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l. INTRODUCCIÓN 

1.1. llONGOS PATÓGENOS DE GRANOS V SEMILLAS 

Los cereales son plantas de la familia de las gramíneas cuyos frntos. ricos en 

almidón. sirven para la alimentación del hombre y los animales. El término 'cercar se 

utili7~, para referirse a las semillas o gr:u1os de los vegetales de esta familia. Los má.' 

importantes son el trigo. centeno. arro.r.. mai.r., cebada. mijo y avena. Conslituycn la 

base de la alimenlación humana y· suministr:u1 entre el 50 y el 65 •,u di:I aponi: 

energético recibido por el total de la población hum:u1a Los ccri:;1li:s contienen. ademús 

de alrrndón, importanles c:ullidades de proleina.s. sales mineralt•s ,. 'llanunas 

(Müller. l 9K 1). 

Durante el crecimiento de los granos de cereales se desarrolla sobre su superficie 

una microílora epifita que se alimenta de las secreciones normales de las células de la 

planta y que recubren su superficie. Secundarimncnte se da una conl:uninación de los 

granos por gérmenes proccdenles del sucio y aire. sobretodo durante la fase de 

recolección. Cuando los granos son almacenados. su contenido en agua supera ciertos 

márgenes que los hacen susceptibles a sufrir ataques nucrobi:u1os causados 

generalmente por hongos y bacterias (Müller. l 9K 1) 

Los hongos. incluyendo a aqut!llos que 111fcc1:u1 gr:u1os. pl:u1tas y ;uumales se 

clasific:m como org:u1ismos cucariotes carbono-helerólrofos y bas:u1 su e'IC1s1cnc1a en la 

relación saprólila. simbiótica o parásita que establecen con el hospedero. La mayoria de 

éstos son estrict:unente saprófilos; se sabe que menos del 10% de apro'<imadamente 

100.000 especies lÜngicas conocidas son capaces de coloni.r.ar plantas y una peque11a 

fracción es capaz de causar enfcrrm.-dad (Knogge.1996). siendo capaces de inrndir 

cultivos_ enteros antes de que sc:u1 cosechados y aün de invadir gr:u10s y semillas ;mtcs 

de que éstos seru1 consumidos por humanos y animales domésticos. caus:u1do 

epidemias de\'astadoras que originan curu11iosas pérdidas económicas (Pin and 

Hocking. 1 99'J). 
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Los hongos filopalógenos se di,·iden en dos grandes categori:L< de :1cucrdo al 

1ipo de célula huesped en la cual basan su crecimienlo (Clarkso11. l •J•1:? l 

Necrólrofos: causru1 un exlenso dru)o al 1ej1do y deri,·ru1 su nu1nc1ón de cdulas 

muertas o que es1ru1 muriendo debido a la degradación de la pared celular 

Uióto·ofos: obtienen sus nuirienlcs de Ja célula hosp1..-dera 'i\ a y causan un 

menor dru)o al 1ejido 1.."fl Ja infección lemprana. Esle grupo reprcsenla a Jos 

patógenos n1ás significali\·os cconó111ica1ncnlc. 

Los hongos que se presenlrul en Jos culli,·os ~- causru1 dru1o son genernlmenle 

llamados hongos del campo. éstos son capaces de adaplarse 1;ic1lme1lle a l:L~ d1fc1en1cs 

condiciones clim:ilicns que interfieren con Ja gradual maduración del grano. 'ªque en 

esta elnpn el gnmo no cuenln con una capa prolcctora apropiada. 111 con co111pu1.."Slos 

químicos efeclivos que lo prolejnn de Ja colonuación microbiana Por otra parte. a los 

hongos que dru)1u1 y nlterru1 In calidad de Jos granos almacenados se 11.!S llama hongos de 

ahnn(:éll'.- :. 111cjorconocidos como mohos. ésios pre\ alccen aiin lrnJo rnnd1c1011es de 

nlmnctln cont~oladns (Chelkowski. l '1'11 ). 

1.1.1. Especies más comun"s 

especies de hongos conlruninnnles m:is frecu1.."fltes encontrados cn 

grá.nos y. semillas destacan los géneros de mohos y le\'adurns que a continuación se 

·. mericionrui: 

MOHOS: A/lcrnaria. Aspcrgi/lus. llmryus. C 'cphalo.•por111111. C/aJ<H¡x1r111111. 

F11.mri11m. Hc/min1/wspori11m. <lco1rid111m. e i/cospor111111. /110111/w. /ll11L·or 

l'c11id/1111m. Rhi=o¡ms, .\j1orotrid111m. Tr1<·hmcc111m. Ahstdw, "/110m111J111111. 

LEVADURAS: Candida. Rhodororu/a. /o,.f_n:odcrma. Tor11/o¡ms. 

Además de éstos. existe una gran di\'ersidad de hongos patógenos de plantas. de Jos 

cuales sólo se mencionnr:in las di,·isiones y clases de mayor imponancia en In Tabla l. 
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Tabla l. Clasificación taxonómica de los principales hongos patógenos de planlas. 

Mi.xonúcota tposccn plusn10Jium o 
pscu<loplasmoJimn ). 

E11111Jcoto tw1icclulur o micelio 
tilwncntoso). Suhdivisión: 
Ascomicotinu 
(esporas sexuales = nscos1xlrns). 

Dc:utcmmicotinu (cstudo scxunl 
ausente o desconocido). 

llnsidiomícutinn (lns cs¡x1rns 
sexuales son hasidosporns) 

~la..ttlgon1icota {produce zoosporns 
mólilcs). 

