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INTRODUCCION 

Los hongos son organismos eucaridticos y heterotréficos. Un gran numero 

de especies de hongos ha adquirido la capacidad de desarrollar parte de su ciclo 

de vida en plantas, a menudo causando enfermedad en el hospedero. La invasién 

de plantas por hongos ha repercutido en el desarrollo de la civilizacion, ya que la 

historia de la raza humana ha estado estrechamente relacionada al cultivo de 

especies vegetales que le proveen de alimentos para su subsistencia. De hecho, 

cronicas antiguas de hambrunas, plagas y epidemias, indican que algunas de las 

mas serias enfermedades de plantas como royas, tizones y mohos, ya eran 

conocidas antes de la emergencia de Ja agricultura organizada (Jackson y Taylor 

1996). 

Las enfermedades de plantas ha resultado en pérdidas catrastroficas en las 

cosechas, lo cual a su vez ha producido hambrunas y cambios sociales 

trascendentes. A pesar de que han surgido varias formas de control o ataque 

contra las plagas, aun persiste la amenaza de enfermedades epidémicas de 

plantas, mismas que resultan especialmente peligrosas en aquellas regiones que 

practican los monocultivos. 

Ademas de los efectos de los hongos patégenos en las cosechas, esta 

también el gran riesgo que constituye la infeccién de las plantas sobre la salud de 
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animales y humanos debido a los metabolitos producidos por los hongos. Esta es 

una consecuencia de la mayor importancia. De acuerdo al efecto de los hongos 

patégenos a estos dos niveles, ja atencién a las contaminaciones de granos 

durante la formacion de la semilla en la planta madre o en el almacenamiento 

post-cosecha ha merecido una gran atencién. 

1. HONGOS PATOGENOS DE GRANOS 

En la naturaleza existen muchas especies de hongos patégenos que 

parasitan al maiz, frijol, lenteja, arroz y otros granos de primordial interés para el 

ser humano. Entre Jos principales géneros se encuentran los siguientes: 

Alternaria, Fusarium, y Helmintosporium, aunque un gran numero de otras 

especies ha sido encontrado (Bewley y Black 1987), y cada una de ellas muestra 

un cuadro sintomatico especifico. A continuacion se dan algunos ejemplos de — 

varias enfermedades importantes en plantas, producidas por hongos. 

Cuando hay demasiada humedad, Helmintosportum spp se desarrolla en los 

embriones de la semilla y produce la decoloracién de su cubierta generando en 

algunos casos puntos o manchas negras. 

Puccinia graminis es wn hongo que destruye el tallo de la planta, sus 

esporas son ampliamente diseminadas por el viento y se adhieren a las hojas de 

las plantas que parasitan, a las que utilizan como puerta de entrada, ya que 

producen hifas receptivas que le permiten introducirse en los vasos lefiosos y asi 

llegar al tallo (Ayres y col. 1980).



Ustifago maydis es un hongo ampliamente distribuide en todo el mundo y 

de gran impacto econdmico, Como su nombre fo indica, parasita generalmente al 

maiz. Este hongo crece sobre el grano formando una gran masa de hifas 

induciendo a que el protoplasto se cierre y empaque formando una estructura 

globosa. Posteriormente puede destruir Ia flor y reemplazar el grano con masas 

de esporas 

Fusarium graminearum, F. moniliforme y F. saubinetti son especies de 

hongos que invaden semillas de maiz produciendo inhibicion del desarrollo del 

grano y alin pudricion del mismo. En diferentes momentos del desarrollo de la 

planta, este género produce lesiones necroticas en hojas y pudricion de tallo, raiz 

y hojas (Moore-Lander 1990). Fusarium moniliforme es un hongo que con gran 

frecuencia se encuentra en el maiz almacenado. Este hongo sintetiza muchas 

sustancias t6xicas, entre las que se encuentran Ia serie de fumonisinas FB1, FB2, 

FB3, FB4, FAL, FA2 (Wilson y Ochme 1997), la fusarina C y la moniliformina. 

Fusarium verticillioide, aparentemente también produce moniliformina, 

aunque ello depende de las condiciones de cultivo. Asi por ejemplo, en los 

cultivos del  hongo procedente de maiz sudafricano contaminado, la 

moniliformina no aparece. 

Fusarium graminearum produce el tricoteceno vomitoxina. El maiz 

contaminado puede tener hasta 37 ppm de vomitoxina.



Fusarium nivale crece sobre los cereales y en particular las comidas 

preparadas con arroz contaminado producen mareos y v6mitos (Lindner 1995). 

Generalmente, todos estos hongos actian interfiriendo con procesos 

fisiologicos y metabdlicos de la planta, tales como nutricion, entrada y salida de 

agua, de minerales y iones, respiracién, inhibicion de Ja fotosintesis, ete. (Moore- 

Lander 1990). 

2, MICOTOXINAS 

La interaccion de los hongos patogenos y sus huéspedes es muy compleja: 

comprende tanto mecanismos de ataque del hongo que Je permiten penetrar en el 

hospedero, como mecanismos de defensa del hospedero. El balance final entre 

estas dos estrategias antagonicas lleva a la proliferacién exitosa del patégeno, 0 

bien a su fracaso en la invasion del hospedero. 

Dentro de las formas de ataque de los hongos hacia su huésped, esta la 

produccién de metabolitos secundarios que son secretados en el tejido del 

hospedero. Entre estos metabolitos estan los elicitores y las toxinas. Los 

elicitores son compuestos de naturaleza polisacdrida o peptidica, que tienen. 

receptores especificos en aquellos hospederos que presentan resistencia hacia el 

hongo De esta manera, !a sefial del hongo “recibida” por el hospedero resistente, 

desencadena en éste una serie de reacciones intracelulares que tiene por objeto la 

defensa ante el ataque del hongo (Benhamou 1996}. Otro gran grupo de 

metabolitos secundarios producidos por hongos es el de las toxinas. En la 
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naturaleza existen muchas toxinas de origen fingico, las hay de muy diversa 

estructura quimica y en general son biolégicamente activas a concentraciones 

menores a 10° M (Desjardins y Hohn 1997). Entre las toxinas de hongos mas 

representativas y mejor conocidas estén las siguientes: 

Aflatoxinas.- Especies productoras: Aspergillus flavus y Aspergillus 

parasiticus. 

Etiologia y toxicologia: Contaminantes naturales en cacahuates, semillas de 

algodén, nueces de Brasil, maiz y otros frutos; es una potente toxina hepatica y 

cancerigena; la aflatoxina B1 es cominmente encontrada de forma natural y es la 

mas potente del grupo de las aflatoxinas. 

Estructura quitnica de las aflatoxinas: Es un esqueleto hidrofobico ciclico 

con varios sustituyentes polares. 
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Alcaloides del ergotismo (ergotamina, ergosina) Especie productora: 

Claviceps purpured. 

Ettologia y toxicologia: El hongo parasita el centeno y varias plantas forrajes, ha 

causado muerte en los animales y el hombre en Europa antes del siglo pasado; el 

origen fiingico del ergotismo se establecié en 1764. 

Estructura quimica: contiene un grapo Acido, tres anillos insaturados y un 

anillo ciclico saturado, asi como un grupo metilo unido a un nitrogeno. 

Alcaloides del exgotismo 
(steres peptidicos det 
dcida lisérgico}: ergota- 
ming, ergosina, ergocris- 
tina, ergocriptina, ergo- 

cornina 

  

Geido L-lisérgico) 

Nidutina.- Especie productora: Aspergillus nidulans. 

Etiologia y toxicologia: El moho esté muy distribuido en suelos. El maiz y los 

cereales contaminados con este organismo producen toxicidad aguda en patos, 

ratones y ratas. 

Estructura quimica: esta integrada por un esqueleto de tres anillos, dos de 

ellos aromaticos y un heterociclico, todos ellos contienen varios grupos como 

metilos, cloros e hidroxilos. 

iduls " Nidulina ety 4g oS 
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Ocratoxinas.- Especies productoras: Aspergillus ochraceus, Aspergillus 

melleus y Aspergillus sulphureus. 

Etiologia y toxicologia: La ocratoxina A y sus ésteres son hepatotéxicos, 

produciendo infiltracién grasa en las células del parénquima hepatico, la 

ocratoxina B no es t6xica; la ocratoxina A existe de forma natural en el maiz y la 

cebada. 

Estructura quimica: integrada por tres anillos ciclicos, un acido, un éster y 

algunos sustituyentes en Ios anillos, tales como hidroxilos y cloruros. 

