidrio y se continuó la evaporación a 

sequedad. Los extractos se resuspendieron en 100 µL de etanol absoluto y se sonicó 

durante 10 min. Este extracto se analizó para cuantificar bases esfingoideas por HPLC. 
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6. Formación de derivados de bases esfingoideas con NDA y análisis por 

Cromatografía de Líquidos de Alta Eficiencia (HPLC).  

Se implementó una técnica de HPLC en basada en dos reportes previos (Cho et 

al; 2002 y Marra et al; 2002). Esta técnica consiste en la generación de un 

cianobenzoisoindol, formado entre la base esfingoidea con el naftalen 2,3-

dicarboxialdehído (NDA) en presencia de cianuro, el cual es separado isocráticamente 

en una columna de fase reversa y detectado por su capacidad de absorber luz UV a 

254 nm. La reacción y generación de los derivados se muestra es la Figura 13. 
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Figura 13. Formación de los derivados de las bases esfingoideas con naftalen 2,3-
dicarboxialdehído en presencia de cianuro. 
 

Para este análisis cuantitativo se utilizó un cromatógrafo Shimadzu compuesto 

por una bomba modelo LC-10AD, detector de UV modelo SPD-10AV y procesador de 

datos modelo C-R5a. La separación de las muestras se realizó por fase reversa en una 

columna SuperCosil LC-18-Si de 15 cm × 4.6 mm y un tamaño de partícula de 5 µm. La 

fase móvil utilizada fue una mezcla de metanol grado HPLC y buffer de fosfatos 

(KH2PO4 5 mM), en una proporción 93.5:6.5 (v/v) con un flujo de 1 mL/ min. Los 

derivados formados pre-columna con NDA se realizaron mezclando 2-15 µL extracto, 

que representan entre 2 a 5 mg de tejido, + 30 µL de KCN 5% (p/v) + 140 µL de buffer 

Base esfingoidea 
NDA 

Derivado  

     20-25°C 25 min 

 CN- 
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de Na2B4O7.10H2O 0.05 M, pH = 9.5 y ACN grado HPLC c.b.p 300 µL. Esta mezcla se 

incubó a temperatura ambiente por 5 min, posteriormente se agregaron 20 µL de 

solución NDA 5 µg/µL y se incubó por 20 min protegido de la luz, y posteriormente se 

inyectó en el HPLC ó se almacenó en hielo hasta su análisis. 

Se construyeron curvas patrón de estándares de fitoesfingosina y esfinganina en 

el rango de 1 a 6 pmoles y se registró la respuesta de altura (Apéndice).  
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V. RESULTADOS 

 

ESTABLECIMIENTO DEL MÉTODO DE INOCULACIÓN. 
 

1.1. Efecto del método de inoculación utilizado en la acumulación de peso 

húmedo en embriones de maíz infectados con F. verticillioides.  

El método de inoculación consistió en transferir embriones de 12 h de germinación en 

un matraz que contenía la suspensión de esporas para mantenerlos en agitación orbital 

por 30 min. Posteriormente los embriones se distribuyeron en medio MS y se incubaron 

a 29°C por el tiempo requerido (ver apartado 2.2 de materiales y métodos). Con la 

finalidad de analizar si el método de inoculación empleado influía en la toma de agua de 

los embriones de maíz durante la germinación, se compararon las curvas de incremento 

de peso húmedo (%), entre embriones de maíz que siguieron el tratamiento basado en 

el método de inoculación (para realizar este experimento el matraz sólo contenía agua 

estéril) y un lote de embriones que se mantuvo intacto en el medio a lo largo de este 

periodo. Para calcular el porcentaje de peso húmedo se consideró el peso de los 

embriones secos que en promedio fue de 0.057 g ± 0.005 (n=40).  

 

 
 

Figura 14. Efecto del método de inoculación en la toma de agua de los embriones de maíz 
durante la germinación. El tratamiento para la inoculación consistió en tomar embriones que 
llevaban 12 h de germinación en agar, y colocarlos en un matraz Erlen Meyer que contenía 
agua estéril. Estos se incubaron en agitación por 30 min y posteriormente se sembraron en 
cajas con medio MS, para colectarlos en el tiempo de germinación indicado.  
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Como se muestra en la Figura 14, durante las 12 primeras horas de germinación 

aumentó significativamente el peso húmedo (75%) que corresponde al periodo final de 

la  Fase I de la germinación. Durante la fase II, que se presentó aproximadamente entre 

las 15 y 24 h de germinación, la toma de agua fue mucho más lenta. Las curvas de 

ambos lotes mostraron un perfil comparable, aunque a las 15 h se observó que los 

embriones que se colocaron en agua por 30 min tuvieron un pronunciado incremento en 

la toma de agua. Sin embargo, tres horas  después ambos lotes alcanzaron el mismo 

incremento en peso húmedo. A partir de las 24 h inició la Fase III de la germinación que 

se caracteriza por un nuevo incremento en la toma de agua y no se observaron 

diferencias entre los tratamientos.  

Una vez establecido que la inmersión de embriones en agua no tuvo un efecto 

significativo sobre la toma de agua durante la germinación se elaboraron las curvas de 

toma de agua de los embriones de maíz inoculados con las cepas MY3 (cepa 

productora de FB1) y CHQ1 (cepa no productora) de F. verticillioides. La inoculación 

con las cepas de Fusarium no provocó cambios significativos durante las Fases I y II de 

la toma de agua de embriones (Figura 15). La fase II abarca el intervalo de tiempo que 

corresponde a 3, 6, 9 y 12 h postinoculación. Después de 12 h de postinoculación inicia 

la Fase III y solamente a partir de las 24 h postinoculación se observó una disminución 

significativa en el peso húmedo en los embriones inoculados con respecto a los 

embriones control. Para los embriones inoculados con la cepa MY3 la mayor diferencia 

se observó a las 36 h postinoculación siendo ésta aproximadamente del 30%, mientras 

que para CHQ1 ocurrió a las 24 h y se observó una disminución del 50% en la toma de 

agua.  
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Figura 15. Incremento de peso húmedo en los embriones de maíz infectados con las cepas 
MY3 y CHQ1 de F. verticillioides.  
 
1.2. Estudio de un marcador de defensa en el sistema de interacción planta 

patógeno establecido. 

Durante la respuesta de defensa de las plantas se induce la expresión de una 

serie de genes que codifican proteínas relacionadas con la patogénesis (proteínas PR) 

que, en conjunto, son efectivas para inhibir el crecimiento del patógeno y su 

multiplicación. De las 17 familias de PRs descritas (Van Loon et al; 1999), la familia PR-

1 se ha caracterizado extensivamente por su expresión, aunque su función precisa no 

se conoce. Se ha demostrado que algunas de estas proteínas de tabaco y jitomate 

inhiben el crecimiento de oomicetos, aunque su mecanismo de acción se desconoce 

(Niderman et al; 1995). Se estudió la expresión del gen de la proteína PR-1 de maíz 

pues ya se ha reportado que se induce en semillas de maíz inoculadas con F. 

verticillioides (Casacuberta et al; 1991). 

Para obtener la sonda de cDNA de PR-1, se amplificó por RT-PCR con los 

cebadores ZmPR-1 (Fw y Rv) y RNA de embriones de maíz infectados con F. 

verticillioides. Se obtuvo un único fragmento de aproximadamente 200 pb (Figura 16A 

carriles 2, 3 y 6).  
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También se realizaron controles negativos que fueron la amplificación del cDNA con el 

cebador Rv ó Fw y la amplificación a partir de RNA.  

Cuando se empleó solamente el cebador Rv se obtuvo un fragmento de 

aproximadamente 400 pb que probablemente es un producto inespecífico pues no se 

amplificó en presencia de los dos cebadores (Figura 16A carril 4). Cuando se usó el 

cebador Fw se obtuvo un producto de 200 pb (Figura 16A carril 5), similar al obtenido 

en los carriles 2 y 3, esto se debe a que el cDNA que es utilizado como molde tiene 

trazas del cebador Rv utilizado en la reacción de la síntesis de cDNA con la 

transcriptasa reversa. Finalmente, cuando se usó RNA de embriones de maíz como 

molde y los dos cebadores (Fw y Rv) no se obtuvo ningún producto de amplificación, lo 

que aseguró que la banda de 200 pb proviene del cDNA y no de DNA genómico que 

podría estar como contaminante en la preparación (Figura 16A carril 7).  

Para confirmar la identidad del producto, éste se analizó por el corte específico 

con enzimas de restricción y por secuenciación. Para el primer experimento se analizó 

la secuencia de 196 pb (Casacuberta et al; 1991) y se encontraron dos sitios de corte 

para 2 enzimas de restricción diferentes: AluI y MboI que se indican en la Figura 16B. El 

corte con la enzima de restricción MboI generó dos productos de restricción de 130 y 76 

pb (Figura 16C carriles 3 y 4), mientras que la enzima AluI generó dos productos de 166 

y 30 pb repectivamente (Figura 16C carriles 5 y 6).  

La secuencia a nivel de nucleótidos mostró un 100% de identidad con la 

secuencia de PR-1 de maíz (X54325). Esta secuencia tenía un marco de lectura 

abierto, cuya secuencia se analizó usando el programa Blast que reportó 

exclusivamente secuencias de PR-1 de plantas. Con esta secuencia reportada de la 

proteína PR-1 de maíz se realizó el alineamiento a nivel de aminoácidos con otras 

proteína PR-1 de otras especies vegetales Se encontró una identidad de 75-80% con 

proteínas PR-1 de especies monocotiledóneas, como arroz y cebada y un 53-56% de 

identidad con proteínas PR-1de especies dicotiledóneas, como tabaco y Arabidopsis 

(Figura 17).  
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agagaagtacgccgcacagagggccggcgactgccgtctccagcactcgggcgggccctacggggagaacatcttctg 
 
ggggtccgccggcttcgattggaaggcggtggacgcagtgcgatcgtgggtagacgagaaacagtggtacaactac  
 
gccaccaacagctgcgccgccggcaaggtgtgtggccactac 
 
Figura 16. Obtención e identificación de ZmPR-1. A. Amplificación del fragmento de 196 pb 
de ZmPR-1. B. Secuencia de nucleótidos del producto amplificado de 196 pb. Se muestran los 
sitios de corte de las dos enzimas de restricción: MboI y AluI. Las secuencias en negritas 
corresponden a los oligonucleótidos. C. Productos de la digestión del fragmento amplificado de 
196 pb con las enzimas de restricción AluI y Mbo I.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Alineamiento a nivel de aminoácidos de proteínas PR-1 de diferentes especies 
vegetales. Zea mays (No. Acceso: X54325), Oryza sativa (No. Acceso U89895), Hordeum 
vulgare (No. Acceso Z21494), Nicotiana tabacum (No. Acceso X06361) y Arabidopsis thaliana 
(No. Acceso NM_127025).  