Cla•c 

J1 Jus1mxJiophonl1niccto!I 

l'lcctoinicchis 

l'ircn0111icc1os 

Dist.-onücctos 

Loculousctlmicetus 

Colcomicctos 

ltyphomicclos 

1 lcmihasidi01nicclos 

H)111Cllllll\it.'ClOS 

Oomicdos 

-/'/asmod1u¡>l1t .. a brn.1.t1c.1t• trmL c.h.· 
bmss1cu cluh) /'olint)'l:l.l grun1im.1 y/' 
h1•1ae (pnló~c..-,10s de rniz Je ccrc.al 1 

-Molu1 plll\'oso Ery.tipJu· ·'PI• E.1..:mplo 
H.granti111.1 (\.."Clculcs) /'udo.J¡•l•1t•ra 

J f,•11co1ncha (11\a~V.lUW). 1."11c111u/,,111·c ,,,,,,. 

! lVll\O) 

1

-0phic>slama ulnu (Jcstn.1cciún Jcl 
olmo). l::.·11d,,1h. ia /1'U"<u1~11e·a (dcslrl1t.:~u11) 
de la c.asUu\a) 

l 
·Srlrrcrlit1t1 :rc/1•rotiorunr l ln.llo ~ rut/ J. 
l~u·1•11op~z1;:,1 bn.1.ui':11l!' (manchns k\.cs 
en las hojas Je Brnss1cu) 

1

..( Jphioboltu xn1n11nu tc1.•r1.•ul ). 
l~"''-'"ºf'hora /l"n!S (ca:t-.'klu). 
J/1•/nr1nth<uporrum n141yc/1.• (Jcslnk.·11..·1011 
de las hoJUS de mnlz del ~,_u) 

1 

! -.·hcoC"hy1c1 pi.H (Jcstn1ccH111 dd 

1 

d1unz110), S1•ptonn 1r111c1 (ma1k.:IUt.., 11..'ll la' 
IH1Jas del tr1~l'') 

i 
' ·ollt1.·nuu·u1 ·'PI'· (11\ltnchns en las lu11J.~ \ 

1 

<lcstn1cción Je.~ ~sllu1). /loln1i.• e,,,,.,.,.,, l 
(moho J:'"ÍS), ¡.-,,¡,,ª Ji1hu (~noho L'll tus! 
11'.lJftS Jcl tomnle). Fu.s.t.1rwm $/'I' J 
tputrcfocción de rnlz). 

-llstilt1 .. 1i:o 3pp. Pl.,... ejemplo: U. m''·"'''·" 
(c.au.'qlfltc del hollin). lfttmil~i/,, nut11ln\

(crnnohcxc ni cafC) 

·.·lrnullt1r1dla m~lla (putrcfocc1011 Je 1 
ruiJ'.. honi!O de lo nucl). Clw1k/,.u.,1.·11·11m ; 
p1u·p14rr:11n1 (c1n1c10 I hoja de ccn.·1~1 c.k ! 
11lnta) : 

! /'.\1/uunr s¡•p, Phylophlhura "l'I' tfat./,: 
j tallo). PJ1.\'topl11Jwrn 111li-ltm1: 

(Jcstruccit\11 Je lu 1iapa). Mol"'· P''' 
' c.'JcmpJ,, /Jrc•truo /11c1uc"'º (lechu~;11 \ 
'l'hnmornn·11 \'1t1coL.1 ('-ilkl) 

J 



/\ IHOIU l"("/U\ 

1.1.2. Formas de infección 

Para que se lleve a cabo el proceso de 111fccc1ón por un hongo patógeno. prnnero 

debe existir un encuentro entre el patógeno y el hospedero que origine la interacción 

planta-patógeno. Esta interacción se dar:i de acuerdo al grado de selección de las 

especies de plantas hospederas que tenga el patógeno. lo cual se ve reflejado en tres 

niveles diferentes de especialiJ".ación que van de acuerdo con los mecanismos de 

interacción que se establecen entre la planta y el patógeno. En el primer 111\ el s" 

encucntrru1 los par:isitos oportunistas que penetran a la planta a traves de h"ridas o 

requieren de plantas débiles para su colonización. estos hongos fitopatóg.,nos se 

caracterizan por con lar con un atnplio rru1go de plrullas hospederas. su '1ruh.·nc1a ~s 

rclativmncnlc baja y cnus¡u1 cnfcr111cdadcs poco SC\ eras. El segundo ni' el mclu~e a Jo, 

patógenos verdaderos <¡ue requi"r"n de plantas ,.¡,as para su crcc11111ento y que pueden 

sobrevivir fuera del huésped sólo bajo cien:L~ c1rcunstru1cias: la mayoria de los 

principales patógenos de plru11as se encuentrru1 L'll este 111vcl. muchos son altamenh! 

virulentos y cuentru1 con un número limitado de especies hospederas. En el tercer ni\ el. 

de complejidad más alta. se encuentran los patógenos obligados. los cuales rL'<J111ere11 

exclusivamente de plantas vivas para completar su ciclo de nda. 

Una vez que se ha dado la interacción planta-patógeno. para que la coloniJ".ac1ón 

de la planta por el patógeno se dé elicientemente. éste debe desarrollar estrategias que 

le pem1itan invadir los tejidos de la planta. optimirar su crL-c1micnto dentro de ella ' 

propagarse a través del orgru1ismo: paralelamente. la planta desarrollara barreras de 

defensa para prevenir la iníección. origimindose una batalla dinámica entre la ut1h1.ac1ó11 

de estrategias altamente especílicas tanto por parte del patógeno. como por parte dd 

huésped. Curu1do el patógeno logra penetrar al tejido de la plrulla, en muchos casos lo 

hace mediruite procesos que involucran la secreción de un coctel de crvjmas hidrolit1c:L~ 

y proteolíticas especílicas del tipo de hongo del que se trate y del tipo de huésped al que 

se enfrente (Knogge. 1996 ). 