Ocratoxinas 
A,R=Cl coon on Oo 

BR=H By cng G00 ° O cH 
R 

Acido penicilico.- Especies productoras: Penicillium puberulum, 

Penicillium martensii, Penicillium thomit, entre otros. 

Etiologia y toxicologia: Contaminante natural de cereales, judias y otros 

granos con una amplia distribucién; la toxina es muy activa y produce sintomas 

agudos, con propiedades carcinogénicas demostradas. 

Estructura quimica: su estructura se encuentra en equilibrio entre una 

estructura ciclica y una estructura abierta, contiene varios grupos. Entre los mas 

importantes estan los siguientes: un grupo ceto, un alqueno, un dcido, dos 

metilos y un metoxi.



Acido penicitico OH 
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Zearalenona.- Eticlogia y toxicologia: Se da de modo natural en los 

cereales enmohecidos, produce abortos en cerdas y vulvovaginitis. 

Estructura quimica: contiene un esqueleto carbonado ciclico y varios 

grupos polares como los hidroxilos y los grupos metoxi (Moreno 1983). 

on 6 CH. 
3 

Zearalenona oon. 
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3. FUMONISINA BI 

La fumonisina BI (FBI), es un metabolite secundario producido por 

Fusarium moniliforme y cuya estructura quimica se aprecia en la Fig, 1.
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Zearalenona.- Etiologia y toxicologia: Se da de modo natural en los 

cereales enmohecidos, produce abortos en cerdas y vulvovaginitis. 

Estructura quimica: contiene un esqueleto carbonado ciclico y varios 

grupos polares como los hidroxilos y los grupos metoxi (Moreno 1983). 
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3. FUMONISINA B1 

La fumonisina Bl (FB1), es un metabolito secundario producido por 

Fusarium moniliforme y caya estructura quimica se aprecia en la Fig. 1.
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Figura. 1. Estructura de toxinas andlogas de la esfingosina entre las que se 

encuentra la FBI (Thibault 1997). 

Su estructura fue dilucidada por resonancia magnética nuclear y 

espectrometria de masas en 1988 (Bezuidenhout y col. 1988). La FB1 no tiene 

una forma geométrica definida, presentandose como un sdlido amorfo 

(Gelderblom y col. 1988), su peso molecular es de 722 g/mol y su punto de 

fusion esta dado entre 103 y 105 °C (Dupuy 1994). La FB1 es soluble en agua, 

metanol 6 acetonitrilo, e insoluble en solventes no polares. La toxina no absorbe 

la luz UV ni la luz visible, en cambio, si absorbe en el rango del infrarrojo dando 

varios picos de absorcién maxima a 3450, 2934, 1729 y 1632 em’! (Scott 1993). 

La FBI se puede hidrolizar tanto en medio dcido (6 M de HCl) come basico 
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(0.05 a 2 M de KOH), liberando dos residuos de dcido propan- tricarboxilico y 

un aminopoliol respectivamente (Scott 1993). La FB] es termoestable y los 

procedimientos termoquimicos actualmente utilizados para esterilizar los 

alimentos son insuficientes para destruirla (Dupuy 1994, Dupuy y col. 1993). 

3.1 Efectos en plantas, animales y humanos. 

A nivel molecular han sido descritos algunos blancos de algunas toxinas en 

las células del hospedero. Resulta logico pensar que una de las primeras 

interacciones entre el microorganismo y el hospedero esta dada a nivel de sus 

paredes celulares y sus membranas plasmaticas. No obstante, la literatura a este 

respecto es més bien exigua. En fas plantas, la FBI dafia Jas hojas, 

produciéndoles un color amarillo (clorosis), debido a que inhibe la produccion de 

clorofila. La FBI también interfiere con procesos fisiolégicos normales de la 

planta, tales como nutricién y respiracién, dafiando a los tejidos y produciendo 

alteraciones de los canales iénicos, lo cual ocasiona la salida de iones tales como 

el K* (Moore, 1990). 

Por lo que respecta a los animales, debido a que Fusarmm moniliforme y 

algunos de sus metabolites entre ellos la FB1, se encuentran ampliamente 

diseminados en el mundo y sobre todo contaminando al maiz, es facil suponer 

que la FB1 se encuentra involucrada en muchas afecciones toxicolégicas y 

patolégicas que afectan a diferentes especies animales (Voss, 1990). Ain cuando 
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la FBI ha sido recientemente aislada y purificada, la literatura sobre la toxicidad 

de éste compuesto ha ido en aumento, por lo que ahora se tienen muchos 

estudios confiables (Thibault y col. 1997). 

Marasas y Kellerman en 1988 reprodujeron la equinoleucoencefalomalacia 

usando FBI purificada. La muerte de los caballos fue inducida haciendo comer a 

log animales maiz contaminado con FBI a una concentracion de 8 ppm. 

Recientes descubrimientos usando FB! purificada han confirmado que es la 

causante de edema pulmonar en cerdos (Harrison y col. 1990). La 

hepatocarcinogénisis ha sido inducida en la rata usando FB1 (Gelderblom y col. 

1991, Gelderblom y col. 1992). Asimismo, se ha visto que esta sustancia produce 

lesiones renales en el satén, rata y oveja y cirrosis y fallas del corazon en 

mandriles (Kriek y col. 1981, Voss y Norred 1992). En estudios llevados a cabo 

con pollos se observé que ja FB1 incrementa la susceptibilidad a infecciones 

bacterianas (Chatterjee y Mukherjee 1994). Por lo que respecta a los seres 

humanos, estudios epidemiolégicos Ievados a cabo en Sudafrica y China 

mostraron que hay una relacién directa entre el consumo de maiz contaminado 

con altos niveles de FBI y el cancer esofagico (Rheeder y Marasas 1992, 

Sydenham y col. 1992). 
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4. MEMBRANA PLASMATICA 

4.1 Composicién y estructura quimica. 

Las membranas biolégicas son arreglos de moléculas de alto peso molecular 

muy estructurados, estables y complejos, que ademas tienen una gran dindmica que 

les permite tener un papel activo esencial en la fisiologia celular. Los principales 

componentes de la membrana plasmatica son lipidos, proteinas y carbohidratos. 

Entre los principales lipidos se encuentran los esteroles, glicolipidos y fosfolipidos. 

EI glucocerebrosido es el glicolipido que se encuentra en mayor proporcién en las 

plantas, mientras que del grupo de los esteroles, los esteroles libres son los que 

aparecen en mayor cantidad, en tanto que la fosfatidilcolina es el compuesto més 

representativo de los fosfolipidos (Larsson y col. 1988). 

La estructura actualmente aceptada de la membrana plasmatica es la que 

propusieron Singer y Nicholson en 1972. El modelo del “mosaico fluido” consta de 

una estructura basica, compuesta de una bicapa de lipidos fluida y flexible, en la que 

se hallan inmersas proteinas de dos tipos: integrales y periféricas (Fig. 2). Las 

proteinas integrales se encuentran completamente embebidas en la bicapa , mientras 

que las proteinas periféricas se encuentran parcialmente embebidas en ella (Devlin 

1997) Tas moléculas lpidicas son anfipaticas, es decir que ticnen un extremo 

hidrofilico muy polar y otro hidréfobico no polar. Las cabezas hidréfobicas 

formadas por las cadenas de los acidos grasos de los fipidos estan dirigidas hacia el 
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interior de fa bicapa, mientras que los extremos hidrdfilos (cabezas polares) estan 

orientados hacia el exterior. 

Fosfolipido 

Proteina integral 

  

Fig. 2. Modelo del mosaico fluido de las membranas bioldgicas (Voet y Voet 1995). 

Las proteinas periféricas poseen grupos hidréfilicos en su superficie que se 

hallan unidos por atraccién electrostatica a las cabezas polares con carga eléctrica de 

los lipidos, mientras que las proteinas integrales poseen en su superficie grupos 

hidréfobos de los aminodcidos, lo que hace que estén embebidas en !a porcién 

central hidrofobica de Ja bicapa. 

4.2 Funciones de la membrana plasmatica. 

© Actia como barrera semipermeable, permitiendo que algunas moléculas penetren 

y salgan de la célula a través de proteinas especificas que forman poros o bien que 
13



translocan solutos. Los solutos que son transportados de esta manera son en general 

moléculas hidrofilicas, con carga eléctrica, o bien de gran tamafio. Ademéas, la 

membrana plasmatica mantiene relativamente constante el medio ambiente interno 

celular con respecto al exterior al mantener condiciones fisiolégicas constantes, 

como pH, concentracién de K* y Na’. 