 

MboI 

AluI 

B 

 
 
Z. mays        MEASNKL AVLLLWLVMA AATAVHPSYS ENSPQDYLTP QNSARAAVGV GPVTWSTKLQ QFAEKYAAQR                     
H. vulgare      MQTPKL AILLA-LAMA AAM-VNLSQA QNSPQDYVSP HNAARSAVGV GAVSWSTKLQ AFAQNYANQR                      
O. sativa       MEVSKL AIAL---AMV AAMAL-PSQA QNSPQDYVRL HNAARAAVGV GPVTWDTSVQ AFAENYASQR                     
N. tabacum  MGFVLFSQLP SFLLVSTLLL FLVISHSCRA QNSQQDYLDA HNTARADVGV EPLTWDDQVA AYAQNYASQL               
A. thaliana    MNFTGYS RFLIVFVALV GALVLPS-KA QDSPQDYLRV HNQARGAVGV GPMQWDERVA AYARSYAEQL 
 
Z. mays      AGDCRLQHSG GP--YGENIF WGSAGFDWKA VDAVRSWVDE KQWYNYATNS CAAGKVCGHY TQVVWRATTS 
H. vulgare   INDCKLQHSG GP--YGENIF WGSAGADWKA SDAVNSWVSE KKDYDYGSNT CAAGKVCGHY TQVVWRASTS
O. sativa    SGDCSLIHSS NRNNLGENLF WGSAGGDWTA ASAVQSWVGE KSDYDYASNS CAQGKVCGHY TQVVWRASTS     
N. tabacum   AADCNLVHSH GQ--YGENLA EGS-GDFMTA AKAVEMWVDE KQYYDHDSNT CAQGQVCGHY TQVVWRNSVR
A. thaliana  RGNCRLIHSG GP--YGENLA WGS-GD-LSG VSAVNMWVSE KANYNYAANT C—NGVCGHY  TQVVWRKSVR
 
Z. mays      IGCARVVCRD NRGVFIICNY EPRGNIAGMK PY 
H. vulgare   IGCARVVCNN NRGVFITCNY EPRGNIIGQK PY 
O. sativa    IGCARVVCSN GRGVFITCNY KPAGNFVGQR PY 
N. tabacum   VGCARVQCNN G-GYVVSCNY DPPGNYRGES PY 
A. thaliana  LGCAKVRCNN G-GTIISCNY DPRGNYVNEK PY 
 

1        2   3    4    5   6   7 

1     2     3     4       5    6 
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Una vez confirmada la identidad del fragmento de cDNA amplificado, se 

ajustaron la concentración de oligonucleótidos y el número de ciclos para realizar el 

análisis semicuantitativo de los niveles de transcrito. Los productos se resolvieron en un 

gel de agarosa (1.5%, p/v), y se realizó el análisis densitométrico de cada una de las 

bandas. 

Como se muestra en la Figura 18A, a una concentración de 0.1 µM de cebadores 

y 30 ciclos de amplificación apenas se observó una banda tenue de amplificación 

correspondiente al transcrito y la cantidad de ésta aumentó linealmente conforme se 

incrementó la concentración de cebadores hasta 0.4 µM. A partir de esta concentración 

no se registraron incrementos significativos en los valores de densitometría. Por lo 

tanto, para la amplificación de este cDNA, se eligió una concentración de 0.2 µM de 

cebadores que se encuentra en el rango lineal de respuesta. También se probaron 

diferentes ciclos de amplificación, y los resultados se muestran en la Figura 18B. Se 

observó un comportamiento lineal cuando se corrieron 24, 26 y 28 ciclos, pero a partir 

de 30 ciclos ya no hubo incrementos en los valores de densitometría, pues se alcanzó 

la saturación de la señal. A partir de estos datos se seleccionó trabajar con 27 ciclos de 

amplificación para el estudio de este gen. 

Para este ensayo también fue necesario establecer las condiciones óptimas para 

la amplificación del transcrito de 306 pb de ZmUBQ que se utilizó como control de 

cargado (Figuras 18C y 18D). Se eligió este gen debido a que los niveles de transcrito 

son abundantes y se mantienen constantes a lo largo de la germinación (Rivas 

SanVicente, 2003). Con 30 ciclos de amplificación se probaron diferentes 

concentraciones de cebadores y se detectó al producto a partir de 0.08 µM y una 

respuesta lineal hasta el valor de 0.2 µM. De esta manera se eligió una concentración 

de 0.1 µM y se probaron diferentes ciclos de amplificación desde 22 hasta 30 ciclos. 

Sólo a partir de 26 ciclos se detectó el producto de amplificación y se observó una 

tendencia lineal hasta los 30 ciclos. Las condiciones finales para el ensayo de RT-PCR 

semicuantitativo se resumen en la Tabla 6. 

Tabla6. Condiciones de la reacción de RT-PCR para la amplificación de ZmPR-1. y ZmUBQ. 
Parámetros ZmPR-1 ZmUBQ 

RNA 1 µg 1 µg 
[[  ]]  cebadores 0.2 µM 0.1 µM 

Número de ciclos 28 26 
Tem de alineamiento 57°C 57°C 
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Figura 18. Determinación de los parámetros óptimos para la detección semicuantitativa 
de los transcritos de ZmPR-1 (A y B) y ZmUBQ (C y D) por RT-PCR. Se realizaron pruebas 
variando la concentración de cebadores y número de ciclos. 

0.1   0.2   0.3     0.4      0.5  [cebadores] µµ M 

   .06   .08   0.1   0.2  0.4   [cebadores] µµ M 
C 
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Una vez establecidas las condiciones se realizó por duplicado un ensayo de RT-PCR 

semicuantitativo para evaluar la expresión de ZmPR-1 en embriones de maíz durante la 

geminación cuando son infectados por F. verticillioides (Figura 19).  

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 19. Niveles de ZmPR1 en embriones de maíz infectados con F. verticillioides. A. 
Embriones infectados con la cepa MY3. B. Embriones infectados con la cepa Chalqueño1. C. 
Análisis densitométrico de la banda de cDNA correspondiente al producto de amplificación de 
196 pb de ZmPR-1. 
 

Los niveles del transcrito ZmPR-1 se incrementaron durante las primeras horas 

después de la inoculación con ambas cepas de F. verticillioides (Figura 19). Este 

aumento fue más rápido cuando se inoculó con la cepa CHQ1 pues se observó un 

incremento del 100% a las 3 h, mientras que estos niveles se detectaron a las 6 h con 

la cepa MY3. Posteriormente a las 9 y 12 h, los niveles del transcrito se asemejaron  a 

los de los embriones control que no fueron inoculados 
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2. NIVELES DE ESFINGANINA EN EMBRIONES DE MAÍZ DURANTE LA INFECCIÓN 

CON F. verticillioides. 

El principal objetivo de este trabajo era estudiar la alteración del metabolismo de 

esfingolípidos en embriones de maíz durante la infección de un hongo patógeno. La 

SPT cataliza el primer paso en la biosíntesis de novo de los esfingolípidos y forma la 3-

cetoesfinganina la cual es reducida en la base esfingoidea esfinganina por la 3-

cetoesfinganina reductasa. La esfinganina es hidroxilada por una 4-hidroxilasa para 

generar fitoesfingosina (Sperling et al; 2003, Dunn et al; 2004). En este trabajo se 

cuantificaron los niveles de esfinganina y fitoesfingosina como intermediarios del 

metabolismo de esfingolípidos.  

La extracción de las bases esfingoideas a partir de los embriones de maíz se 

realizó con acetato de etilo y para su cuantificación, se formó un derivado con NDA que 

se separó por cromatografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC) con detección por 

absorción de luz UV (254 nm).  

Bajo estas condiciones las dos bases esfingoideas que se pudieron identificar y 

cuantificar fueron, la esfinganina y fitoesfingosina que se resolvieron satisfactoriamente 

con tiempos de retención promedio de 8.42 min (± 0.18 interensayo) y 4.8 min (± 0.12 

interensayo) respectivamente. La Figura 20 muestra un cromatograma de una 

coinyección de 5 pmoles de estándares de estas dos bases esfingoideas. Para poder 

realizar la cuantificación se obtuvo el rango de linearidad de la respuesta y se determinó 

que fue de 1 a 4 pmoles para ambas bases, lo que permitió realizar curvas de 

calibración (Apéndice). 

La extracción y cuantificación de las bases esfingoideas se realizó a partir de tres 

muestras independientes. Además de corroborar los tiempos de retención de la 

esfinganina y fitoesfingosina en los extractos lipídicos con los estándares, se realizó 

otra prueba para confirmar su identidad. Esta prueba consistió en inyectar el extracto 

lipídico omitiendo el agente derivatizante (Figura 21A), y como se muestra, no se 

observó ningún compuesto que absorba luz UV de forma significativa en este extracto 

en los tiempos de elución de las bases esfingoideas. En contraste, al hacer la reacción, 

se formaron varios compuestos que absorben luz UV, y entre éstos se detectaron los 

picos correspondientes a la fitoesfingosina (Tr=4.794 min) y esfinganina (Tr=8.361). 
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Además, se detectaron otros compuestos que reaccionaron con el NDA y algunos de 

ellos muy abundantes en los picos C, D y E que se indican en el cromatograma y que 

tuvieron tiempos de retención 5.6 – 6 min, 6.8 – 7.2 min y 7.8 – 8.1 min respectivamente 

(Figura 21B). Estos intervalos en los tiempos de retención que se reportan 

correspondieron a variaciones de muestras corridas en distintos días. Sin embargo, la 

variación en TR fue de apenas (0.06 min) para la esfinganina y de manera similar para 

los otros compuestos.  