Existen diforcntcs formas por las cuales el hongo puede penetrar al tejido del 

hospedero y causar infección. por su importruicia destacan las siguientes: 

Pcnc11·adón a 11·avés de abcrluras nalu1·ales.- Las plruitas presentru1 'ª"'" 
tipos de aberturas naturales que est:in relativamente sin protección y por tru1to. son 
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\'ulncrnblcs a la in\'asión por hongos. La rula de en1rnda mas común del palógeno a la 

planta son los cslomas. que se encuentran bajo In superficie de las hojas. y que 11enden a 

estar abiertos durrulle el din y cerrados por la noche 

lle1;das.- Las heridas en In superficie de las plruuns son el s11io ideal de 

penetración para el hongo. El drulo puede resultar por inlluencia del medio m11b1ente. 

actividades de 1utimales e insectos, etc. y trunbién por procesos naturales de las planlas. 

por ejemplo. los sitios emergentes de la rniJ'_ Las áreas druladas pueden exudar 

materiales nutrientes para los hongos. 

Penetración direcla.- Está claro que la adhesión de in\'asores poh .. 'llciales a In 

superficie de las plantas es importante. Algunas especies fimgicns producen \'runas 

1nucilnginosas. las cuales cubren n la hifll: ndcrnás producen otras sustancias ndht..~I\ as 

que provocru1 un contnc10 más cercru10, por ejemplo. polisacáridos. glicoproteinas. 

polímeros de hexosamina y xilruios. 

Mecanismos quimicos de penetración.- Una 1 ez que el patógeno se apro,1111a a 

la pared celular. muchos son capaces de producir ataques b1oquimicos en los tejidos de 

la planla y la célula como apoyo para extender su penetración Ocurr.:n enlonces 

muchas inlerncciones complejas que dru1 como resultado un dmlo celular y el desarrollo 

de síntomas de enfermedad. Existen dos lipos de armas bioquimic•L~. In pnmcrn se 

reliere a enzimas de alto peso molecular capaces de dcstnur la pared celular y de 

provocar In ruptura de células epidérmicas ni contacto, originruido asi la maceración del 

tejido del hospedero: In segunda se refiere a In producción de toxinas de bajo peso 

molecular capaces de malar a las células mientras la invasión de la hifn continúa su 

a\'ance al inlerior del tejido hospedero (Isaac, J 99 1) 

1.1.J. Dmios en semilla, plántula y 11lanta adulta 

Muchos de los hongos patógenos causan la producción de sintomas 

carncteristicos en la plnnla hospedera durru11e el desarrollo de la planta. en diferentes 

partes de su anatomin. El desarrollo de los sinlomns cslá 111lluenc1ndo por el ambiente y 

la salud del huésped al momento de In infección (Isaac. l 'J9 I ). 
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Daños "" s.,milla: 

La invasión del hongo ptlL"de ocurrir en tlifcn:nt<."S sitios del grano. los pnntL"fOS 

sin tomas sernn invisibles para el ojo humano. pero conforme Ja coloni,.~ción ª' :uua. se 

\·an desarrollando dislinlas alleraciones que cambi:u1 Ja apariencia normal del gr:urn. por 

ejemplo, puede ocurrir un cambio de color. obser\'arse cnmohccimicnlo. pudrición ' 

deformación del grano. En Jos granos almacenados. ademas de las allcrnc1oncs de 

apariencia. ocurren otras alteraciones irnportantcs corno son la ac1d11icación. apanción 

de gases. dcgradnción de dctcnninadas sustru1cias contcuu.la.~ en los grru1os ~ t.."1l 

ocnsioncs. acú111ulo de rnctabolitos tóxicos corno 1111colo'\111as Todo lo anh.!rllll origina 

que las scnlillas disn1ínuy;u1 y c..•n algunos casos p1cnla11 su capacidad de gcnninaL·ul11. 

adcm:is tic adqui,.ir prop1cd;11ks 1óx1cas tChcll..o\\sl..1. l'J'JI) 

Daños en phínlnla y planla adulla: 

Después de que Ja pl:u11a ha sido infectada. ésla puede mostrar cambios 

drmnnlicos en su cn.-cimienlo y producli\'ldad. aparecit.•ndo 1runbién 01ras al1erac1oncs 

que vru1 acompal1adas por c:unhios en su ullrnestructura y lisiologia. Los sinloma.' •111c 

se prcscntru1 gcncraltncntc son los siguientes· 

Reducción en el crecimie1110: En la mayoría de Jos casos. este es un import:u11c 

síntoma de enfermedad que se m:uliliesla como una reducción en el rendimictllo de un 

cultivo, éslo cs. hay disminución en número. tam:u)o y calidad de frutos . gr:utos. 

semillas, flores, cte. Muchos de estos efectos se originan por Ja ruplura del tc_11<lu 

fotosin1e1ico y In pelurbación de otros procesos (incrcmcn10 en la ,·eJoc1<l;1d d<.' 

respiración. cambios de nutriL'lllcs y en Ja relación de agua por eJcmplo) como r<.-sul1adn 

de In invasión palogénica. 