* Proporciona el sitio de soporte de proteinas con catdlisis enzimatica, ya que 

muchas enzimas vitales para la célula se encuentran incrustadas en ella. Muchas de 

estas enzimas estan relacionadas con la formacién de productos propios del espacio 

apoplastico, inchiyendo los de pared celular (Fig. 3). 

e Puede ser usada para empacar materiales moleculares que iran a integrarse a otros 

sitios de Ja célula y que algunas veces, se exportan en procesos de secrecién. 

* Las membranas contienen receptores, los cuales sirven para detectar sefiales 

externas, que tienen que ser atendidas por la célula y ante las que tiene que expresar 

una respuesta. 

5. PAPEL DE LA MEMBRANA PLASMATICA EN LA INTERACCION 

CON PATOGENOS 

Durante la invasién fingica muchas interacciones complejas ocurren 

con el hospedero, dando como resultado el desarrollo de los sintomas de la 

14



translocan solutos. Los solutos que son transportados de esta manera son en general 

moléculas hidrofilicas, con carga eléctrica, o bien de gran tamafio. Ademds, Ja 

membrana plasmatica mantiene relativamente constante el medio ambiente interno 

celular con respecto al exterior al mantener condiciones fisiol6gicas constantes, 

como pH, concentracién de K* y Na®. 

¢ Proporciona el sitio de soporte de proteinas con catdlisis enzimdtica, ya que 

muchas enzimas vitales para la célula se encuentran incrustadas en ella. Muchas de 

estas enzimas estan relacionadas con la formacién de productos propios del espacio 

apoplastico, incluyendo los de pared celular (Fig. 3). 

e Puede ser usada para empacar materiales moleculares que iran a integrarse a otros 

sitios de Ja célula y que algunas veces, se exportan en procesos de secrecién. 

e Las membranas contienen receptores, los cuales sirven para detectar sefiales 

externas, que tienen que ser atendidas por Ja célula y ante las que tiene que expresar 

una respuesta. 

5. PAPEL DE LA MEMBRANA PLASMATICA EN LA INTERACCION 

CON PATOGENOS 

Durante la invasién fingica muchas interacciones complejas ocurren 

con el hospedero, dando como resultado el desarrollo de los sintomas de la 
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enfermedad en la planta. Dos clases de ataques quimicos son de interés 

primordial. Primero, la liberacién de enzimas fiingicas de alto peso 

molecular que van a degradar la pared celular del hospedero (Fig. 4), lo 

cual conduce a la maceracién del tejido y, segundo, la liberacién de toxinas 

fingicas de bajo peso molecular, las cuales interaccionan con los 

componentes de fa membrana de la célula hospedera alterando su estructura 

y funcién e iniciando lo que mds tarde conducird a la enfermedad y/o 

muerte celular (Knogge 1998), 

LAMELA MEDIA 

Polisacaridos de pectina 
+/- lignina 
PARED PRIMARIA 

Fibrillas — celulosa 
Matriz - hemicelulosa 

Acido pectinico 
(yy pectina 

ie s PARED SECUNDARIA 
Fibrillas — celulosa (distribucién compleia 

ae Matriz - hemicelulosa piel) 
g Lignina +/- soberina 

Espacio celular 

Membrana plasmatica 

Espacio intercelular 

    

  

    

  

Figura. 3. Diagrama de la estructura de la pared celular (Isaac 1992). 

La naturaleza quimica de los compuestos producidos por el hongo patdgeno 

es fundamental para determinar su mteraccién con la membrana plasmatica del 

hospedero, ya que, como se ha sefialado anteriormente, las membranas 

biologicas estan constituidas por compuestos anfipaticos cuyas superficies son 
15



altamente polares o por lo menos hidrofilicas, mientras que el centro es 

altamente hidrofébico. Como consecuencia de estas propiedades, aquellos 

compuestos producidos por el patégeno podran penetrar Ja membrana si tienen 

caracteristicas anfipdticas, o wmicamente entrarén en un contacto polar o 

electrostatico con las cabezas de los fosfolipidos, si es que la naturaleza del 

compuesto es polar. El tamafio del compuesto también participa, aunque en 

menor magnitud, en sus propiedades de permeabilidad en las membranas 

biolégicas (Isaac 1992). 

Las toxinas de los hongos patégenos interactian con Ia membrana o 

componentes de ésta, produciendo varios efectos fisiolégicos. Entre los mas 

conocidos estan los siguientes: una toxina puede producir cambios fisiolégicos 

en la membrana, induciendo un incremento rapido en la permeabilidad 

electrolitica, asimismo puede producir cambios en el potencial de membrana y en 

la respiracién celular junto con un decremento en [a sintesis de proteinas. Un 

ejemplo de este efecto es el de la toxina victorina 6 toxina HV producida por el 

hongo Helmintosporium victoriae (Isaac 1992). Otras toxinas causan destruccién 

de la membrana. Un ejemplo de ellas es la toxina AM, producida por Alternaria 

malt (Isaac 1992). La toxina AK sintetizada por Alternaria alternata induce la 

salida especifica de iones a través de fa membrana plasmatica, particularmente Kr 
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y fosfato, de una manera muy rapida, Esto da como resultado una reduccién en el 

potencial de membrana y puede iniciar Ja necrosis celular (Isaac 1992). 
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Figura. 4. Diagrama resumido que muestra la interaccién entre el hospedero y las 

reacciones metabdlicas fingicas en Ja patogénesis vascular (Pegg 1985). 

A nivel molecular y gracias a sus estructuras quimicas, las toxinas pueden 

tener afinidad por ciertos componentes de la membrana plasmatica, ya sea los 

lipidos membranales, 6 proteinas especificas. Se ha desorito que algunas toxinas 

pueden alterar el proceso de transporte transmembranal, en particular por la 
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alteracion de la actividad de la bomba de H’, que es una ATPasa 

transmembranal. Debido a que esta proteina produce un gradiente electroquimico 

de H* que impulsa el transporte de muchos solutos y nutrientes a través de 

acarreadores y canales especificos, cualquier factor que altere el fancionamiento 

de esta ATPasa, puede tener efectos en el transporte de solutos de la célula. 

Muchas toxinas disminuyen la actividad de esta enzima, como es el caso de las 

beticolinas de Cercospora beticola (Simon-Plas 1996). Otras Ja estimulan, un. 

ejemplo de esta toxina es la fusicoccina, producida por Fusicoccum amygdali. 

Esta toxina también afecta la fluidez de la membrana (Yin y col. 1996). 

6. DEPOSICION DE CALLOSA 

Una de las formas de defénsa de la célula hospedera ante el ataque de 

patogenos, es la produccién de sustattcias que contribuyen a darle resistencia 

mecdanica a la célula. Una de estas sustancias es la callosa (Kauss 1987, Kauss 

1989). La callosa consiste principalmente de una red de cadenas lineales de 

glucanas con enlaces f-1,3 (Fig. 5) Una funcién adicional de éste polimero es 

cerrar las conexiones que unen a los protoplastos de células contiguas 0 vecinas. 

La 1,3-B-D glucan sintetasa es la enzima que se encarga de sintetizar la 

callosa, por lo tanto, todos los factores que inhiban o alteren a esta enzima van a 

afectar la deposicién de esta glucana. En estudios experimentales se ha visto que 
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esta enzima es activada por Ca’* y enzimas proteoliticas tales como la tripsina 

(Kauss y col. 1983). 

Fig. 5. Estructura de la 1,3-R-glucana, también conocida como callosa. 

La deposicién de callosa se lleva a cabo muy rapidamente en ciertos sitios 

(algunas veces en minutos), especialmente en los lugares de penetracién, cuando 

la célula es dafiada mecdnicamente o atacada por patégenos (Currier 1957, 

Fincher y Stone 198, Bell 1981, Girard y MacLachlan 1987). En consecuencia, 

la callosa y la velocidad a la cual es formada son importantes parametros de 

reparacion celular y de mecanismos de resistencia a enfermedades (Fig. 6). La 

callosa es también depositada frecuentemente cuando la estructura de la pared 

sufre alteraciones en ciertos estados del desarrollo, por ejemplo, durante la 

maduracién del pofen. La deposicién de callosa puede ser evaluada por 

cuidadosas observaciones microscépicas. Asimismo, son utilizados otros 
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métodos tales como ensayos citoquimicos, fluorescencia empleando anilina, 

determmacién fluorométrica, y la més comin y utilizada en esta tesis, el ensayo 

con el sustrato UDPG, marcado radioactivamente con 5H. 

f LAP FIM AV AY sintesis ¥ reparacion 
PARED CELULAR’ de la pared celular 

Atransduccion de ~ 47 KAS 
bomba de HTH ansporte Sefiaiesbomba de Ca" 

Ww 

  

MADIPIX WADIEIT UDP-glucosa 

Citoesqueleto CITOPLASMA 

Fig. 6. Esquema de las reacciones en las que participan las proteinas de la 

membrana plasmatica (las estructuras ramificadas representan carbohidratos, R = 

receptor, PLC = Fosfolipasa C (Larsson y col. 1988). 