 

 

 

 

 

 
Figura 20. Separación de los derivados de NDA de fitoesfingosina (A) y esfinganina (B) 
por cromatografía en fase reversa. Los derivados se detectaron por absorción de luz UV (254 
nm). Se inyectaron 5 pmoles de ambos estándares en 20 µL. Fase móvil: metanol : KH2PO4 (5 
mM) (93.5 : 6.5). Flujo: 1 mL/min. 
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Figura 21. Cromatogramas de la detección de bases esfingoideas por HPLC A.  
Cromatograma de un extracto que corresponde a un control de 3 h sin NDA. B. Cromatograma 
que corresponde a una muestra control de 6 h con NDA. Para ambos cromatogramas se 
inyectaron 2.5 mg equivalentes de tejido en 20 µL. A. Fitoesfingosina, B. Esfinganina. Fase 
móvil: metanol : KH2PO4 (5 mM) (93.5 : 6.5). Flujo: 1 mL/min. 
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Figura 22. Niveles de esfinganina en embriones de maíz infectados con F. Verticillioides. 
La esfinganina se analizó por HPLC a partir de los derivados formados con el reactivo NDA que 
absorben UV. 

 

 

La Figura 22 muestra los niveles de esfinganina en los embriones de maíz antes 

de ser inoculados y a varios tiempos después de la inoculación. Se observó un bajo 

contenido de esfinganina (0.27 pmoles ESN/mg tejido fresco) a las 12 h de germinación 

y un incremento importante tres horas después del tratamiento. Este aumento 

comparable en los niveles de esfinganina se observó incluso en los embriones no 

inoculados, lo que implica que el tratamiento de sumergirlos en agua y la manipulación 

producen probablemente un estrés osmótico y mecánico respectivamente que causan 

esta elevación. Una vez adaptados al medio de cultivo no se observaron cambios en los 

niveles de esfinganina 6 h post inoculación pero a las 9 h se observó un incremento del 

100% y 56% (p < 0.01) en el contenido de esta base esfingoidea con las cepas MY3 y 

Tiempo germinación  (h) 

Tiempo postinoculación (h) 
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CHQ1 respectivamente. Este aumento fue transitorio pues a los dos tiempos posteriores 

(12 y 15 h.p.i.) los niveles de esfiganina fueron significativamente menores que en los 

embriones no inoculados (p < 0.05). 

La cuantificación de la fitoesfingosina se dificultó debido a que esta base 

esfingoidea se encontró en niveles menores que la esfinganina y al ser un compuesto 

más polar tuvo un tiempo de retención muy corto que evitó una adecuada resolución en 

el extracto. Solamente en las muestras de 9 h se pudo detectar la fitoesfingosina y se 

observó un incremento de 3 veces en los embriones inoculados con la cepa MY3 (1.18 

± 0.37 pmoles/mg tejido fresco) con respecto al control (0.40 ±. 0.25 pmoles/mg tejido 

fresco). En los embriones inoculados con la cepa CHQ1 no se observaron cambios 

significativos en los niveles de esta base esfingoidea (0.51 ± 0.15 pmoles/mg tejido 

fresco). 

Aunque no conocemos la identidad de los compuestos que eluyen en los otros picos, 

también se analizó su abundancia relativa en los embriones control y en los embriones 

inoculados pues, de acuerdo a las condiciones de extracción y formación del derivado, 

se puede inferir que son bases esfingoideas con un grupo amino libre. Esto resulta 

interesante pues podrían ser posibles bases esfingoideas, pues se sabe que en plantas 

existe una gran heterogeneidad estructural entre estos compuestos, principalmente por 

la inserción de instauraciones o hidroxilaciones sobre el esqueleto de esfinganina (Dunn 

et al; 2004). Los resultados se muestran en la Tabla 7 donde se reporta el tiempo de 

retención y el área/mg de tejido en muestras de 9 h.p.i., tiempo en el cual se observó la 

mayor acumulación de la esfinganina. El pico C, con tiempo de retención entre 5.6 y 6 

min mostró una gran variabilidad por lo que fue difícil determinar su perfil de 

acumulación. En cambio, el área de los picos D y E si se pudo cuantificar 

adecuadamente y mostraron un perfil similar al de la esfinganina. Se observó un 

incremento del 117% y 126% de los compuestos eluyendo en los picos D y E 

respectivamente en los embriones inoculados con la cepa MY3. Un incremento del 78% 

y 118% de los picos D y E también se observó en los embriones inoculados con la cepa 

CHQ1. Asimismo, a las 12 h.p.i. los valores de área/mg de tejido de estos tejidos no 

mostraron diferencias significativas con respecto al control.  
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Tabla 7. Análisis de dos picos que fueron identificados en los cromatogramas para el análisis de 
bases esfingoideas. 
 

                                              Área/mg tejido 

Pico Tiempo retención 
(min) 

Embriones Control Embriones 
inoculados con MY3 

por 9 h.p.i. 

Embriones 
inoculados con 

CHQ1 por 9 h.p.i. 
D 6.8-7.2 4052 ± 856a  8823 ± 1749b 7240 ± 987b 

E 7.8-8.1 4809 ± 1955c 10897 ± 2648d 10516 ± 923d 
aLas medias seguidas con la misma letra en el mismo renglón no difieren significativamente.  

 

 

3. ANÁLISIS DE LOS NIVELES DE TRANSCRITO DEL GEN LCB2 DE LA SPT DE 

MAÍZ EN RESPUESTA A LA INFECCIÓN POR F. verticillioides. 

3.1 Clonación e identificación de ZmLCB2. 

Para saber si la acumulación de esfinganina era resultado de una inducción 

transcripcional en la expresión de genes de la SPT, se evaluaron los niveles del 

transcrito de la subunidad catalítica (LCB2) de esta enzima. 

Dado que se diseñaron cebadores heterólogos basados en la secuencia de arroz 

se realizó un ensayo de RT-PCR utilizando RNA de hoja de arroz como molde control y 

un pool de RNA de embriones de maíz de diferentes horas de germinación (6, 12, 24 y 

48 horas). Con ambos moldes se obtuvo un producto de amplificación que migró arriba 

del marcador de 400 pb (Figura 23A carriles 2 y 3) y no se observó ningún otro producto  

de amplificación inespecífica en los controles negativos, que fueron la amplificación con 

el cebador Rv (Figura 23A carril 4) y la amplificación directa a partir de RNA (Figura 23A 

carril 5).  
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Figura 23. Amplificación e identificación de ZmLCB2. A. Amplificación del fragmento de 412 
pb de la subunidad LCB2 de la SPT. Carril 1: Marcador PM 100 pb. Carril 2: cDNA de arroz + 
Fw + Rv. Carril 3: cDNA de embriones de maíz + Fw. Carril 4: cDNA de embriones de maíz + 
Rv. Carril 5: RNA de embriones de maíz B. Alineamiento a nivel de nucleótidos de la secuencia 
obtenida de Zea mays  con la secuencia de Oryza sativa (No. Acceso CA766093)  
 

Para confirmar la identidad del producto, éste se clonó en el vector p-GEM que 

se usó para transformar células competentes de Escherichia coli DH5α. Se purificó el 

plásmido y se secuenció el inserto de 412 pb que se comparó con el cDNA de arroz 

(Figura 23B). 

Se obtuvo un porcentaje de identidad del 91% a nivel de nucleótidos con esta 

secuencia. La traducción de la secuencia de nucleótidos generó un sólo marco abierto 

de lectura cuya secuencia se analizó usando el programa Blast que reportó 

exclusivamente secuencias de LCB2 de distintas especies y al alinear esta secuencia 

con las secuencias de las proteínas de arroz, papa y A. thaliana se encontró una alta  

identidad del 97 87 % y 86 % respectivamente. Además, se identificó en la secuencia 

de ZmLCB2 el sitio de unión a piridoxal fosfato -GTFTKSFG-, motivo que está 

ZmLCB2     ACGAGGCACA CAGTATTGGA GCTGTTGGGA AAACAGGGAG AGGTGTTTGT GAGCTGCTCG GAGTGGATCC AGCTGATGTT
OsLCB2     ACGAGGCACA CAGTATTGGA GCTGTTGGTA AAACCGGGAG AGGTGTTTGT GAGCTACTAG GTGTGGATCC AGCTGATGTC
  
ZmLCB2     GACATTATGA TGGGTACATT CACAAAATCA TTTGGATCAT GTGGAGGTTA CATTGCAGCA TCAAATGAGA TTATTCACCA
OsLCB2     GATATTATGA TGGGAACATT TACTAAATCA TTTGGATCAT GCGGAGGTTA CATTGCAGCA TCAAAAGAGA TTATTGATCA
  
ZmLCB2     TCTAAAGCAT ACATGCCCAG CCCATATTTA TGCAACATCC ATGTCACCTC CAGCAGTCCA GCAGGTCATT TCAGCTATAA
OsLCB2     TCTGAAGCAC ATATGCCCTG CCCATATCTA TGCAACATCC ATGTCACCTC CAGCTGTTCA GCAGGTCATT TCTGCAATAA
  
  
ZmLCB2    AGGTCATCCT TGGGGAAGAT GGAACTAACA GAGGGGCCAA GAAGCTCGCT CAAATTCGAG AGAACAGCAA TTTCTTCCGC
OsLCB2    AAGTTATCCT TGGTGAAGAT GGATCTAACA GAGGGGCCAA GAAGCTTGCT CAGATTCGAG AGAACAGCAA TTTCTTCCGT
  
ZmLCB2    TCGGAGCTTC AGAAAATGGG TTTTGAGGTT CTTGGAGATA ATGATTCACC TGTCATGCCT ATCATGCTTT ACAATCCTGC
OsLCB2    TCAGAGCTTC AGAAAATGGG TTTTGAAGTT CTTGGAGACA ATGACTCGCC GGTCATGCCT ATCATGCTTT ACAATCCTGC  
  
ZmLCB2    TGAAATACCT GC 
OsLCB2    TGAAATACCT GC 
 

B 

    1   2  3  4  5 A 
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conservado en todas las proteínas LCB2 de otras especies, incluyendo mamíferos y 

levadura (Figura 24). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Alineamiento a nivel de aminoácidos de la secuencia de LCB2 obtenida de 
maíz (Zea mays) con la secuencia de LCB2 de otras especies vegetales. Arabidopsis 
thaliana (No. Acceso NM_122272), Solanum tuberosum (No.Acceso AJ242659) y Oryza sativa 
(No. Acceso NP914892).La región de unión a piridoxal fosfato se encuentra remarcada y la 
secuencia obtenida de Zea mays se encuentra subrayada. 