Enfennedad por moho: El enmohecimiento puede ocurrir como una mfección 

devastan te que puede causar gr:uidcs desastres económicos y es originada por parnsi1os 

obligados. mismos que se propagm1 con mucha facilidad n tra\'es del aire. Las 

infecciones comunmen1e ocurren en tallos. \·ainas y hojas t.'11 una enorme variedad de 

pl:u11as. cultivos de trigo y olros cereales. arboles y plantas de omalo 

Necrosis: El lcrmino necrosis L'S usado par;1 describir la muene dt! 1c_11dos 

infectados. Durrullc el d.:sarrollo de la enfermedad. la necrosis puede extenderse ' 

provocar rnpid:unente la mucnc de Ja plan1a entera o puede .:siar restringida a ;onas 
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aisladas. Las m:u1chas necró1icas aparecen en las ho.1as de la pl:u11a 111fec1ada co1110 

resollado de la muerte celular localil:nda. 

Roya: El lérmino roya se reliere a enfermedades en la planla que caus;u1 

ennegrecimiento de las hojas y otros órganos de la pl:ulla y se aplica frecuento:mente a 

infecciones que se extienden muy rápidrunente. 

llumedecimienlo: La enfennL'<lad debida a exceso de agua puede afectar a 

todos los tipos de plantas. pero afecta principalmente a las plántulas. ya que las raíces y 

la base del tnllo son infectados por hongos pa16gcnos necrólrofos Al inicio de la 

infección aparecen lesiones obscuras. Las células afectadas se hinchan y posleriormente 

se colaps:Ul, lo que puede pro\'ocar la rápida muerte de la plan1a entera. 

Escab1·0: Esle 1érmino es usado para describir l;L, lesiones necróticas 

superlicinles que son formada.• como resultado a la in\'as1ón al hospedero En algunas 

infecciones esl:L• lesiones \':Ul aco111pru1adas por In formación de corcho ba.10 la 

epidermis o por asociación del micelio lüngico. La epidernus e\'entualmente se rompe 

para liberar las esporas fimgicas 

Anlracnosis: Es el nombre común de enfermedades de plantas caracteri/.ad:L' 

por una lesión negruzca con acumulación de esporas negras y nucelio en algunos casos 

Manchas en las hojas: Peque11as m:u1chas de necrosis npnr•"Cen en las hojas de 

In plrulln. Estas lesiones reducen efecti\'an1ente la capacidad fotosintét1ca de las hojas ~ 

cuando el hongo esporula. la relación de ngua puede ser alterada debido a la ruptura de 

In cutícula. La infección temprana afecta la superficie de las ho.1as de la pl:ulla que 

gradualmente se \'an ti11endo de negro. Las mru1chas causan peque11os problemas en la 

planta, a menos que la infección sea muy se\'era. pero en términos econónucos causa 

problemas debido al aspecto de la hoJa. 

Úlce1·:1s: Las lesiones nccróticas las cunlcs aparecen hundidas dentro del tejido 

de la pl:u11a son llamadas úlceras. Estas zonas pueden ser rodeadas por un 

sobrecrecimiento del tejido de la pl:ulln. el cual ocurre como respuesta al efecto causado 

por la herida. Curu1do el d:u1o ocurre debajo del tejido \'ascular de la planta la infección 

puede ser fatnl. 

Clo1·osis: Un grru1 número de enfermedades produce una coloración amarillenta 

en las hojas de la planta infectada. Estos sintomas son frecuentemente atribuidos a una 

delic1encia de hierro en las hojas. produciendo una reducción en la síntesis de clorofila 

Este síntoma puede asociarse con el efecto del hongo patógeno en los cloroplastos. 
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J\larchitamietllo: Las condiciones de sequía dan como resultado la pérdida de 

turgencia en las hojas y como consecuencia la plru1ta se marchita A menos de que el 

suministro de agua sea restringido o prolongado, esta condición es re• ersible. El 

marchitarnienlo causado por In invasión de hongos patógenos es generalmt.'flte 

irreversible y puede progresar y afectar toda la plru1tn con relati\'a rapide.-.. 

Defonnaciones y frenado del c1-ecimie1110: Un gran número de 111focc1ones 

causadas por hongos patógenos produce alteraciones en las caractcristicas morfológicas 

del tejido de la planta hospedera y afecta el desarrollo normal de la pl:ulla. Se u111izru1 

terminas como hipoplasia curu1do el desarrollo normal de la pl:ulla se "" frenado. Una 

reducción de la di\'isión celular pm.-de ser un mt.'Canismo primario para este efecto. 

Hiperplasin es un término que se utiliza cu:u1do el tejido de la planta crece en e>.ceso. 

generalmente como resultado de la di•·isión celular incrementada. Hipertrofia describe 

un crecimiento excesi\'o debido al nlargnmienlo de las células indi\'iduales 

J. J • ./, Fusariuni numi/ift1rme 

Fusarium mollll!fiJrme es un hongo patógeno que se extiende en zonas húmedas 

y tropicales, se desarrolla colonizm1do In semilla de algunas plantas. especialmente las 

·gramíneas como el mniz. el trigo y el sorgo, es uno de los principales parásitos de 

pla1ru1os. pii\as y tomates almacenados. generalmente causa pudrición y produce toxinas 

llamadas fumonisinas, moniliforminas y fusnrinns (Blnncy, l 999). En el hombre y 

ru1imales ocasiona desarrollo de c:ínccr esofágico, hep:itico y otras afecciones 

relacionadas con el consumo de grru1os cont:uninados con fumonisina.~. También es uno 

de los agentes etiológicos de la queratitis micótica. la cual se m:ulifiesta por inílamación 

y ulceración de la córnea en el hombre (Bonifll7, 1994). 

F11sari11111 monili/i1r111e es un hongo que en un culti•·o puro sobre un medio de 

papa-dextrosa-agar presenta las siguientes caracteristicas macroscópicas 

microscópicas (Nelson et al. l 'Jl!3 ): 

J\lac1·oscópicas: Las colonias presentan abundante micelio aéreo de crecimiento 

rapido, color rosado claro en su cara superior y salmón intermedio en su cara inferior. 