7, 1,3-B-D GLUCAN SINTETASA 

La 1,3-8-D- glucan sintetasa (EC 2.4.1.34), es una enzima encontrada en la 

mayoria de las plantas superiores 6 complejas, que se localiza tanto en las 

membranas plasmaticas, como en la membrana de algunos organelos tales como 

el aparato de Golgi. La enzima que se localiza en el aparato de Golgi se llama 
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Glucan sintetasa 1 (GS 1), mientras que la que se encuentra en la membrana 

celular 6 plasmatica se le conoce como Glucan sintetasa II (GS I). Las 

principales diferencias entre la GS I y la GS IE son las siguientes: la GS Les 

ensayada usando concentraciones micromolares de UDPG en la presencia de 10 

mM de Mg, su actividad puede perderse en el “pellet? y al momento de 

resuspenderse éste, asi que con frecuencia es ensayada en las fracciones de los 

gradientes de centrifugacién. En cambio, la GS Hf es activada por 

concentraciones de UDPG mayores a 10 uM y es ensayada usando 0.1 mM de 

UDPG, sin Mg”, ademéas su actividad depende de la presencia del azicar libre. 

La GS Il es la enzima de interés en éste trabajo. Los estudios que se han 

realizado para purificar esta enzima hacen uso de detergentes tales como la 

digitonina, el octil-B-glucdsido y el CHAPS (3-[(3-Colamidopropil dimetil 

amonio} 1-propan-sulfonato), estos se utilizan para solubilizar a la enzima y 

después extraerla de las vesiculas de membrana plasmatica ( Henry y Stone 

1982, Meikle y col. 1991). 

Hasta el momento se han hecho varios intentos por dilucidar su estructura 

terciaria, pero a pesar de los esfuerzos desplegados, atin no se logra determinar y 

esto se debe a la naturaleza ldbil de la enzima y a su susceptibilidad e 

inactivacién por muchos detergentes, entre otros factores (Dhugga y col. 1991), 
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Los trabajos que se han realizado para determinar su estructura generalmente se 

han hecho con anticuerpos monoclonales purificados y técnicas cromatograficas. 

Un trabajo reportado y en el que se hizo uso de anticuerpos monoclonales y 

células de Loliun multiflorum, se analizd el inmunoprecipitado del complejo de 

glucan sintetasa II en un soporte de gel de dodecilsulfato de poliacrilamida y se 

encontraron cuatro polipéptidos con aparente masa molecular de 30, 31, 54 y 58 

kDa junto con diversos componentes menores. Asimismo se ha observado que 

este complejo de glucan sintetasa es capaz de sintetizar 1,3-glucana, atin mas, 

usando uh compuesto fotoreactivo muy semejante a la UDPG, el 5-[3-(p- 

azidosalicilamida) } alil-uridin 5°-difosfoglucosa, se ha visto que esta sustancia 

se une al polipéptido de 31kDa, y que cuando se agrega el UDPG al complejo 

enzimatico y después se agrega el compuesto fotoreactivo, éste ya no se adhiere 

al pohpéptido de 31kDa, lo que sugiere que el sitio activo de la enzima se 

localiza en el polipétido de 31 kDa (Meikle y col. 1991, Fink y col. 1990, Kamat 

y col. 1992, Kuribayashi y col. 1993). Por otro lado, se ha reportado la existencia 

de un polipéptido de 55 kDa, obtenido por inmunoprecipitacion con anticuerpos 

selectivos a la glucan sintetasa IJ de membranas de chicharo y que se le ha 

asociado a la 1,3-B-glucan sintetasa, este polipéptido tiene su punto isoeléctrico a 

pH 5.1 (hugga y Ray. 1991)



_La GS If se localiza mas especificamente en la cara intracelular de la 

membrana plasmatica (Fincher y Stone 1981, Eschrich 1975) y es la encargada 

de enlazat monémeros de glucosa para formar una cadena lineal de glucana con 

enlaces 1,3-B. Los polimeros se van a depositar en la parte extracelular de fa 

membrana, esto es, en la regién de la pared celular. La deposicién ocurre 

rapidamente cuando el tejido es sometido a dafios mecanicos 0 es atacado por 

organismos patogenos (Van Der Woude 1974, Bowles y col. 1972, Eisinger y 

Ray 1972, Hardin y col. 1972, Shafizader y col. 1973, Wooding 1968). La 

generacién enzimatica de la 1,3-B-glucana parece estar controlada por factores 

endégenos que activan o inhiben la actividad de la glucan sintetasa. De acuerdo 

con estudios realizados in vitro, se ha observado que la glucan sintetasa es muy 

activa en preparaciones de membrana de una gran variedad de tejidos (Kauss y 

col. 1983). Asimismo, se ha observado que algunas enzimas proteoliticas como 

la tripsina, y el ion Ca“*a ciertas concentraciones (>107M), activan y estimulan a 

la enzima.También se ba visto que ciertos compuestos y iones inhiben a la 

glucan sintetasa, en la Tabla 1 se muestran algunos ejemplos.



Tabla 1. Compuestos inhibidores de Ja enzima 1,3 B-D glucan sintetasa de la 

membrana plasmatica (GS ID. 

  

  

compuesto concentracién 

Calmidazolio 100 pM 

Trifluoroperazina 200 uM 

Polimixina B 450 mM 

NaF 45 mM 

KF 45 mM 

NaCl 45 mM 

KCl 45 mM 

  

Finalmente, debe recalcarse que la GS If es considerada un marcador de 

membrana plasmatica de plantas, debido a que se encuentra distribuida de 

manera exclusiva en esta membrana (Morré y Snadelius 1990). 

ANTECEDENTES INMEDIATOS 

La fumonisina B1 es un metabolito secundario producido por el patogeno 

Fusarium moniliforme y como tal puede provocar respuestas de defensa en la 

célula del hospedero. Una de las respuestas al ataque de patogenos es la 
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formacién de callosa, misma que se produce por Ja actividad de la 1,3-B- glucan 

sintetasa (GS I). 

HIPOTESIS 

Si la glucan sintetasa II induce 1a formacién de callosa y esta formacién es 

un mecanismo de defensa frente a patégenos, entonces, la FB1 puede afectar 

directamente a Ja actividad de la GS II. 

OBJETIVOS GENERALES 

1. Determinar el efecto de la FB1 en la actividad de la 1,3-B-glucan sintetasa de 

embriones de maiz en germinacién. 

2. Determinar la relacién entre la actividad de la 1,3-B-glucan sintetasa y la 

induccion de respuesta de defensa. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Aislar vesiculas de membrana plasmatica de embriones de maiz con 24 h de 

germinacion 

2. Determinar las condiciones éptimas de actividad de la 1,3-B-glucan sintetasa 

en vesiculas de membrana plasméatica purificadas de embriones de maiz 

germinados 24 h.



3. Determinar el efecto m vitro de la FB1 sobre la actividad de Ja 1,3-B-glucan 

sintetasa afiadiendo [a toxina directamente a las vesiculas de membrana 

plasmatica. 

4. Determinar el efecto im vivo de la FB1 sobre la actividad de la 1,3-B-glucan 

sintetasa en vesiculas de membrana plasmatica, extraidas de embriones 

imbibidos en presencia de la toxina. 

MATERIALES Y METODOS 

1, Material bioldgico. 

Se utilizaron embriones de semillas de maiz maduras y secas de la variedad 

Chalquefio (obtenidas en Chalco, Edo de México), los cuales fueron extraidos 

manualmente con Ja ayuda de una navaja de un solo filo. Estos se almacenaron en 

tefrigeracién hasta el momento de ser usados. Los embriones tienen una integridad 

estructural y funcional, evidenciada por tener un 95% de germinacién y ser tefiidos 

por el colorante azul de tripano (Sanchez-Nieto y col. 1998). 