 

3.2.Optimización del ensayo semicuantitativo para el análisis del transcrito 

ZmLCB2 por RT-PCR. 

Para elegir la concentración de cebadores y el número de ciclos óptimos para la 

amplificación del producto de 412 pb de ZmLCB2, se realizaron diferentes ensayos de 

PCR a partir del cDNA obtenido por RT y se realizó el análisis densitométrico de la 

banda de 412 pb. Se probaron concentraciones de oligonucleótidos que variaron entre 

0.1 y 0.4 µM con 30 ciclos de amplificación. En la Figura 25A se observa que desde la 

A. thaliana.   MITIPYLTAV STYFSYGLLF AFGQLRDFFR RFIDWWF--- -----TSNLQ GYAPICLGHE DFYIRRLYHR IQDCFERPIS
S. tuberosum.  MITIPYLTAL TTYFSYGLLF AFGQFREFFR KIFDWWR--- -----GNNLQ GYAPICLGLE DFYIRRLYLR IQDCFGRPIC
O. sativa.     MVRVPFVTAV TTVFSYGVIF GFGHLRDWFR ALLRSLFSGH SPAAAGTNLK GYAPICGGQE DFYYRRFVRR VQDCFWRPIA 
Z. mays.                                                                                                
 
A. thaliana    SAPDAWFDVV ERYSNDNNKT LKRTTKTSRC LNLGSYNYLG FGSFDEYCTP RVIESLKKFS ASTCSSRVDA GTTSVHAELE
S. tuberosum   SPPDAWFDVV ERLSNDNNKT LKRTTKVSRC LNLGSYNYLG FAASDEYCTP RVIESLKKYS ASTCSARVDG GTTSIHMELE
O. sativa      SKPDAWFDVV ERYSNDSNKT LHRTTKTSRC LNLGSYNYLG FAAADEYCTP RVIESLKKYS ASTCSVRVDG GNTKLHVELE
Z. mays.                                                                                                 
 
A. thaliana    ECVTRFVGKP AAVVFGMGYA TNSAIIPVLI GKGGLIISDS LNHSSIVNGA RGSGATIRVF QHNTPSHLER VLREQIAEGQ
S. tuberosum   ECVANFVGKP AAIVTGMGYV TNSAILPVLI GKGGLIISDS LNHNSIVNGA RGSGATIRVF QHNTPSHLEK VLREHIAEGQ
O. sativa      ELVARFVGKP AAILFGMGYV TNSAIIPALI GKGGLIISDS LNHNSIVNGA RGSGASVQVF QHNNPAHLEE VLREQIAGGQ P
Z. mays         
 
A. thaliana    PRTHRPWKKI IVVVEGIYSM EGEICHLPEV VAICKKYKAY VYLDEAHSIG AIGKTGKGIC ELLGVDTADV DVMMGTFTKS
S. tuberosum   PRTHRPWKKI IVIVEGIYSM EGELCQLPEI VAICKKYKVY VYLDEAHSIG AVGKSGRGVC ELLGVDTADV DIMMGTFTKS
O. sativa       RTHRRWKKI IVIVEGIYSM EGELCKLPEI VAVCKKYKAY TYLDEAHSIG AVGKTGRGVC ELLGVDPADV DIMMGTFTKS
Z. mays.                                                       EAHSIG AVGKTGRGVC ELLGVDPADV DIMMGTFTKS
 
A. thaliana    FGSCGGYIAG SKELIQYLKH QCPAHLYATS IPTPSAQQII SAIKVILGED GSNRGAQKLA RIRENSNFFR AELQKMGFEV
S. tuberosum   FGSCGGYIAG SKELIEYLKY SCPAHLYATS ISPPAAQQII SAIKVILGED GTSRGAQKLA RIRENSNFFR SELQKMGFEV
O. sativa      FGSCGGYIAA SKEIIDHLKH ICPAHIYATS MSPPAVQQVI SAIEVILGED GSDRGAKKLA QIRENSNFFR SELEKMGFEV
Z. mays        FGSCGGYIAA SNEIIHHLKH TCPAHIYATS MSPPAVQQVI SAIKVILGED GTNRGAKKLA QIRENSNFFR SELQKMGFEV
 
A. thaliana    LGDNDSPVMP IMLYNPAKIP AFSRECLRQK VAVVVVGFPA TPLLLARARI CISASHSRED LIRALKVISK VGDLSGIKYF 
S. tuberosum   LGDNDSPVMP IMIYNPGKIP AFSRECLKRS VAVVIVGFPA TPLLLARARI CISAAHSRED LNIALEVISK VGDLTGIKYF 
O. sativa      LGDNDSPVMP IMLYNPAKMP AFSRECLRQK VAIVTVSFPA TPLLLARARI CISASHSRED LIKGLEVISK VGDLVGIKYL 
Z. mays        LGDNDSPVMP IMLYNPAEIP  
  
 
A. thaliana    PAEPKKIEQS KNDIKLD 
S. tuberosum   PAEPQKQQVE ESRVKLE 
O. sativa      PVEHEKTTSA EKLKKIQ 
Z. mays     

Región amino terminal 

Región carboxilo terminal 



                                                                                                                                        Resultados
 

concentración de 0.1 µM se amplificó cuantitativamente el producto de 412 pb, y la 

intensidad de la banda incrementó en forma proporcional a la concentración de los 

cebadores. Se seleccionó una concentración de 0.2 µM para los análisis subsecuentes. 

A partir de esta concentración se probaron diferentes números de ciclos.  

En la Figura 25B se observa una respuesta lineal entre 24, 26 y 28 ciclos, pero a 

partir de 28 ciclos la respuesta de la señal no fue significativamente diferente. Por lo 

que se eligió trabajar con 26 ciclos. De esta manera las condiciones de reacción de RT-

PCR para la amplificación de ZmLCB2  fueron: 57°C de temperatura de alineamiento, 

0.2 µM de concentración de oligonucleótidos y 26 ciclos de amplificación.  

 

 

 
 
Figura 25. Condiciones para la reacción de PCR para la amplificación de un producto de 
412pb ZmLCB2. A. Concentración óptima de cebadores. B. Número de ciclos óptimos para la 
amplificación del producto de ZmLCB2. 
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3.3. Prueba de especificidad de los oligonucleótidos que amplifican ZmLCB2. 

La SPT es una proteína que se encuentra conservada en los organismos 

eucariontes mostrando, entre plantas y la levadura Saccharomyces cerevisiae, una 

identidad entre el 40 y 50%. Por lo que se decidió realizar un ensayo para analizar si los 

oligonucleótidos diseñados para amplificar el fragmento de 412 pb de ZmLCB2 podrían 

amplificar algún producto específico del gen LCB2 del hongo patógeno utilizado. De 

esta manera se aseguraría que en el ensayo de RT-PCR semicuantitativo solamente se 

detectaría al transcrito de maíz. 

Para esto se extrajo DNA genómico de las cepas MY3 y CHQ1 y éste se empleó 

para la amplificación por PCR de la región espaciadora intergénica transcribible (ITS) de 

600 pb lo que permitió evaluar la calidad del DNA extraído y estar seguros que se 

puede realizar confiablemente un ensayo de PCR a partir de ese molde (Figura 26 

carriles 2 y 3 ). 

Se realizó entonces el ensayo de PCR para evaluar si los cebadores LCB2 

podrían amplificar un fragmento del gen LCB2 de F. verticillioides. Se utilizaron las 

mismas condiciones ya establecidas para la amplificación de ZmLCB2 y, como se 

muestra en la Figura 26 (carriles 6 y 7), no hubo ningún producto de amplificación, por 

lo que el fragmento de 412 pb de LCB2 proviene exclusivamente del transcrito de maíz. 

 

 
Figura 26. Prueba de especificidad de los oligonucleótidos para amplificar ZmLCB2. Para 
cada uno de las reacciones se utilizó 100 ng de molde, Zm=Zea mays, -- no se agregó DNA. 
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3.4. Ensayo de RT-PCR para el análisis de ZmLCB2 en embriones de maíz 

durante la infección con F. verticillioides. 

Una vez establecidas las condiciones para el ensayo de RT-PCR 

semicuantitativo, se analizaron los niveles del transcrito ZmLCB2 en los embriones de 

maíz durante la infección con el hongo patógeno utilizando ZmUBQ como ya se 

describió (Figura 18C y 18D). Se realizó el análisis densitométrico del producto de 

amplificación de 412 pb en cada carril y se hizo una relación de los valores de cada 

tiempo con respecto al control. 

 
 
Figura 27. Niveles del transcrito ZmLCB2 en embriones de maíz durante la infección con la cepa 
MY3 de F. verticillioides. A. Niveles de expresión de ZmLCB2 y ZmUBQ por RT-PCR semicuantitativo. 
B. Análisis densitométrico del transcrito ZmLCB2 respecto al control corregidos con ZmUBQ. 
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Los niveles del transcrito LCB2 fueron constantes a lo largo de la germinación 

(Figura 27A) y no se modificaron significativamente en los embriones inoculados con la 

cepa MY3 de F. verticillioides. Se observaron cambios discretos de alrededor del 25% 

que difícilmente se pueden considerar significativos, por la limitación de esta técnica. 