Microscópicas: Hay la presencia de escasos macroconidios con 3 a 7 septos. Es 

común la presencia de una gran cantidad de microconidos catenulados formados a partir 

de monofüílides. 
8 
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1.2. FUMONISINAS 

Las micotoxinas son sust:u1cias naturales producidas por cierto tipo de hongos. 

los cuales crecen en productos agricolas bajo ciertns condiciones particulares Estas 

micotoxinas están ampliamente distribuidas en la nnturnle1.a en donde los granos y 

semillas son susceptibles n ser d:u)ados ru1tcs y después de la cosecha (Dawson, l lJ99). 

Un grupo de micotoxinas 1¡ue ha ndquindo gran importancia es el de las fumonisinas. 

toxinas producidas principalmente por el hongo J.i1sar111m moml(formc, un hongo 

asociado con la contaminación dd 111ai1 y otros cereales (Abado-Bccognce el al. l •J<l8) 

La fumonisina B1 (FB1) ha sido recientemente idL'lltiticada como una micotm;ina 

producida por 1-i1.mr114111 mv111/ifor111<' ~ especies relacionadas. es encontrada en cereales 

contaminados por fo'. 1110111/!fi•nnc. particularmente en el maíz en muchas partes del 

mundo (Trenholm et al. l 'J'J'J) Esta fumonisina ha sido quimican1en1e caractenzada 

como el agente causal de una :m1plia \'anedad de efectos toxicológicos asociados con la 

ingesta de maíz y otros productos alimenticios conlanunados. Existen seis tipos de 

fumonisinas. la FB 1. FB2. FB" FB,. FA 1 y FA2. sólo la serie D forma parle de productos 

naturales y de éstas. las que suelen encontrarse con rnás frecuencia y las 1nás 

importantes son la fumonisina 13 1 que representa el 70 % de la fumonis1nas totales y la 

fumonisina B2 y 03, que son encontradas en menor c:ullidad (Bezu1denhout et al. l lJXl!) 

Estas micotoxinas han sido descubiertas n .. -c1entementc y se están real11.ando muchos 

estudios de toxicidad y de control. puesto que se conoce aún poco de ellas 

1.2.1. Estmctu1·a y lll'opit'dades 

La estructura de las primeras fumonisinns (Fig. 1) fue dilucidada en l lJl!X como 

resultado de extensas in\'estigaciones reali/A'ldas para entender mejor su ocurrencia. 

toxicologia y quimica bio-orgá111ca (Yin "' al. l 99<1a). La estructura quimica de las 

fumonisinas consta de una cadena h1drocarbonada de 20 carbonos con propiedades 

antipáticas por la presencia de un grupo amino libre y con cuatro grupos carboxilos que 

le confieren una alta polaridad y solubilidad en agua. La fumonisina B 1 es una molécula 

que no tiene una forma geométrica deti111da.. se presenta como un sólido amorfo 

( Gelderblom et al. l 1>XX J. con un punto de fusión de 103 a 105 ºC ( Dupuy et u/. 1 •J•J3) 

su peso molecular es de 721.3-IX-I g/11101. mientras que el peso molecular de la FB, y la 
') 
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FB3 es de 705.3935 g/11101 (csle no \aria ya que ambas son isómeros eslruclurales). La 

FB 1 es una molécula anlipállca soluble en agua. melrutol o acelonilnlo, sm embargo su 

parte hidrolilica hace que no sea soluble en disolvenles no polares J.a fumonisina Bo se 

puede hidroli7.ar trullo en medio ácido (C.M HCL) como basico ( 0.05 a 2 M KOH). 

liberando dos residuos de ácido proprullricarboxilico y un wninopoliol respecti\·amente 

(Scott. 1993). La FB 1 es termoestable y los procedimientos termoquimicos acluales 

ulilizados para eslerili7.ar los alimenlos o en su elaboración son insulicientes para 

destruirla ( Dupuy el al. l 9'J3). 

HOOC 

HOOC 
o 01-1 

~ 
1-100-. j 11 

NH 

HOOC O 

Fumonisina 0 1 

Fig. 1 Estructura de la Fumonisina 8 1 (Momamy nnd Dombrink 2001 ). 

1.2.2. Fonnas moleculares de acción 

Debido a que las fumonisinas lienen cierta similitud eslructural con la 

eslingosina. la cual constiluye el csquelelo covalenle de la esfingomielina. cerebrósidos 

y olros cslingolipidos. condujo a que se reali7..arru1 estudios tanto 111 W>YJ como tn vi/ro 

que han demoslrado que las fumonismas son inhibidores potenles de la biosin1esis de 

los csfingolipidos acluando cspecilicamenle sobre la enzima ceramida sinteta~a (la cual 

es una enzima clave en la biosintesis de eslingolipidos complejos). produciendo como 

consecuencia la acumulación de bases eslingoideas como la esfinganina. la csfingosina 

y la lilocslingosina que se encuenlra en planlas (Merril el al. 1993). Otros estudios han 

reportado que estas bases eslingoideas son también inhibidores potentes de cinasas C de 

proteínas y de ATPasas de Na' y Ca .. en w1imales. Por otra parte, se ha reportado que 

la FB 1 1ambien es inhibidor de las fosfo1asas de proteínas las cuales se encuentran 

10 
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im·olucradas en el conlrol de acli\ idades biológica.< (Huang et al. l <J'J5. Ful..uda et al. 

l •J•J{, ). 

POPC 

POPC 

FumunJdnu Ht 

E 
.. 