2. Imbibicién de embriones. 

De 13 a 16 gramos de embriones se colocaron sobre papel filtro 

previamente humedecido con 18 mL de solucién de imbibicién diluido 1:3 ( 6 

mL de sohicién con 12 mL de agna, ver apéndice), en cajas Petri estériles. Se 

incubaron a 29°C durante 24 horas en ausencia o presencia de FB1 (20 uM). Al 
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concluir el tiempo de incubacién, los embriones se congelaron con nitrégeno 

liquido hasta su homogeneizacion. 

3. Extraccion de Ja fraccion microsomal. 

Los embriones embebidos se colocaron en una licuadora, se tes afiadié 

amortiguador de homogeneizacién (ver apéndice) en una relacién 2 a 1 y se 

molieron a baja velocidad por 10 segundos. La suspensién resultante se filtro a 

través de cuatro capas de gasa (previamente humedecida con agua) y el 

homogeneizado se centrifugé a 3000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C (rotor 11500 

MAXI). Se eliminé la capa de grasa que quedé en la parte superior y con Ja 

ayuda de una pipeta pasteur se tomd con cuidado el sobrenadante. Este 

sobrenadante se centrifugé a 11000 r.p.m. por 10 minutos (rotor 11500 MAXI). 

En este paso se eliminaron las mitocondrias, las cuales quedaron en el “pellet” y 

el sobrenadante se centrifugd nuevamente, pero ahora a 70000 r.p.m. por 1.5ha 

4°C (rotor Beckman 60 Ti). El botén obtenido, se resuspendié en un volumen 

pequefio de amortiguador de ajuste de peso (ver apéndice), en esta fraccién se 

encuentran membranas de varios organelos y la cual se denomina fraccién 

microsomal, 

4, Obtencién de una preparacién enriquecida en membranas plasmaticas. 

Se adicionaron 25 mg de proteina microsomal a una mezcla de fases (ver 

apéndice) de 8.1 g de peso. Se afiadié solucion de ajuste de peso para alcanzar un 
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peso de 10.8 g entre mezcla de fases y membranas. Después se mezclé por 

inversién de 20-30 veces y se centrifugé a 1500 rpm. por 5 minutos (rotor 

41500 MAXI); se recuperé la fase superior (fase U1). Posteriormente la fase U1 

se adiciond a la fase de dextran de un sistema de fases de 10.8 g, en el cual se 

ajusté el peso con agua y no con la adicién de membranas. Se volvid a 

centrifugar a 1500 r.p.m. por 5 minutos (rotor 11500 MAXI) y se recuperd la 

fase superior (fase U2). Se procedié a lavar la fraccién superior, diluyendo con 

una relacién de 4 volimenes de amortiguador de lavado por un volumen de la 

fraccion superior, se mezclé bien y se centrifugé por 1.5 h a 30000 r.p.m (rotor 

Beckman 60 Ti). El botén obtenido se resuspendié en un volumen pequefio de 

amortiguador de lavado y se almacendé en alicuotas a ~70°C hasta su uso. 

5. Determinacién de Ja actividad de Ia 1,3-B- glucan sintetasa. 

Se preparé la mezcla de reaccién que se menciona mds adelante, a la cual se le 

adiciono la proteina membranal. 

Mezcla de reaccion: Tris/HCl 50 mM pH 7.0, Sacarosa 330 mM, Digitonina 

0.006%, glicerol 16%, DIT 6 DTE 2 mM, Espermina 2 mM, CaCl2 0.2 mM, 

MeCl2 10 mM, EGTA 4 mM, UDPGlucosa 2 mM, UDPG-[° H] glucosa 

200Bq/mol. Esta mezcla esta a una concentracién del doble de ia concentracién 

final, recomendada para medir la actividad enzimatica.



Se colocaron 50 uL de la mezcla de reaccién concentrada en un tubo 

eppendorf al cual se adiciond ef volumen necesario de agua destilada. 

Finalmente se adiciond el vofumen necesario de la proteina membranal (de 

acuerdo a la cantidad de proteina que se desea ensayar y que se indica en cada 

experimento), de tal manera que el volumen final fuera de 100 yL. 

Esta mezcla de reaccién se realizé para todos los ensayos de actividad y solo se 

suplementé con concentraciones variables de FB1 entre 5 y 20 1M 6 de proteina 

membranal segin se indique en cada experimento. La reaccién se inicis al 

agregar la proteina de membrana a la mezcla de reaccién, pudiéndose manejar 

diversos tiempos de incubacién a 25° C, como se indica en cada experimento. La 

reaccién se detuvo agregando a la mezcla de reaccién 350 wL de solucién de 

UDPG 2 mM en etanol frio al 70%. Posteriormente, a los tubos eppendorf que 

contenjan la mezcla de reaccién, se les transfirié a una pequefia cémara que sirve 

para guardar material radioactivo, se taparon bien y se mantuvieron en el 

congelador a -20°C durante toda la noche. Al dia siguiente se sacaron los tubos 

eppendorf del congelador y con la ayuda de una micropipeta, el volumen de cada 

tubo fue cuidadosamente transferido a filtros de papel Wathman 3M de 

aproximadamente lcm de didmetro perfectamente etiquetados. Se esperd a que 

secaran completamente a temperatura ambiente 6 bien con la ayuda de una 

secadora de pelo para acelerar el secado. Posteriormente se lavo con una 
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solucion (ver apéndice) para eliminar el UDPGlucosa marcada radiactivamente 

que quedo libre, finalmente los circulos de papel fueron transferidos a viales de 

20 mL correctamente etiquetados y que contenian 4 mL de liquido de centelleo 

(ver apéndice) para determinar la adioactividad incorporada en un contador de 

centelleo. Se utilizé el equipo Scintilliation Counter Beckman Modelo L 6500 

del Laboratorio 306 del Instituto de Fisiologia Celular. 

6. Determinacién de proteina. 

Se determinéd la concentracién de proteina en las diferentes fracciones 

subcelulares por el método de Lowry modificado por Peterson (1977), ver 

apéndice. 

7. Pruebas estadisticas. 

Todos los experimentos se realizaron por duplicado, con cada punto por 

triplicado. Los datos experimentales se analizaron para obtener la media, 

desviacion estandar y la regresion lineal cuando fue pertinente.



RESULTADOS 

Para lograr Jos objetivos planteados, se disefié un protocolo 

experimental que consistié principalmente del manejo bisico de tres técnicas 

Bioquimicas: aislamiento de VMP, determinacién de proteina (Lowry 

modificado por Peterson) y determinacién de fa actividad enzimatica de Ja 

glucan sintetasa (GS II). 

1. AISLAMIENTO DE VESICULAS DE LA FRACCION MICROSOMAL Y DE LA 

MEMBRANA PLASMATICA Y SU PORCENTAJE DE RENDIMIENTO 

En este trabajo se utilizaron dos preparaciones membranales: la fraccién 

microsomal (FM) y Ja fraccién de membrana plasindtica (MP). Ambas 

pteparaciones se obtuvieron de embriones de maiz embebidos en ausencia o 

presencia de FBI. Después de llevar a cabo el procedimiento para obtener las 

vesiculas de la fraccién microsomal y de membranas plasmaticas, se 

determiné 1a concentracién de proteina total obtenida en ambos casos, por el 

método de Lowry modificado por Peterson. En la Tabla 2 se muestran los 

resultados que indican que cuando se preparé Ja FM de embriones embebidos 

sin FB1, se obtuvo casi 2-3 veces mas de proteina que de los embriones 

embebidos en 20 pM de FBI. Andlogamente, el rendimiento en proteina de la 

fraccién de MP fue de aproximadamente 2 veces mds en los embriones 

control que la de los embebidos con FBI. Por otra parte, se recuper6é ef 35.5% 

de proteina de MP a partir de la FM de embriones control, mientras que de los 
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embriones embebidos con 20 uM de FB1, se recuperé el 36.2% de proteina de 

la fraccién de MP, que es practicamente lo mismo. 

Tabla 2. Efecto de fa FBI sobre ef Rendimiento de Membranas obienidas a partir de 

embriones de maiz Los embriones de maiz (de 14 a 33 g) se embebieron en medio sin 6 

con 20 4M de FBI por 24 h, al cabo de fos cuales se obtuvieron las fracciones 
microsomales (FM) y de membrana plasmatica (MP) como se describe en Materiales y 

Metodos 
  

  

Preparacién mg prot FM/gembrién (%) mg prot. MP/g embrién__(%) 

Control 378 (100) 1,34 (35.5) 
+FBI 1.93 (100) 0.70 (36.2) 
  

2 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE 

LA 1,3-8-GLUCAN SINTETASA. 