Tampoco en los embriones inoculados con la cepa CHQ1 se observó un cambio 

significativo en los niveles del transcrito ZmLCB2, pues también se presentaron 

variaciones de alrededor del 25% con respecto al control (Figura 28A). En este 

experimento se incluyeron muestras también de embriones secos y de embriones de 12 

h de germinación justo antes de la inoculación y se observa que los niveles de este 

transcrito fueron muy similares a los que se observa en las otras muestras.  

 
Figura 28. Niveles del transcrito ZmLCB2 en embriones de maíz durante la infección con 
la cepa CHQ1 de F. verticillioides.. A. Niveles de expresión de ZmLCB2 y ZmUBQ por RT-
PCR semicuantitativo. B. Análisis densitométrico del transcrito ZmLCB2 respecto al control y 
valores corregidos con los datos de ZmUBQ. 
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VI. DISCUSIÓN 

 

Interacción maíz-Fusarium verticillioides. 

El sistema de interacción planta patógeno que se estudió en este trabajo fue a 

través de la inoculación de embriones de maíz con Fusarium verticillioides (syn. 

moniliforme) durante la germinación. Este modelo representa una interacción natural 

dado que este hongo es uno de los fitopatógenos que frecuentemente se encuentra 

asociado a la semilla de maíz. La incidencia de esta especie en granos de maíz 

representa hasta el 80% del total de las cepas de hongos aislados (Cortez-Rocha et al; 

2003; Sánchez-Rangel et al; 2005). Además, puede colonizar a la planta de maíz 

durante distintas etapas de desarrollo y en diferentes órganos como la raíz, tallo, 

mazorca y granos, causando la pudrición de éstos (Nelson, 1992).  

F. verticillioides puede acceder a la semilla en formación a través de la infección 

del pistilo y crecer por el pericarpio del grano. Otras vías de entrada del hongo a la 

semilla son las fisuras y heridas causadas por acción del viento, lluvia ó insectos en la 

superficie del perciarpio (Nelson, 1992). La entrada por estos mecanismos en este 

tejido implica que el hongo queda estratégicamente posicionado para infectar una 

nueva planta durante los eventos de germinación y post-germinación. Aún en estas 

etapas tempranas del desarrollo, en las semillas se induce una serie de respuestas de 

defensa conducentes a contrarrestar el ataque del patógeno.  

Se han establecido diversas estrategias para la inoculación de semillas de maíz 

con el hongo F. verticillioides. En todos los casos se utiliza una suspensión de conidias 

colectada a partir de un cultivo sólido de F. verticillioides en agar PDA de 

aproximadamente 1 semana de crecimiento. Las conidias son cuantificadas en un 

hemacitómetro y en la mayoría de los casos se utiliza una suspensión de conidias del 

orden de magnitud 105 (50 µL en cada semilla). Lo que difiere en las distintas 

estrategias es la parte de la semilla utilizada así como el método de inoculación. En 

este trabajo se estableció la infección de embriones de maíz de 12 h de germinación 

que se mantuvieron por 30 min en una suspensión de conidias y posteriormente se 

sembraron en agar sólido. La principal diferencia de este sistema con el reportado por 

otros autores (Casacuberta et al; 1991) es que se utilizaron embriones de maíz en vez 

de semilla completa. La ventaja que ofrece el sistema establecido es que permite  
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estudiar las respuestas tempranas de las células del embrión a la presencia del 

patógeno, pues se observó inducción del gen ZmPR1 a partir de las 6 horas post-

inoculación (h.p.i). En contraste, cuando se ha usado semilla completa, esta respuesta 

se observa a partir de las 48 h.p.i. (Casacuberta et al; 1991). Aunque el uso del embrión 

implica eliminar las barreras de defensa como el pericarpio y capa de aleurona, resultó 

útil este sistema pues, al disectar el endospermo y pericarpio, se eliminó la posibilidad 

de trabajar con semillas infectadas naturalmente con F. verticillioides. Como ya se 

inidicó, este es un hongo muy ubicuo en maíz y se encuentra en el pericarpio de más 

del 80% de semillas de maíz (Sánchez-Rangel, 2003). Otra estrategia de inoculación 

que se ha utilizado es la establecida por Bluhm y Woloshuk (2005), en la cual utilizan 

semilla completa perforada con una aguja para facilitar la entrada y posterior 

colonización de conidias del hongo patógeno. Sin embargo este sistema no es óptimo 

para el estudio de los mecanismos de defensa del maíz pues se tendría que discernir 

entre las respuestas inducidas por el patógeno y las inducidas por daño por herida 

ocasionadas por la perforación. 

La infección de F. verticillioides no tuvo un efecto significativo en la toma de agua de los 

embriones durante las primeras 12 h.p.i. que corresponde a la fase II de la germinación. 

Para la cepa MY3 solamente se observó una diferencia significativa con respecto al 

control a las 36 h.p.i. (p < 0.05) presentando una reducción de aproximadamente un 

30% en este parámetro fisiológico. A este tiempo, el tejido de maíz fue totalmente 

invadido por el hongo lo cual se puede apreciar a nivel macroscópico. Para la cepa 

CHQ1 se observaron diferencias significativas a las 24 h.p.i. con respecto al control (p < 

0.001); 12 h antes de lo que ocurre con la cepa MY3. Esta diferencia posiblemente se 

debe a que bajo las condiciones de humedad y temperatura utilizadas en el estudio se 

favoreció particularmente la germinación de conidias de la cepa CHQ1, lo que se 

tradujo en un mayor y rápido crecimiento de micelio en el tejido de maíz, o que en la 

suspensión de esporas existieran restos de micelio. Sin embargo, es relevante señalar 

que en las primeras horas postinoculación (3 a 15 h) en los cuales se centró este 

trabajo, es un intervalo que corresponde a la fase II de la germinación en donde ya 

existe un metabolismo celular muy activo como eventos de respiración, síntesis de ATP, 

síntesis de ARNm y de proteínas (Bewley & Black, 1986, Bewley, 1997). Además que 
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durante este periodo de tiempo no se observó un retraso en la germinación del embrión, 

lo que permitió el estudio de las respuestas celulares de éste. 

Se analizó la expresión de ZmPR-1, un gen que codifica una proteína 

relacionada con la patogénesis (proteína PR). El análisis de la expresión de genes PR 

es muy útil ya que funcionan como marcadores de defensa y que en conjunto tienen la 

función de contrarrestar el ataque y diseminación del agente patógeno (Van Loon et al; 

1999). La inducción de la expresión del transcrito de la proteína PR-1 se ha estudiado 

extensivamente en respuestas de defensa, sin embargo, su función es ambigua. 

Alexander y colaboradores (1993) observaron que plantas transgénicas de tabaco que 

expresan constitutivamente el gen PR-1a muestran una mayor tolerancia a la infección 

del oomiceto Phytophthora parasitica. También se ha demostrado directamente la 

actividad antifúngica de PR-1 de tomate pues, in vitro, esta proteína reduce la 

germinación de zoosporas de Phytophthora infestans, e in vivo reduce el área de 

infección en hojas de tomate ocasionadas por este hongo (Niderman et al; 1995). 

En este trabajo se clonó un fragmento de ZmPR-1 en base a una secuencia 

reportada de un transcrito de una proteína PR del grupo 1 que se induce en semillas de 

maíz con 3 días de imbibición infectadas con el hongo F. verticillioides (Casacuberta et 

al; 1991). A partir de la secuencia clonada de ZmPR-1 se realizó un alineamiento 

múltiple de la proteína ZmPR-1 con proteínas PR-1 de otras especies vegetales y se 

encontró una identidad de 75-80% con proteínas PR-1 de especies monocotiledóneas, 

como arroz y cebada y un 53-56% de identidad con proteínas PR-1de especies 

dicotiledóneas, como tabaco y Arabidopsis. 

Se encontraron niveles elevados de ZmPR-1 en los embriones de maíz 

infectados con ambas cepas de F. verticillioides y la inducción es clara y 

aproximadamente 2 veces con respecto a los embriones no inoculados a las 3 y 6 h.p.i. 

Esta inducción, es similar a lo observado por Casacuberta et al; 1991 en semillas 

completas de maíz inoculadas con una suspensión de conidias de F. verticillioides 

(2000-3000 conidias/mL). Estos autores encuentran una fuerte inducción a las 48 h.p.i., 

aunque no muestran resultados a tiempos más tempranos. La inducción de ZmPR-1 

observada también coincide con un reporte anterior en donde utilizaron un anticuerpo 

específico para determinar la localización celular y subcelular de PRms en tejidos de 

semillas de maíz infectadas con F. verticillioides. A las 24 h.p.i. se encontró una 
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acumulación de PRms en los tejidos que se encuentran en contacto con el patógeno 

como la capa de aleurona y el escutelo del embrión de maíz; así como en tejidos que 

no han estado en contacto directo con el patógeno (Murillo et al; 1999).  

Es claro que en los controles de las 3 y 6 h.p.i de los embriones de maíz que 

corresponden al ensayo de la infección con la cepa MY3 (Figura 19A) contienen niveles 

detectables de ZmPR-1, a diferencia de los controles de los embriones infectados con 

la cepa CHQ1. Esto se puede deber a que los embriones utilizados, si bien provienen 

del mismo tipo de maíz, corresponden a lotes diferentes, por lo que posiblemente los 

embriones control que presentan niveles de ZmPR-1 se encontraban previamente 

infectados. Los niveles del transcrito ZmPR-1 a las 9 y 12 h.p.i. son comparables a los 

que se encuentran en los embriones no infectados. Esto no es sorprendente ya que se 

ha demostrado que durante la germinación de semillas de maíz, los niveles del 

transcrito de esta proteína se incrementan a medida que avanza la germinación 

(Casacuberta et al; 1991). Se ha postulado esto como un mecanismo de defensa 

preformado y, si ocurriera la infección durante ó inmediatamente después de la 

germinación, las células vegetales serán capaces de responder rápidamente ante el 

ataque de un patógeno. En nuestro laboratorio hemos observado la presencia de 

transcritos de otras PRs como quitinasas y glucanasas (SanJuan Badillo, 2001) así 

como el transcrito de la HRGP en ejes embrionarios de maíz durante la germinación 

(Greaves, 2005).  