COOH 
-Me 

o 
·-O 

OH 

~~~ºto 
COOH 

OOH 

Fumonbin• 81 

DMPC 

o 

DMPC 

1-·Ast: 
,\(°\COSA 

Nf.:(;JON 
POI.AH. 

t· \SI: 
llllJH:OC.\H: 110~,\IJ.\ 

J.'.\s•: 
llll>IUU.\H:IUIS\U\ 

fU·:(;J(J~ 

POl .. \fl 

F:\St-: 
,\(.l'<ISA 

Fig. :? Es1ruc1ura d_e la fumonisina B1 y su posible disposición en la membr:ma 
(Yin et a/, l 996a). 

Como ya se ha mencionado. la FB1 presenta un esquelelo de nalurale.ta 

hidrofób.ica con grupos tricarboxilicos. hidroxilo y amino. los cuales le confieren 

polaridad. Estas características sugieren que la FB1 podría imeractuar tanto con la fase 

11 
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lipidica . como con los componentes proldcos de las membranas b1ológ1cas Se ha 

reportado que las fumonisina~ aclium incrementando la o:\idación de los lipidos de 

membrrum. promue\'en Ja producción de radicales libres y aceleran las reacciones en 

cadena asociadas con Ja pero:\idación lipídica en sistemas membranales modelo, como 

por ejemplo los liposomas. en donde la interacción de Ja FO, con Ja bicapa de estos 

parece ser a ni\'el de Ja parte polar de los fosfolipidos. perturbando asi la estructura 

membrana! (Fig. 2) y provocando con ésto. un aumento en la permeabilidad que 

aumentan su \'CZ In difusión de productos con alto contenido de º"'!:'-"''º o del o.xigeno 

mismo. a través de In membrrum (Yin et al. l 'J'JX) 

1.2.J. Ereclos en l111111m1os, 11nimalt's y 11lant:u 

Se ha reportado que las micotoxmas producen ciertos efectos que pucdt.'ll ser 

dramáticos en la salud de humanos y ruiimalcs de granja que se alimenlan de produclos 

agrícolas contaminados (Nclson, 1 <J<JJ). Para que esto suceda. debt.'11 existir :tlgunos 

fnc1ores que condicionen la aparición de una micotoxicosis en animales y/o humru10s 

causadas por la ingestión de plru1ta~ contaminadas por algirn hongo patógeno . Algunos 

de estos factores son : (n) la infección de una planta hospedera que es susceptible a una 

micoto:\icosis causada por un hongo; ( b) la capacidad genética del patógt..io para 

producir uno o \'arios metabolitos tóxicos para el ser humano y/o animales ; (c) factores 

:unbientales que sean favorables al desarrollo de la enfcnncdad; (d) comJic1ones 

ambientales fa\'orablcs a la producción y acumulación de cantidades sulic1entes de 

metabolitos tóxicos en Ja 11Jru11a enfcnna para causar to:\icosis al consu1nidor. (e) el 

consumo de cruuidades sulicicntes de plrullas contaminadas con la toxma para que 

pueda pro\'ocar Ja micoto:\icosis en el consumidor susceptible (Marasas et al. 1'1117) La 

fumonisinn B1 es una toxina que se encuentra estructuralmente relacionada con una 

actividad promotora de cáncer de esófago en hu111ru1os. ya que en áreas donde se han 

localizado varios casos de cáncer de esófago se han encontrado altas concentraciones de 

la toxina FB1 en muestras de maiz contaminado, por Jo que Ja, fumonisinas se 

consideran posibles causantes del cáncer esof:igico (Nair. l lJ<Jll). 

Entre las enfermedades asociadas con el consumo de maiz contaminado con 

tiunonisinas est:i Ja h:ucoencefalomalacia equina. que es una enfermedad neurotóx1ca 

que atac:i a caballos. burros. mulas y conejos. Se caracteriza por necrosis de la maiena 
I~ 



blru1ca en uno O an1bos hcnusfcrios cerebrales~ es producida por la mgcst1on Jc 1nai.I' 

contruninado por J< 111e1111i1/(Jrme. La FU1 trunhiCn t.'"S causan1c <lcl cdcnM puhnonar 

porcino. En cxpcrirncntos con rulinmlcs se dc111ostró que es c'trc111ada1ncn1c I0'1l'.a ~ 

que producia cáncer hcp&ilico en ratas al darles ahrncnto conlanunndo con fun1orns1na 

B1 (Marasas. 1985 ). 

Se ha mostrado también que la fumo111s111a 01 puede afectar 'anos procesos 

fisiológicos en plantas, algunos de estos son· en plantas de maú_ las fumon1s1nas 

reducen el crecimiento de la raiz y de los retor1os y seca la mayor parte de la phullula 

(Lamprechl el al. 1994), en embriones de mni1:. la li1111onisina 01 causa un mcremcnto 

en In fuga de electrolitos e inhibe la hidrólisis de 1\TP de la ATl':L'a de 11 tanto 111 1·11r" 

como in vivo n una concentración de 1Oy20111\·I (Gu110:rrel'.-N:iJer:i. l 'N'» y en rclmlns 

de mniz se hn comprobado que In FB 1 es un potenle 111hih1dor de la er111ma cslingan1na 

N-ncil-lrnnsferasa (L~11ch. 2000). En hoJas de tomate la furno111s111a B1 puede caus;1r 1:1 

formación de lesiones necrólicas (Abbas <'I al l 'N4 J. a una concentración Je 1 11:'. 1 

promue\·e la salida de cleclrol11os y la perdida de clnrolila (Ah has~· Vesonder. 1 •1•n ). 

numenla los niveles de litoeslingosurn y eslingarnna en callo de tahaco. lentc¡a d,· agua 

y en hojas de tomate a concen1rac1oncs de 1 111\1. 5-70 111\1 ~ 14 11M respect1' a111cnte 

(Abbas et al. 1994). En trabajos n.'Cientcs se ha reportado que la furno111sma B 1 mduce 