La busqueda de las condiciones Optimas para medir la actividad de la 

1,3-B-glucan sintetasa incluyé: tiempo de incubacién, cantidad (mg) de 

proteina de VMP a ensayar y concentracién de UDPGiucosa*H. Para 

determinar Ja cantidad de vesiculas de MP, se probaron tres condiciones: 40, 

50, y 100 pig. En estos experimentos se observé que las cantidades de proteina 

ensayados, generaban valores de cuentas por minuto de aproximadamente 

1000 (Tabla 3), lo cual se consideré — satisfactorio. Si bien, en estas 

condiciones experimentales no se encontraba una relacién lineal entre el 

niinero de cpm y la cantidad de oroteina, la incorporacién de marca al 

polimero estaba muy por arriba de los blancos (~100). Por ello se determind 

trabajar con 40 yg de VMPs para los siguientes experimentos, con 1 objetivo 
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de economizar membranas y realizar suficientes experimentos para realizar el 

analisis estadistico. 

Tabla 3. Relacion entre la cantidad de proteina membranal y Ia incorporacién 
de sustrato radioactive incorporado. 
  

  

ug de proteina cuentas por mmuto (cpm) 

40 750 
50 850 

100 1330 

  

Posteriormente se exploré el tiempo de medicién de Ja actividad de la 

enzima para encontrar cl tiempo éptimo de reaccién. Para ello, se 

mantuvieron la temperatura de incubacién a 25°C, la concentracién de 

UDPGlucosa*H (2 mM) y 40 yg de vesiculas de MP. Eli tiempo de 

incubacién con el UDPG y por tanto de la actividad de la 1,3-B-glucan 

sintetasa, fue de 30 a 90 min. Los primeros experimentos se realizaron con la 

fraccién microsomal para determinar la actividad de la GS I que pudiera 

existir y poder compararla con los resultados en los que se emplearan 

vesiculas de MP ya purificadas a partir de la FM. Los resultados se muestran 

en las Figs. 7A y 7B, 

Se encontré que durante los primeros 75 minutos hubo incremento 

lineal en actividad (umol mg™)con respecto al tiempo. Sin embargo, la 

linearidad no se mantiene a los 90 minutos de reaccion, en donde 1a actividad, 

muestra ya un ligero descenso (Fig. 7A). Por otro lado cuando se grafica la 
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actividad (ymol h'mg"') a los diferentes tiempos empleados (Fig. 7B), se 

hace evidente que la GS II mantiene la misma velocidad de formacién de la 

glucana entre 30 y 70 min, y que a los 90 minutos Ja velocidad decrecié 

alrededor de un 17%, lo cual es estadisticamente significativo. 

La Fig. 7B representa la actividad especifica de la GS II. En ésta se 

observé una clara tendencia a una linea horizontal pero solo hasta los 70 

minutos y después de este tiempo tiende a disminuir la actividad. Se observé 

que la actividad oscilé entre 3.5 y 4.5 pmol UDPGlucosa inc bmg". Al 

igual que en la Fig. 7A, cada punto en la grafica se obtuvo del promedio de 

tres experimentos independientes. 
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Fig. 7A. Velocidad de la GSH de la fraceion microsomal Cuarenta pg de proteina 

microsomal se afiadieron al medio de reaccién y se tomaron alicuotas a los tiempos 

indicados para determinar la cantidad de UDPG-lucosa incorporada a glucana, segin se 

describe en Materiales y Métodos. 

  

56 

<« 49 — IL 
' a> 

Baz to EE 7 ool 

2 
'g 2.8 

Bas 

2 1.4 a4. 
5 
eo" 

0.0 Td 
0 45 30 45 60 75 90 105 

minut os 

Fig 7B. Actividad especifica de la GSI a diferentes tiempos de la reaccion enzimatica, 

Los puntos experimentales se derivan del experimento dela Fig.7A. 
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En las mismas condiciones de los experimentos anteriores, se ensay6 

con proteina de las vesiculas de MP para determinar a actividad de la GS II, 

esperando que ésta fuera mayor con respecto a la de ja fraccién microsomal, 

la cual contiene no solo proteinas de la MP sino de otros organelos 

membranales. Los resultados se muestran en las Figs. 8A y 8B. 

En la Fig. 8A se observ6 con mucha claridad la proporcionalidad 

entre la velocidad de consumo del UDPG y el tiempo de reaccién, ademas 

como era de esperarse, la velocidad de incorporacién de la glucosa, fue 2 

veces mayor con respecto a la de Ja fraccién microsomal, ya que en ée 

intervalo de 30 a 90 minutos la velocidad se incrementé desde 5 a 11 pmol 

UDPGlucosa incorporada mg", mientras que en Ia fraccién microsomal en el 

mismo periodo de tiempo Ja velocidad se incrementd desde 1.8 a 5 unidades 

aproximadamente. 
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Fig. 8A. Velocidad de la reaccién de la GS Hl de VMP. Cuarenta jig de proteina de 
membrana plasméatica se afiadieron al medio de reaccién y se tomaron alicuotas a los 
tiempos indicados para medir la cantidad de UDPGlucosa incorporada a la glucana segin 

se describe en Materiales y Métodos. 
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Fig. 8B. Actividad especifica de la GSII durante el tempo de la reaccion. Los puntos 
experimentales se derivan del experimento de la Fig. 8A 
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La Fig. 8B muestra que la actividad especifica de la GS II contenida 

en las VMP, permanece constante en el transcurso del tiempo. También hay 

que hacer notar que aunque Ja actividad de la enzima en las VMP no fue muy 

superior a la de la fraccién microsomal, si se aprecia un incremento de 

aproximadamente el doble de actividad. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, variando el tiempo de 

incubacion se encontré que en el intervalo de 60 a 90 minutos practicamente 

la actividad de la glucan sintetasa es la misma, por lo que resulta indistinto 

utilizar cualquier tiempo de incubacién en este intervalo para los siguientes 

experimentos. Debido a ello, se decidié emplear un tiempo intermedio, esto 

es, 60 minutos para los siguientes experimentos. De esta manera, se puede 

usar una baja cantidad de proteina y todavia tener una buena incorporacion de 

sustrato marcado por arriba de la del blanco. 

Otra condicién probada fue el empleo del detergente BRIJ para los 

siguientes experimentos, ya que se sabe que este detergente tiene la propiedad 

de permeabilizar Ja membrana. De esta manera, si parte de Jas vesiculas de 

MP fueran selladas de manera correcta, no tendrian la GS Il accesible al 

sustrato y con la introduccién del BRIJ, este podria hacer el sustrate accesible 

a ja enzima y con ello veriamos una alta actividad. En presencia de Brij hubo 

una actividad inicial (t= 0) de GS Il menor en ausencia de detergente. Por 

otro lado, la actividad disminuy6 atin mas, al avanzar el tiempo de reaccién, 

por lo tanto se decidio suspender el uso de Brij. 
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Tabla. 4 Resultados de la actividad especifica de la GS Ua diferentes tiempos de reaccidn. 

actividad especifica(jumol/h/mg) Tempo de reaccién 

  

(minutos) con BRIJ sin BRIJ 

0 0 0 

30 2.52 9.79 

45 L41 149 

60 133 TAS 
65 0.83 7.30 

70 0.99 634 

15 2.10 6.48 

90 086 6.75 
  

Para la siguiente serie de experimentos se propuso variar la 

concentracion de proteina contenida en las VMPs, para obtener la 

concentracién éptima obteniéndose los resultados que se mnestran en la Fig.9. 
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Fig 9. Determinacion dela actividad de la GSI a diferentes concentraciones de proteina 

de vesiculas de membrana plasmatica. Las concentraciones de proteina se incubaron en el 

medio de reaccién por 60 mmnutos y se midié la incorporacién de UDPG-glucosa a glucana 

por | hora 

Se encontré que en el intervalo de 10 a 40 yg de proteina, la actividad 

de Ja glucan sintetasa II era practicamente la misma, si bien la incorporacién 
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de radioactividad es baja a concentraciones bajas de proteina (aprox. 10 Hg), 

por lo que se eligié la concentracién de 40 pg para los estudios posteriores 

con Ja toxina Fumonisina BL. Con esta cantidad de proteina, se obtiene un 

nimero adecuado de cpm por arriba de! blanco y ademas no era gravosa para 

la cantidad de proteina que se obtiene por preparacion membranal. 