Es evidente que además de ZmPR-1 se pueden inducir otro tipo de proteínas de 

defensa en esta interacción. Por ejemplo, se sabe por técnicas de proteómica que en 

embriones de maíz germinados por 20 horas e inoculados con esporas de F. 

verticillioides se inducen proteínas antioxidantes como la glutatión-S-transferasa y 

catalasa, proteínas de choque térmico, factores de iniciación de la traducción y otras 

PRs como glucanasas y quitinasas (Campo et al; 2004).  

 

Características de las cepas MY3 y CHQ1 de Fusarium verticillioides. 

F. verticillioides es una especie que produce varios metabolitos secundarios, y uno de 

los más abundantes es la FB1 que exhibe toxicidad tanto en animales como en plantas. 

Esta toxicidad se ha relacionado con la capacidad que tiene la FB1 en alterar el 

metabolismo de los esfingolípidos complejos pues es un inhibidor de la enzima 
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esfinganina-N-acil-transferasa que cataliza la acilación de la esfinganina, con una IC50 

de 0.1 µM en preparaciones microsomales de hígado de rata (Wang et al; 1991). Se ha 

observado que la FB1 causa degeneración encefálica en equinos, edema pulmonar en 

cerdos, efectos hepatotóxicos en ratas, y su consumo en maíz contaminado se ha 

asociado con cáncer esofágico en humanos (Marasas et al; 1988; Harrison et al; 1990; 

Gelderblom et al; 1991). En plantas, también se ha demostrado su efecto fitotóxico, 

pues en semillas de maíz inhibe la elongación radicular durante la germinación 

(Dohelert et al; 1994), en hojas de la maleza Datura stramonium produce fuga de 

electrolitos, necrosis y una reducción en el contenido de clorofila (Abbas et al; 1992), y 

en embriones de maíz inhibe la ATPasa de protones de la membrana plasmática y 

causa un incremento en la fluidez de ésta (Gutiérrez-Nájera et al;  2005).  

Dado que en este trabajo se estudió la alteración del metabolismo de 

esfingolípidos asociados a la respuesta de defensa, abordamos la pregunta sobre si los 

cambios observados en el metabolismo de los esfingolípidos durante la interacción 

embriones de maíz-F. verticillioides era debido a la producción de FB1. Para responder 

este cuestionamiento usamos una cepa de F. verticillioides que no produce FB1 y 

analizamos tiempos muy tempranos en la infección en los cuales no hay 

establecimiento propio del hongo y probablemente no hay producción de FB1. 

Los 15 genes de la ruta biosintética de la FB1 están estrechamente ligados en el 

cromosoma 1. Uno de estos genes, FUM1 codifica para una policétido sintasa la cual 

participa en la primera reacción de la biosíntesis al catalizar la formación del esqueleto 

carbonado a partir de acetato. La función de este gen, se ha determinada al 

interrumpirlo pues ocurre una disminución en la producción de fumonisinas en un 99% 

(Proctor et al; 1999; Seo et al; 2001). La presencia de este gen se ha asociado a 

producción de altos niveles de la toxina en algunas cepas de F. verticillioides ya que 13 

cepas que producen FB1 en niveles mayores a 500 µg/g de sustrato se encuentra 

presente el gen (Sánchez-Rangel et al; 2005). La cepa MY3 produce altos niveles de 

FB1 (1.7 mg FB1/g sustrato) a los 28 días de incubación, mientras que en la cepa 

CHQ1 no se encuentra el gen, y en las mismas condiciones de incubación no se 

detecta FB1 (Sánchez-Rangel et al; 2005).  

Además, para que ocurra la producción de FB1, el hongo debe estar bien 

establecido es decir que las conidias germinen y formen el micelio. Cuando F. 
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verticillioides crece sobre granos de maíz como sustrato a una temperatura de 30°C y 

una aw  de 0.98 se observa que las esporas germinan aproximadamente a las 10 h y las  

hifas se elongan entre las 16 y 20 h de incubación (Torres et al; 2003). En semillas 

infectadas con una suspensión de conidias de F. verticillioides se detectan niveles de 

FB1 a partir de las 72 h post-inoculación (Bluhm y Woloshuk, 2005). Esto sugiere que 

en el intervalo de tiempo analizado en este trabajo (3 a 15 h.p.i.) la cepa MY3 no 

produce FB1 pues las conidias se encuentran en etapas muy tempranas de su 

germinación. A partir de embriones de maíz infectados por 9, 12 y 24 h por la cepa MY3 

se realizó una extracción de FB1 y un análisis por TLC con un límite de detección 

aproximado de 500 µg FB1/g sustrato (Sánchez Rangel et al. 2005). Este ensayo no 

mostró ninguna mancha con un Rf similar o igual al RF que presentó el estándar de 

FB1 utilizado (resultados no mostrados). 

La biosíntesis de fumonisina no solo depende de los genes en el cromosoma 1 

sino de condiciones ambientales como pH, disponibilidad de nitrógeno y composición 

bioquímica del grano de maíz. Además, también depende de productos de genes que 

no se encuentran en el cromosoma 1, como la ciclina Fcc1 que interactúa con Fck1, 

una cinasa dependiente de ciclina que regula la producción de fumonisina y la 

formación de conidias (Flaherty et al; 2004; Bluhm y Woloshuk, 2006). Otro gen, PAC1 

que se sugiere es un represor transcripcional de los genes FUM (Flaherty et al; 2004) y 

ZFR1 que codifica para un polipéptido que contiene un motivo de unión a DNA y que 

pertenece a una familia de reguladores del metabolismo secundario de hongos. 

 

Elevación de esfinganina en embriones de maíz durante la infección de Fusarium 

verticillioides. 

Debido a que los esfingolípidos, además de formar parte de las membranas 

celulares, tienen funciones de señalización, se exploró si ocurre alteración en los 

niveles de estos lípidos cuando la planta es retada con F. verticillioides. Se cuantificaron 

los niveles de esfinganina y fitoesfingosina debido a que la primera base esfingoidea es 

un intermediario en la biosíntesis de esfingolípidos complejos, y la segunda es un 

producto de hidroxilación de esfinganina (Dunn et al; 2004; Sperling et al; 2003). 
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En la Figura 22 se muestran los niveles de esfinganina a las 3, 6, 9, 12 y 15 h.p.i. 

y en este intervalo de tiempo se observaron niveles constantes en las muestras control 

mientras que en los embriones infectados 9 h.p.i. se observó un incremento del 100% y  

56% en los niveles de esta base con las cepas MY3 y CHQ1 respectivamente. A los dos 

tiempos posteriores (12 y 15 h.p.i.) los niveles de esfiganina fueron significativamente 

menores que en los embriones no inoculados. La fitoesfingosina se encontró en niveles 

muy bajos por lo que se dificultó su cuantificación y análisis. Solamente en las muestras 

de 9 h.p.i. se pudo detectar esta base y se observó un incremento de 3 veces en los 

embriones inoculados con la cepa MY3 (1.18 ± 0.37 pmoles/mg tejido fresco) con 

respecto al control (0.40 ± 0.25 pmoles/mg tejido fresco). En los embriones inoculados 

con la cepa CHQ1 no se observaron cambios significativos en los niveles de esta base 

esfingoidea (0.51 ± 0.15 pmoles/mg tejido fresco) lo que se deba posiblemente a que el 

incremento en la esfinganina es 50% menor que el incremento que se presenta con la 

cepa MY3. Estos resultados corresponden a un incremento real en los niveles de 

esfinganina pues, como ya se demostró, durante estos tiempos no ocurrió ningún 

cambio en la masa del embrión inoculado con respecto al control. El incremento en los 

niveles de esfinganina puede tener significado fisiológico relevante pues los niveles de 

esta base esfingoidea se mantienen constantes durante la germinación, esto evaluado 

desde las 12 hasta las 60 horas de germinación total (Rivas SanVicente, 2001). 

También se identificaron otros picos de elución en los cromatogramas obtenidos 

para el análisis de bases esfingoideas que resultaron de nuestro interés por la 

abundancia en la que se presentan, un primer pico con un tiempo de retención entre 6.8 

- 7.2 min y un segundo pico con tiempo de retención entre 7.8 - 8.1min. De acuerdo al 

principio de la técnica de extracción y posterior reacción de derivatización utilizadas, se 

puede inferir que los picos corresponden a compuestos de naturaleza lipídica con un 

grupo amino libre que reacciona con el NDA; por lo que posiblemente son también 

bases esfingoideas. Además, el patrón de acumulación de los compuestos que eluyen 

en ambos picos, a las 9 y 12 h.p.i, es similar al de la esfinganina y, por los tiempos de 

retención pudieran corresponder a bases más polares que la esfinganina, por ejemplo 

podría ser una base esfingoidea dihidroxilada con una o dos instauraciones. Se sabe 

que en plantas, a diferencia de mamíferos y S. cerevisiae, la composición de las bases 

esfingoideas es más variable. La mayoría se derivan de la D-eritro-esfinganina (DHS) 
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como los isómeros cis y trans de la 4,8-esfingadienina (d18:2), 4-dihidroxi-8-esfingenina 

(t18:1) y la 8-esfingenina (d18:1) las cuales son las más abundantes y que se muestran  

en la Figura 8. Para formar estas bases derivadas de la DHS se requiere de la actividad 

de tres enzimas: la LCB ∆4-desaturasa, LCB ∆8-desaturasa y LCB 4-hidroxilasa. La LCB 

∆8-desaturasa no es estereo específica ya que forma isómeros cis y trans en la posición 

∆8-, además que reconoce tanto di y tri-hidroxi LCBs; por lo que se ha atribuido que la  

heterogeneidad estructural de los esfingolípidos en plantas se debe en gran medida a la 

actividad de esta enzima. (Sperling et al; 2002). 

 

Resulta interesante el incremento en los niveles de esfinganina observados tres 

horas después de sumergir a los embriones en agua o en la suspensión de esporas. 