respuestas como la generación de especies reac1i\·as de oxigeno. dcposrc1ón de 

compuestos fcnólicos y callosa. acumulación de litoalexinas y expresión de genes RP 

(Slone et al. 2000). 

1.3. LÍPIDOS 

Los lipidos son biomoléculas org:irncas msoluhks en agua. que pueden e"racr~e 

de las célula.~ y de los tejidos mediante disol,·entes no polares Los lipidos constllu,en 

una de la.~ cuatro principales clases de comput..-stos. los cuales son encontrado, en t<1dos 

los organismos vi,·os y desemperian un papel mdispensable en el manterum1ento de la 

vida. los otros son carbohidratos. proteinas y :icidos nucleicos (Good\\ 111 and :-. krcer 

1983). 
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l.J.I. Es11·uc1m·a 

Las estructuras de los lípidos son con frecuencia complejas, aunque comparten 

cienas cnracteristicas comunes. Los lípidos más sencillos son los <ic1</os gríl.ws. que son 

ácidos monocarboxilicos de la íórrnula general R-COOll. en donde R representa una 

cola de hidrocarburo (Fig. 3). Se h:m identificado más de 100 ácidos grasos d1íerentes 

en los lipidos de microorganismos. plantas y :utimales. Estos ácidos grasos di lieren 

unos de los otros en la longitud de sus colas ludrocarbonadas, su grado de msaturacllln 

(número de dobles enlaces carbono-carbono en la cola ludrocarbonada), y en las 

posiciollL'S de esos dobles enlaces carbono-carbono en sus cadenas de ácidos grasos 

(Horton et al. l •J•J5). 

o-

T I o=c,_ 

T FH2 
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HiC\ ...... 

1 
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1 HiC\ 
FH2 

HiC\ 
Cl·IJ 

Fig. 3 Estructura básica de los ácidos grasos (Horton et al. 1995). 

t .J.2. Clasificación 

Ln clnsilicación más empleada de los lipidos es la que se basa en las cstructur:L~ 

de sus esqueletos (Tabla 11). 

Los li¡1ídos complc;os. se caracteri/.an porque contienen ácidos grasos corno 

componentes. comprenden a los acilglícéridos. los.fi1.~"fi1g/icéndw-, los cs.fingofipido . .- y 

·~ 
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las ceras. que 1hlieren en la cslruclura de los esqueletos a los que se hall:ut unido' los 

ácidos grasos. También reciben el nombre de /1¡11.10., .mpon(/icah/<!s porque producen 

jabones (sales de los ácidos grasos) por l11dról1S1s alcalina El otro grupo de lip1dos est:i 

constituido por los /í¡ndvs .wnpl<!s, que no contienen ácidos grasos y no son. por l•utlo. 

saponificables. 

Tabla 11 Clasificación de los lipidos (Lehninger. 1995). 

Tipo de ll1tido Esqurl~to . Comf'lr'jo.• (sa¡wnijicahl".•) 
Acilglicéridos Ghccrin.1 
Fosfogl icéridos J-fosfo10 de ghccnlo 
Eslingolipidos Eslingos11i..1 

1 Ccms Alcoholes no polares de peso molcc:ulnr 
cJc\adO 1 . Simf'lr'.• (insu¡wnificables) 

Terpenos 
Estcroidcs 
Prostnglandinas 

1.3.3. l'rottiedades 

Existen diferentes familias o clases de lipidos, pero las propiedades d1sllntl\ as 

de lodos ellos derivrut de In naturaleza hidrocarbonnda de la porción principal de su 

eslruclurn. Por ejemplo, los ck1dos grasos saturados e insnturados difieren 

significaliv:unenle en sus configuraciones estructurales. En los ac1dos grasos saturados 

las caden:ts hidrocarbonadas pueden existir en un número inliniio de conformacwn~"'

porque cada uno de los enlaces sencillos del esquelelo carbonado posee una completa 

libertad de rotación. Los acidos grasos insaturados presenl:ut uno o mas quiebres rig1dos 

en sus cadenas hidrocarbonadas. originados por la incapacidad de rotación del enlace o 

enlaces dobles. En los triaci/glicéridvs por ejemplo. su punto de fusión ' 1enc 

delemtinado por sus ácidos grasos componentes y aumcnla. en general. con el número y 

la longitud de los ácidos grasos saturados componentes. En cu:u1to a solubilidad. los 

triacilglicéridos son relativamente insolubles en agua. y no tienden. por si mismos. a 

formar micelas muy dispersas mientras que los diac1lglicéridos y los monoacilghcendos 

poseen una polaridad apreciable a causa de sus grupos ludroxilo libres. y por dio 

fonn:ut micelas. Los acilglicéridos son solubles en éter. cloroformo~· benceno. asi como 
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en elanol calienh!. experimenlan hidrólisis cuando se hien-L"tl con :leidos o con b;t..~1..-s. u 

por acción de las lipa.~as . Otrn clase de lípidos complejos componentes principales de 

las membranas plasm:i.ticns son los fo.~fú¡.:licért<lo.•· . eslos son sólidos bl ;Ulcos de 

consislencia cérea. por exposición ni aire se obscurecen y experimentan cambios 

complejos a causa de la tendencia de sus ncidos grasos no snlurados a perox1d;use por In 

acción del oxigeno atmosforico. Los fosfoglicéridos son solubles en muchos d1solv1.."tlles 

no polares que conlengan cierta canlidad de agua. y son extraídos adecuadamente de las 