3. EFECTO IN VITRO DE LA FB1 SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA GS II 

La siguiente serie de experimentos se disefis con el objetivo de 

observar el efecto de Ja incubacién de las VMP con FB1 20 4M sobre la 

actividad de la GS II, los tiempos que se probaron fueron de 0, 15 y 30 min. 

Los resultados se nmestran en la Fig. 10, donde se observa que la actividad de 

la GS Il no cambié significativamente en el transcurso del tiempo de 30 min 

de incubacién con la FB1. En esta serie de experimentos se adiciond el 

sustrato (UDPGlucosa), después del periodo de incubacién con Ja toxina para 

comenzar la reaccién de actividad de fa GS IL 

Para la siguiente serie de ensayos se comenzé la reaccion adicionando 

simultaneamente tanto la FB1(a concentraciones de 5, 10 y 20 41M) como el 

sustrato, a Jas VMPs por espacio de una hora. Los resultados obtenidos de 

este experimento se muestran en Ja Fig. 11. 
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Fig, 10. Efecto del tiempo de incubacién de la FB1 sobre !a actividad de la GS I in vitro. 

Cuarenta pg de proteina de vesiculas de membrana plasmitica se expusieron a 20 uM de 

FBI por los tiempos indicados arriba. Al terminar estos tiempos, se afladié el sustrato y se 

dejé reaccionar durante 1 hora para permitir la incorporacién de UDPG por la GS II segin 

se describe en Materiales y Métodos. 
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Fig. 11. Efecto de la FBI en la actividad de la GS Min vitro, Cuarenta ig de proteina de 

membrana plasmatica se afiadieron al medio de reaccién que contenia FB1 a las 

concentraciones finales indicadas. La reaccién transcurrié por 1 hora para medir la 

incorporacién de UDPG-glucosa a glucana, seguin se describe en Materiales y Métodos 
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En la Fig. 11 se observé que conforme aumenta la concentracién de 

FBI disminuye la actividad de la enzima. A la concentracién de 10 uM se 

aprecié un efecto significativo del 30% de inhibicién sobre la actividad de ta 

enzima. Este mismo % de inhibicién se mantiene hasta concentracién de 20 

uM. Hay que hacer notar que en este experimento la enzima tuvo acceso 

simultaneo a Ja toxina y al sustrato, a diferencia del experimento anterior de Ja 

Fig. 10, en donde Ja enzima tuvo acceso a la toxina primero y luego al 

sustrato. 

4. EFECTO iW V/VO DE LA FB! SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA GS I 

Para esta parte experimental, se adiciond la toxina FB1, a una 

concentracién de 20 uM, a la solucién de imbibicién y enseguida se 

adicionaron los embriones manteniendoles en esta solucién durante 24 horas a 

37°C. Después se siguié el procedimiento ya descrito para extraer las VMPs, 

determinar su concentracién de proteina y ensayar el efecto de la FB1, sobre 

la actividad de la GS UL. Paralelamente, también se pusieron a embeber 

embriones, pero sin la toxina FB1 (control), se extrajeron las VMPs de la 

forma ya descrita en la metodologia, se determind la concentracién de 

proteina y se ensayo Ja actividad de la GS Il en las mismas condiciones que 

las VMPs que contenian la toxina FB1. Para todos los experimentos se 

emplearon 40 ig de proteina contenidas en las VMPs y a cada tubo se le 
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adicionaron 4 yL de UDPGlucosa-*H. Los resultados obtenidos se muestran 

en la Fig. 12. 

En esta figura se observa que el porcentaje de actividad de la GSII de 

MP obtenidas de embriones que estuvieron en contacto con la toxina fue de 

aproximadamente 230%. Esto es, que se incrementd su actividad 1.3 veces 

con respecto al control, sin FBI (100% de actividad). Esta figura representa el 

promedio de ocho experimentos realizados de forma independiente. 
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Fig 12. Efecto de la FBI en la actividad de la GS IE in vivo. Treinta gramos de embriones 

se embebieron con FBI 20 pM, por 24 horas, como se describid en Materiales y Métodos. 

Las vesiculas de membrana plasmatica se obtuvieron y en ellos se midid la actividad de la 

GS Il como se describié en Materiales y Métodos. 
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DISCUSION 

Como se ha revisado anteriormente, la enzima 1,3-B-glucan sintetasa 

(GS ID) se encarga de enlazar monémeros de glucosa para formar callosa, fa 

cual sirve para reforzar la pared celular como parte de la defensa del 

hospedero contra el ataque de microorganismos patégenos como los hongos. 

Lo que primero se planted en este trabajo, fue encontrar las 

condiciones Optimas de operacién im vriro para maniobrar experimentalmente 

con la enzima y después realizar los ensayos de actividad de la proteina en 

presencia de FB1. 

Un dato interesante en el inicio del trabajo es que la recuperacién de 

membranas microsomales fue siempre menor cuando los embriones se 

embebieron con FBI. Este resultado sugiere que la FB1 puede estar 

disminuyendo la sintesis o el ensamble de componentes membranales. Una 

manera de probar este efecto es hacer un ensayo de sintesis de proteinas in 

vitro. Hasta ahora, no hay ningtin reporte en la literatura que indique que fa 

FB! puede tener este efecto. 

Los experimentos con Ja fraccién microsomal mostraron valores de 

velocidad y de actividad especifica menores, comparados con los obtenidos 

con la fraccién de membranas plasmaticas purificadas. Esto era de esperarse, 

puesto que los ensayos realizados con la fraccién microsomal contenian una 

menor proporcién de GS II en términos de mg de proteina, ya que esta 

fraccién contiene otras fracciones membranales, en cambio las VMP tienen 
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vesiculas que contienen predominantemente GS If y no otros tipos de 

membrana con otras proteinas. 

Los experimentos de velocidad de incorporacién de la UDPGlucosa en 

el transcurso del tiempo indicaron que !a enzima se encuentra activa y con 

actividad catalitica in vitro semejante a la de otras preparaciones de GS il 

como las de hojas y raices de chicharos (Kauss y col. 1983, Bowles y col. 

1972). 

Se observ6 que Ja actividad especifica de la enzima en el intervalo de 

10 a 40 wg de proteina membranal por ensayo, era la misma. Esto indica que 

el sustrato se encuentra en exceso con respecto a la concentracién de la 

enzima y que en el tiempo de reaccién ensayado (60 min), ademas de que el 

sustrato fue suficiente, el producto formado no alcanza concentraciones que 

pudieran inhibir a la enzima, en el caso de que ésta fuera inhibible por un 

exceso de su producto. 

En los experimentos in vitro en los cuales se afiadié la toxina a la 

enzima antes del sustrato, la FB1 no afecté a la GS II, ain a una 

concentracién de 20 1M de toxina y 30 minutos de exposicién. Algunos 

efectores de la actividad enzimética necesitan un tiempo para interaccionar 

con sitios especificos en Ja enzima, pero este no es el caso de Ja FB1 con la 

GS {I por el resultado mencionado. El hecho de que la FBi no afecte la 

actividad de la GS II cuando se afiade antes que el sustrato, sugiere que la GS 

II inactiva tiene una conformaci6n tal que sélo expone sitios a la FBI, que son 
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irrelevantes sobre 1a actividad de la enzima. Es posible que los sitios de unién 

de la FB1 con la enzima sean los sitios de contacto enzima membrana, dadas 

las caracteristicas estructurales de la FB1 ( Thibault y col). 

Es posible que no toda la GS II tenga los sitios accesibles al sustrato 

debido a que las vesiculas pueden tener !a polaridad original a la de la célula, 

ya que se ha reportado que la enzima tiene el sitio catalitico hacia la cara 

citosdlica de la membrana (Fincher y Stone 1981, Eschrich 1975). Sin 

embargo, podemos inferir que toda la actividad detectable de GS IJ es Ja de la 

enzima expuesta y que cualquier efecto de la FBI que se aprecie sobre la 

actividad de la enzima, esta dado por la accesibilidad de la GS II a la toxina. 

Una manera de confirmar esto eran los experimentos con BRIJ, sin embargo, 

este detergente no resulté adecuado para este propdsito. 

Por el contrario, en los experimentos in vitro en donde la toxina se 

afiadié a la GS II simultaneamente al sustrato, si se observo una disminucién 

significativa de la actividad (de 30%). 