Este incremento se pudiera atribuir al estrés osmótico y/o mecánico que sufren los 

embriones durante el proceso de inoculación y no asociado al desarrollo durante la 

germinación pues sabemos que los niveles de esfinganina se mantienen constantes a 

lo largo de la germinación (Rivas SanVicente, 2001). Aunado a este primer incremento, 

los niveles de esfinganina se duplicaron en los embriones inoculados con F. 

verticillioides. Esta elevación súbita del intermediario de la biosíntesis de esfingolípidos 

resulta muy interesante pues sugiere que esta molécula pudiera estar participando en 

una cascada de señalización pues cumple las características principales de un segundo 

mensajero (Nelson, 2001): 1) es una molécula de bajo peso molecular que puede 

difundir libremente en la célula,  2) bajo condiciones de homeostasis celular, que en 

este caso son los embriones no inoculados se encuentra en niveles bajos y constantes 

(Dickson et al; 1997, Meier et al; 2006) y 3) su elevación es transitoria. En este estudio 

se tomaron muestras cada tres horas pero será interesante determinar en el intervalo 

entre 6 y 9 h.p.i, el tiempo preciso de mayor acumulación de este metabolito. 

De acuerdo a la temporalidad de la acumulación de esfinganina y al tipo de 

estímulo, esta base esfingoidea podría estar participando en eventos tempranos de la 

respuesta de defensa iniciados posiblemente por el reconocimiento, vía receptores de 

membrana plasmática, de algún componente de la pared celular de las conidias del 

hongo. En embriones de maíz tanto la esfinganina como la  fitoesfingosina aplicadas 

exógenamente, inducen un aumento en los niveles de ácido salicílico, que es una 
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molécula de señalización que participa en la respuesta de defensa y en la resistencia 

sistémica adquirida. Este incremento en los niveles de ácido salicílico se puede explicar  

porque la esfinganina exógena induce la expresión del transcrito de la enzima 

fenilalanina amonio liasa (PAL), la primera enzima de la ruta biosintética de 

fenilpropanoides para la producción de fitoalexinas y ácido salicílico (Rivas San Vicente, 

2004). Asimismo, la esfinganina (20 µM) induce la producción del radical superóxido por  

una NADPH oxidasa, medido por reducción de NBT, en embriones de maíz (Rodríguez-

Mejía, 2006).  

La elevación en los niveles de bases esfingoideas, como parte de una respuesta 

a estrés, también se ha demostrado en otros organismos. En Saccharomyces  

cerevisiae sometida a estrés por calor (37-39°C) se observa un incremento en los 

primeros 20 min en los niveles de esfinganina y fitoesfingosina de 2 a 3 veces con 

respecto al control. Este incremento es transitorio pues aproximadamente a los 40 min 

se alcanzan niveles similares al control (Dickson et al; 1997). Se ha propuesto esta 

elevación transitoria de bases esfingoideas como un mecanismo de señalización para 

activar un metabolismo termoprotector. Entre los blancos celulares propuestos está la 

activación, por esfinganina exógena, del gen TPS2 que codifica para la subunidad de la 

trealosa sintasa, enzima que cataliza la formación del disacárido trealosa, un 

termoprotector de proteínas y membranas durante el estrés por calor (Dickson et al; 

1997). Por otra parte, la fitoesfingosina exógena activa la vía proteolítica dependiente 

de ubiquitina del proteasoma 26S. En la mutante condicional lcb1-100, que es incapaz 

de sintetizar esfingolípidos de novo a altas temperaturas, se reduce la proteólisis 

durante el estrés por calor (Chung et al; 2000). Asimismo, se ha demostrado que se 

requieren bases esfingoideas para el inicio de la traducción de proteínas durante la 

respuesta a estrés por calor en S. cerevisiae. La mutante lcb1-100 presenta una 

reducción de más del 50% en la incorporación de [35S]-Met en las proteínas durante el 

choque térmico, sugiriendo que la síntesis de bases esfingoideas influye en el inicio de 

la traducción, regulando de alguna forma la unión del complejo iniciador en 5´-cap. Esta 

reducción no se observó en cepas mutantes incapaces de fosforilar a las bases 

esfingoideas, ni en cepas incapaces de producir ceramida, por lo que el efecto 

observado se debe al déficit de bases esfingoideas. (Meier et al; 2006). 
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La actividad biológica de las bases esfingoideas también se ha demostrado en 

hongos filamentosos como Aspergillus nidulans. Tanto la esfinganina como la 

fitoesfingosina exógenas inducen eventos característicos de muerte celular apoptótica, 

pérdida de la asimetría de la membrana plasmática, condensación de DNA y 

fragmentación de DNA (Cheng et al; 2003). En la planta Commelina communis el 

incremento en los niveles de ABA durante el estrés por sequía estimula la producción 

de esfingosina 1-fosfato (S1P) que induce un incremento en la concentración de Ca2+
cit  

en las células guardia y la consecuente reducción de la apertura del estoma (Ng et al; 

2001).  

La literatura sobre esfingolípidos como moléculas de señalización en plantas 

contrasta con lo que se conoce sobre fosfolípidos, por lo que es interesante comparar  

ambos campos. El catabolismo de fosfolípidos membranales propiciado por la acción de 

fosfolipasas, origina moléculas con actividad biológica, como el ácido fosfatídico (PA) y 

ácidos grasos libres. En células en suspensión de tomate (Lycopersicon esculentum) 

tratados con elicitores inespecíficos, como quitotetraosa, xilanasa ó flg22, se induce un 

incremento de PA en los primeros 2 min, alcanzando un máximo alrededor de los 10 

min y regresando a un estado basal aproximadamente a los 80 min (van der Luit et al; 

2000). Los niveles de PA registrados fueron de 2 a 4 veces mayores que en los 

controles, y este incremento fue transitorio, al igual que el comportamiento que se 

observó en los niveles de esfinganina en embriones de maíz durante la infección con F. 

verticillioides.  

Otro producto de la actividad de fosfolipasas (PLA) son los ácidos grasos libres 

que pueden funcionar como sustratos para generar oxilipinas, que se ha postulado, 

tienen actividad antimicrobiana (Mueller et al; 1993). En plantas de Eschscholtzia 

californica tratadas con un elicitor de levadura se incrementan los niveles de ácido 

linolénico alcanzando un máximo entre las 2 y 3 horas después del tratamiento y los 

niveles se mantienen a lo largo de 3 h posteriores. El mayor incremento presentado fue 

de 2 a 3 veces respecto al control y a tiempos muy tempranos, sin embargo no se sabe 

si es transitorio debido a que no se monitorearon tiempos posteriores (Mueller, 1993). 

La función de los ácidos grasos como mediadores de una respuesta de defensa, se ha 

propuesto de acuerdo a experimentos realizados con la mutante de Arabidopsis 

fad7/fad8, la cual es incapaz de sintetizar ácidos grasos trienóicos 16:3 y 18:3. Esta  
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mutante desarrolla una ineficiente respuesta de resistencia contra cepas avirulentas de 

P. syringae y no presenta un estallido oxidativo (Yaeno et al. 2004). Nuestros resultados 

sugieren que se requieren elevaciones discretas en los niveles endógenos de ciertos 

mediadores lipídicos para amplificar una respuesta de defensa a estrés por patógenos. 

Estas elevaciones ocurren inmediatamente o durante las primeras horas postinfección, 

lo que coincide con el incremento discreto de la esfinganina en los embriones de maíz 

infectados durante 9 h con F. verticillioides. 

 

Niveles de ZmLCB2 en embriones de maíz infectados con Fusarium verticillioides. 

Dado el incremento en los niveles de esfinganina observado, se exploró si este 

evento se podría asociar a una activación transcripcional de la SPT, pues además se 

tiene el antecedente de que los niveles de transcrito de una de sus subunidades (LCB2)  

se elevan durante la reacción de resistencia en papa, inoculada con el hongo 

Phytophthora infestans (Birch et al; 1999). 

Para esto, se clonó un fragmento de 412 pb de cDNA de la subunidad LCB2 de 

maíz y se analizaron los niveles de transcrito por RT-PCR semicuantitativo en 

embriones de maíz inoculados con F. verticillioides. Por esta técnica, no se observaron 

diferencias significativas en los niveles de transcrito de LCB2 durante la infección con el 

fitopatógeno, pues sólo se observó un aumento discreto del 20–25% durante las 

primeras horas en los embriones inoculados con F. verticillioides. Esto sugiere que la 

esfinganina se acumula en etapas tempranas durante la respuesta de defensa, pero su 

acumulación no se asocia a una inducción transcripcional de la enzima SPT. Este 

resultado no descarta, sin embargo, que la elevación en los niveles de esfiganina sea 

producto de la biosíntesis de novo, pues la actividad de la enzima puede estar regulada 

a nivel post-traduccional. Este tipo de regulación se ha obsevado en células de 

mamíferos sometidos a distintos estímulos que inducen apoptosis. El tratamiento de 

células PCC7-Mz1 de carcinoma de ratón con ácido retinóico produce una acumulación 

de 3.5 veces respecto al control en los niveles de ceramida a las 24 h después del 

tratamiento. Esta elevación coincide temporalmente con un incremento de 2.5 veces en 

la actividad de la SPT sin que se presente un aumento en los niveles del ARNm (Herget 

et al; 72000). De la misma forma, el tratamiento de células de humano Molt-4 con el 

agente etopósido eleva la actividad aproximadamente 2 veces respecto al control de la 
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SPT en las primeras 10 h así como los niveles intracelulares de ceramida sin un 

incremento en los niveles de ARNm de LCB1 y LCB2 (Perry et al; 2000). Finalmente, 

células C6 de glioma de rata tratadas con canabinoides presentan un aumento en los 

niveles de ceramida que se relaciona también con una mayor actividad de la SPT 

mientras que los niveles de transcrito y proteína tanto de LCB1 como LCB2 

permanecen constantes (Gómez del Pulgar et al; 2002). 

Además de una posible activación post-traduccional de la SPT, el incremento en 

los niveles de esfinganina puede provenir de la activación del catabolismo de 

esfingolípidos con la participación de las enzimas ceramidasas. Las ceramidasas son 

enzimas que hidrolizan la ceramida generando una base esfingoidea y un ácido graso. 