Estas dos formas de accién de Ja toxina sobre la GS Il m vitro 

sugieren que en el caso de exponer la enzima a la toxina antes de agregar el 

sustrato, la FBI no interactué con la enzima para producirle algin efecto, 

debido a la conformacién de la forma inactiva y nos levaria a proponer que la 

enzima tiene un sitio de union para la toxina que inhibe a la enzima, mismo 

que se encuentra oculfo en ausencia de sustrato y que sdlo se expone cuando 

la enzima se encuentra activa. Esta situacién es alcanzada por la GS Il 
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cuando la toxina se afiade simultdaneamente al sustrato. Una implicacién 

directa de esta interpretacién es que ja concentracién de FBI libre es 

rapidamente abatida tras su adicion a las vesiculas membranales, pues ya no 

estA accesible a los sitios de la enzima cuando el sustrato es afiadido 

posteriormente. 

Estos datos son consistentes con los resultados obtenidos en nuestro 

laboratorio, en los que se observa una perturbacion inmediata de la fluidez 

membranal cuando se afiade FB1 (Gutiérrez-Najera y col. 2000). La 

interpretacién también es favorecida por otros datos en ja literatura que 

indican que la FBI puede intercalarse en la membrana debido a su naturaleza 

anfipatica, con su “core” alifatico pero con varios grupos R muy polares, en 

especial los carboxilos (Yin y col. 1996). 

En este caso se propone !a interaccién sustrato-enzima-toxina. Una 

manera de determinar estas interacciones seria a través de un estudio de la 

inhibicion por FBI en Ja cinética de la GS II. 

Con respecto a los resultados de los ensayos in vivo, se encontré que la 

actividad de la GS II se podia incrementar 130 % con respecto al control, 

sugiriendo un efecto importante de la FB1 sobre ja enzima. En este 

experimento se pusieron a embeber los embriones con FB1 20 uM y después 

se extrajeron las membranas, lo inistmo se hizo con uti control en ef que no se 

afiadié FB1 a estos embriones al momento de ser puestos a embeber. Este 

resultado sugiere que la FB1 es capaz de alcanzar las membranas plasmaticas 
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de los tejidos embrionarios y ejercer un efecto estimulatorio permanente sobre 

la actividad de la GS II, ya que el efecto es medido después de que las 

vesiculas han sido extraidas de los embriones expuestos 2 la FBI. Es dificil 

explicar como la FBI puede ejercer este efecto y se tiene que considerar que 

la FB1 no ejerce una accién directa sobre la GS JI, sino que su accién puede 

ser atribuida a factores indirectos que pudieran estar mediando esta 

estimulacioén. En este sentido, algunos candidatos podrian ser la 

defosforilacion o fosforilacién de la GS II por fosfatasas 0 cinasas especificas 

que podrian ser atribuidos a su vez por la FB] o por otra molécula 

intermediana como las bases esfingoideas, mismas que se acumulan por la 

accion de la FB1 sobre la ceramida sittasa (Wang y col. 1991, Merril y col. 

1993). Se ha descrito que la GS Il puede estar regulada por factores 

enddgenos tales como la actividad de proteasas, en la cual se sugiere que la 

GS II puede estar en forma de zimogeno y que en estados de estrés de 1a 

planta, se activan las proteasas de forma moderada para generar la GS If 

activa y después que ha reparado el dafio, las proteasas actian mas 

energicamanete por lo que atacan a la GS IL y con esto disminuir su respuesta 

y actividad (Kauss y col. 1983). 

El efecto in vivo encontrado en este trabajo sugiere que la actividad se 

incrementa para elevar la capacidad de respuesta de defensa de la célula 

contra Ja infeccién por el patdgeno, aumentando la resistencia de la pared 
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celular (Van Der Woude. 1974, Currier 1957, Shafizader y col. 1973, Bowles 

y col. 1972, Eisinger y Ray 1972, Hardin y col. 1972, Wooding. 1968). 

Los objetivos particulares de este trabajo se lograron ya que : 

¢ Es posible aislar vesiculas de membranas plasmaticas de embriones de 

maiz utilizando 1a técnica de reparto de fases acuosas, 

polietilenglicol/dextran. 

@ Se monté la metodologia y las condiciones experimentales necesarias para 

determinar Ja actividad de ta 1,3-B-glucan  sintetasa, empleando 

UDPGlucosa°H. 

¢ Se comprobé la actividad de la GS H iw vitro, utilizando VMP de 

embriones de maiz. 

¢ La fitotoxina FB1 incrementa la actividad sobre 1a GS Il in vivo alrededor 

de 1.3 veces mas con respecto al control. 

CONCLUSIONES 

Tomando como base los objetivos generales propuestos al comienzo 

de esta tesis, se desprenden las siguientes conclusiones finales: 

» Con respecto al ensayo in vitro, la fitotoxina FBI es capaz de producir un 

efecto sobre Ja actividad de la GS Il, disminuyendo la actividad hasta un 

30% cuando la toxina se adiciona a una concentracion 20 uM, este efecto 
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ocurre s6lo si se adicionan Ia toxina y el sustrato al mismo tiempo con las 

VMBP. En contraste, no existe ningin efecto si primero se incuban las VMP 

con la toxina y después se adiciona el UDP-glucosa’H. Estos experimentos 

sugieren un posible mecanismo de accion de la FBI a sitios especificos de 

la enzima. 

Los resultados de la experimentacién i vive nos muestran que la FBL 

incrementa la actividad de la GS II contenida en las VMP de embriones de 

maiz con respecto a un control. 
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APENDICE 

Solucion utilizada para la germinacién de los embriones. 

Solucién de imbibicién: KC! 50 mM, MgCh, 10 mM, Tris-HCl 50 mM pH 

7.6, sacarosa 2 % y cloramfenicol 10 jsg/ml. Esta solucién se prepara 

segtin el volumén que se vaya a utilizar, se esteriliza y se guarda en 

reffigeracion para su uso. 

. Agua destilada esterilizada. El agua destilada se ocupa como diluyente de 

la solucién de imbibicién, ya que se utiliza una relacién 1:3, es decir, un 

volumén de solucién de imbibicién con dos volumenes de agua. 

Soluciones utilizadas para extraer las vesiculas de membrana plasmatica. 

¢ Solucién amortiguadora de homogeneizacién; HEPES/BTP 50 mM pH 

7.8, Sorbitol 250 mM, EDTA 1 mM, KCl 1 mM, DTE 5 mM y Cocktail 

de inhibidores de proteasas 40u1g/ml (marca Boehringer). 

¢ Solucién amortiguadora de resuspension del “pellet” microsomal y de 

ajuste de peso: Sorbitol 500 mM, KH2PO« 5 mM, pH 7.8, KCI 0.2 mM y 

DTE 5 mM. 

¢ Solucién amortiguadora de Mezcla de fases: Dextran T500 6.7%, 

Polietilenglicol 3350 (PEG) 6.7%, Sorbitol 500 mM, KCI 0.2 mM y 

KH2POs 5 mM pH 7.8 
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Soluciones requeridas para realizar la determinacion de proteina por el 

método de Lowry modificado por Peterson (Peterson, GL 1977, Anal. 

Biochem. 83 (346-356). 

* Desoxicolato de sodio 0,15% 

© Solucién CTC: Na2xCO3 10%, CuSOs 0.1% y K2CaOs (Tartrato doble de 

potasio) 0.2%. 

© Soluciénl: Mezclar volimenes iguales de agua y de las soluciones de 

NaOH 0.8 M, SDS 10%, y CTC. 

* Reactivo de Folin: Diluir en 5 volimenes de agua 1 volutnen de estandar 

comercial de Folin (Sigma Chemical Company). 

Se tomaron 0.9 mL de agua destilada en la que se diluyen 3y:L de la 

muestra a cuantificar (esto se hace por triplicado). Posteriormente se afiaden 

6.1 mL de la solucién desoxicolato, 1.0 mL de la solucién 1, y 0,5 mL del 

teactivo de Folin. Agitar y esperar 30 minutos a que se desarrolle el color. 

Leer absorbancia a 750 nm. 

A partir de un estandar de BSA (albimina de suero de bovino) de 1 

mg/mL, se agregaron 10, 20, 40, 50, 60 y 80 uL de la solucién estandar mas 

agua cbp 0.9 mL, Se desarrollé color de la manera ya indicada. El intervalo de 

cuantificacion es de 10 a 80 pg de proteina en el volumen de ensayo. 

* Solucién de centelleo : se pesaron 5 g de 2,5-Difentloxazol (PPO), y se 

disolvie1on en 1 litro de tolueno. 
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