Aunque no se ha caracterizado la actividad de ceramidasas en plantas, el genoma de 

Arabidopsis contiene secuencias de los ortólogos YDC1 y YPC1 de levadura que 

codifican ceramidasas alcalinas con pH óptimo de 9.5 y que muestran especificidad por 

fito y dihidroceramida in vitro  (Dunn et al; 2004; Mao et al; 2000).  

El catabolismo de esfingolípidos como una vía regulada en eventos celulares ha 

sido estudiado en mamíferos principalmente en el ciclo de la esfingomielina. Los 

catabolitos biológicamente activos de la esfingomielina son la esfingosina 1-fosfato 

(S1P), esfingosina y ceramida. La esfingomielina es el esfingolípido complejo más 

abundante en células de mamífero y las primeras enzimas que participan en esta vía 

son fosfolipasas denominadas esfingomielinasas. Estas enzimas hidrolizan 

esfingomielina para producir ceramida y fosfocolina. Las esfingomielinasas pueden ser 

activadas por varios estímulos, como el factor TNFα, lipoproteínas de baja densidad 

oxidadas (Ox-LDL) y factores de crecimiento. Una vez que se ha formado la ceramida, 

el metabolito biológicamente activo, éste también puede ser hidrolizado por 

ceramidasas para formar esfingosina e inmediatamente ésta puede ser fosforilada para 

producir esfingosina 1-fosfato, un importante segundo mensajero en mamíferos 

(Alewijnse et al; 2004, Futerman y Hannun, 2004). 

Aunque en este trabajo no se midieron los niveles de LCB1, sería importante 

conocer el perfil de expresión en el sistema en estudio pues se ha sugerido que esta 

subunidad tiene un papel regulatorio. En experimentos de expresión transitoria en  
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células CHO, la acumulación de LCB2 solamente ocurre si hay co-expresión de LCB1. 

En cambio, los niveles de LCB1 se pueden incrementar en asuencia de LCB2 (Yasuda 

et al; 2003).  

De esta forma se pude plantear que el incremento en los niveles de esfinganina 

puede provenir principalmente de dos vías que se ilustran en la Figura 29: 1) 

mecanismos que no dependen de la acción de la toxina FB1 y 2) un mecanismo que 

depende de la actividad de la toxina FB1. Entre los mecanismos que no dependen de la 

producción de FB1 por parte del hongo patógeno, se encuentran la activación de la 

biosínteis de novo de los esfingolípidos complejos, que de acuerdo a los resultados 

obtenidos, no se debe a una activación transcripcional, probablemente se deba a una 

activación a nivel traduccional o post traduccional de la primera enzima involucrada en 

la biosíntesis. También, los niveles de esfinganina pueden provenir de la actividad de 

una ceramidasa que hidrolizará a su sustrato ceramida para generar la base 

esfingoidea (esfinganina) y su correspodiente ácido graso. 

 

Por otro lado, aunque menos probable, se puede presentar un mecanismo 

dependiente de la producción de FB1 por el hongo. Si el hongo produce fumonisina B1, 

la cual es un inhibidor competitivo de la esfinganina N-acil transferasa, causa una 

acumulación de esfinganina y un decremento en los niveles de ceramida y 

esfingolípidos complejos (Wang et al; 1991, Abbas et al; 1992). Una vez que se ha 

provocado una aumento en los niveles de esfinganina, probablemente ésta participe 

como mediador en una respuesta de defensa activando la transcripción específica de 

genes relacionados con un metabolismo de defensa como genes PR e intermediarios 

de la biosíntesis de fenilpropanoides como el SA (Rivas SanVicente, 2004), y especies 

reactivas de oxígeno (Rodríguez-Mejía, 2006). 

Este trabajo aportó evidencia de la acumulación de un intermediario de la 

biosíntesis de esfingolípidos durante los eventos tempranos de una respuesta de 

defensa en plantas. Esto se estudió estableciendo la interacción embriones de maíz en 

germinación - Fusarium verticillioides que resultó un sistema interesante y atractivo para 

estudiar la participación de los esfingolípidos en la respuesta de defensa y la 

comunicación química entre el patógeno y la planta pues F. verticillioides es un 

patógeno ubicuo del maíz y su presencia en la semilla es una forma de acceder a la  
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plántula. En trabajos futuros sería interesante explorar las posibilidades que se plantean 

en la Figura 29 con respecto al origen de la acumulación de esfinganina. En primer 

lugar para discernir entre la biosíntesis de novo y el catabolismo de esfingolípidos se 

podrían seguir las siguientes estrategias. Utilizar un inhibidor altamente específico de la 

biosíntesis de novo, como es el compuesto miriocina, que se sabe que a una 

concentración 1 µM inhibe completamente la síntesis de novo de los esfingolípidos en 

células CHO (Hanada et al; 2000b). Los embriones serían pretratados con el inhibidor y 

posteriormente inoculados con F. verticillioides, y si aún se presenta acumulación de 

esfinganina entonces posiblemente el origen de la esfiganina es por el catabolismo de 

esfingolípidos. Entonces al tratar a los embriones de maíz con (14C)-Ser, se evaluaría 

por cromatografía en capa fina (TLC) los niveles de esfingolípidos complejos, de 

ceramida y de bases esfingoideas. Si hay una reducción en los niveles de esfingolípidos 

complejos, así como de ceramida sugeriría que el aumento en los niveles de 

esfinganina es por la activación de una vía catabólica de los esfingolípidos complejos. 

Para evaluar la posibilidad planteada en la figura 1DB, se debría hacer un análisis más 

detallado de la posible producción de FB1 por F. verticillioides. Se podría cuantificar por 

una técnica más sensible, como HPLC, los niveles de fumonisina en la suspensión de 

conidias utilizada, así como en los embriones de maíz de 3, 6, 9, y 12 h.p.i. También se 

podría utilizar un patógeno incapaz de producir FB1 como F. osyxporum y analizar si se 

induce la acumulación de esfinganina. Posteriormente se deberá evaluar la función de 

la esfinganina en la posible activación de respuestas de defensa. Esto aplicando 

esfinganina exógena en embriones de maíz y estudiar su efecto en la inducción 

transcripcional de genes relacionados con la patogénesis o en la actividad de algún 

intermediario en vías de señalización como proteínas cinasas.  

De esta forma se empezarán a contestar preguntas acerca del papel funcional de 

los esfingolípidos durante la transducción de las señales durante la invasión de un 

patógeno para responder rápidamente ante este ataque aumentando así las 

probabilidades de la planta a sobrevivir en el medio ambiente desfavorable.  
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Figura 29. Mecanismo propuestos para el incremento en los niveles de esfinganina en 
embriones de maíz durante la interacción con Fusarium verticillioides. A) Mecanismos 
independientes de FB1, B) Mecanismos dependientes de FB1. SPT: serina palmitoil 
transferasa, 3KSR: 3-cetodihidroesfinganina reductasa, NAT: N-aciltransferasa, FB1: fumonisina 
B1. PR: relacionadas con la patogénesis. 
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VII. CONCLUSIONES 

 
 

En este trabajo se estableció un sistema de inoculación reproducible para 

estudiar la respuesta de defensa en embriones de maíz a la infección de Fusarium 

verticillioides, hecho que se comprobó por la elevación (3 – 6 h) en los niveles del 

transcrito ZmPR-1, un gen relacionado con la patogénesis. Esta respuesta precedió a la 

elevación en los niveles de esfinganina que se incrementaron transitoriamente, 

indicando una alteración en el metabolismo de esfingolípidos como parte de la 

respuesta de defensa. Este incremento en los niveles de esfinganina no parece 

asociarse a una activación transcripcional del gen LCB2 que codifica una de las 

subunidades de la serina palmitoil transferasa, la primera enzima en la biosíntesis de 

esfingolípidos. El incremento en los niveles de esfinganina es independiente a la 

presencia de FB1 pues se observó en los embriones de maíz inoculados con la cepa no 

productora de  la toxina y durante las primeras horas de la infección en las que, 

probablemente, no hay producción de toxina en la cepa MY3. Estos resultados sugieren 

que  la esfinganina podría tener una función en la señalización durante la respuesta 

temprana de defensa del maíz al ataque de patógenos, aunque sus blancos no los 

hemos identificado pues la elevación del transcrito ZmPR1 precedió a la elevación en 

los niveles de la base esfingoidea. 
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IX. APÉNDICE 

 
CONSIDERACIONES IMPORTANTES PARA TRABAJAR CON RNA: 
 
? Trabajar todo el tiempo con guantes y en un área limpia y despejada. 

? Todo el material incluyendo morteros, espátulas, tubos eppendorf y cristalería se 

deben esterilizar por lo menos 1 h en autoclave a 120°C. 

? Preparar H2O con dietilpirocarbonato (Sigma). Se agrega 1 mL de DEPC por cada 

litro de H2O y se esteriliza por 1 h en autoclave a 120°C. 

? Todas las soluciones que se utilizan deben estar preparadas con H2O-DEPC. 

 
 
Se obtuvieron los espectros de absorción de las muestras de RNA obtenidas a partir del 

protocolo modificado de Rochester et al; 1986. Los espectros de absorción se 

realizaron en el intervalo de 200 a 380 nm y como se observa en la Figura 30, a 260 nm 

se obtiene la señal que corresponde al RNA. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Espectro de abscorción de una muestra de RNA obtenida a partir del protocolo 
modificado de Rochester et al. 1986. 
 
CURVAS PATRÓN DE ESFINGANINA Y FITOESFINGOSINA. 
 
Para la cuantificación de bases esfingoideas se construyeron curvas patrón de 1 a 6 

pmoles de los estándares fitoesfingosina y esfinganina y se tomaron los datos de altura 

 260 nm 
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que registra el integrador pues con esta respuesta existe una mayor linearidad en los 

resultados 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Curvas patrón construidas con los estándares. A. Esfinganina y B..Fitoesfingosina. 

 

 
 
v SOLUCION TWEEN 20 (0.5%) 
A 100 mL de agua estéril, agregar 0.5 mL de Tween 20 
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