células y los !ejidos medirulle mezclas de cloroformo-melanol. Los fosfogllcéndos 

presen1ru1 variaciones en el tamru,o, la forma. la polaridad y la carga eléctrica de las 

cabezas polares. estas ,·ariacioncs dcsempe1,an. probablemenle, un papel signilicati,·o 

en la eslructura de dl\·ersos lipos de membranas celulares. Los c.ifi11¡.:oli¡11Jcn . lip1dos 

complejos cuyo esqueleto eslá conslituido por la esfmgosina o una base relacionada son 

componenlcs importantes de las membranas de la células ,·egelales y rulimales Todos 

los eslingolipidos contienen 1res componentes b:i.sicos caracteristicos: una molécula de 

un ncido graso, una molécula de esfingosina o de uno de sus derivados. y un grupo de 

cabeza polnr. el cual. en algunos eslingolipidos. 1..-s muy grande y complejo. La 

eslingosina es un rnninoalcohol de cadena larga hallado en los eslingolipidos de 

di,·ersns especies. En los mamíferos lns bases principales de los esfingolipidos son la 

csfingosina (4-eslinganina) y la dihidrocsfingosina (esfinganinn); en lns plantas 

superio.res y en lns levaduras la base principal es In filoesfingosinn (4-hidroesfinganina) . 

. :.,u; .bose esfingosinn se halla unida por su grupo amino. mcdillllle un enlace amida. n un 

il.cido '.grnso salurndo de cadena larga o a un monoinsalurndo de 111 a 26 :i.tomos de 

".carbono. La toxina en <.'Stttdio (fumonisina 0 1) lienc simililud cslructural con la 

esfingosinn, ya que contiene un esqueleto de naturaleza hidrofóbica similar al de la 

esfingosinn con grupos tricarboxilicos. hidroxilo y amino. los cuales le confieren 

polaridad. Estas caracteristicas sugieren que la FB 1 podria interactuar tru>to con la fase 

lipídica. como con los componentes proleicos de la membrana plasmalica Se a 

reportado que la FB 1 actúa incrementando In velocidad de oxidación de los lipidos de 

membrana. promue,·e la producción de radicales libres y acelera las reacciones en 

cadena asociadas con la peroxidnción lipídica en sistemas membranales modelo (Fig. 4) . 

lb 



cu, o 
llOOC~ 

lll"lOC'" ll 

011 

lHI 

Ott 

011 

(lit 

NHa 

ott 

NHo 

NU1 

Nll1 

J,'1/TNO/JtlCL1d.\' 

l:S,.INGOSINA. 

l:Sf'INOA,..INA 

rlTOl:Sf'INCOSINA 

CSf'lfllCOSINA• I· 
FOIFATO 

C'H, ruatONISINA •• 

Nttr 

Fig. 4. Representacion estructural de bases esfingoideas y 111 íumonisina 8 1• 

( Nelson, 1993). 

Las ceras son ésteres sólidos de ácidos grasos de cadena larga con alcoholes 

grasos monohidroxllicos o con esteroles y son insolubles en agua. Cuando se calientan 

son bl1111das y moldeables, y en frío son duras. Forman cubienas protectoras de la piel, 

pelo y plumas, de las hojas y frutos de las plantas superiores, asl como del exoesqueleto 

de muchos insectos (Lehninger, 1995). 
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1.3.4. Funciones biolós:ic:as 

Los lipidos desempei'lru1 di,·ersas funciones biológicas importantes, actúru1 como 

componentes estructurales de las membranas, como fonnas de tr31\Spone y 

almacenamiento del combustible catabólico, como cubierta protectora sobre la 

superficie de muchos organismos. y como componentes de la superficie celular 

relacionados con el reconocimiento de las células. la especificidad de especie y la 

inmunidad de los tejidos. 

1.3.5. Locali:tadón en las células 

Las diferentes chises de lipidos se encucntrru1 distribuidos en los diferentes 

orgnnelos celulares, así, por ejemplo, los esteroles, glicolipidos y fosfolipidos son los 

componentes principales carnclcrislicos de las membrruins celulares de \'egelales y 

animales. El plasmalema contiene principalmente fosfolipidos. glicolipidos. esteroles y 

lipidos neutros. Los glicerofosfolipidos (monofosfa1idilgliccroles. fosfatidilcolina. 

fosfatidilinositol y fosfntidiletnnolrunina) se encuenlrru1 en grru1 CMlidad en la 

membrana del cloroplasto y 1ilncoidal, en la membrana milocondrial los principales 

fosfolípidos son fosfatidilcolinn y fosfatidiletru10lnminn y en menor CMtidad 

fosfntidilinositol . En los glioxisomas y peroxisomas se cncucmrM principalmente 

fosfntidilcolina y fosfnlidiletanolamina. En la fracción subcelular microsomal (definida 

tM1bién como pelle! de membranas )' que comprende membranas del retlculo 

endoplasmico, nparalo de Golgi, tonoplasto, fragmentos de plasmalema. etc.). 

predominru1 los lipidos polares, de éstos los fosfolipidos son los mas abundantes. En el 

núcleo, los fosfollpidos son los principales lipidos de membrana. Los 

glicerofosfolipidos son los componentes lipídicos de menor abundancin en las semillas, 

en donde los triglicéridos son los que predominan. Los lriacilglicéridos se encuentran 

como lipidos de depósito o de reserva en células de animales y plantas (por ej. en 

semillas, polen, flores y ralz). distribuidos por lodo el citoplasma de la célula. estos 

triglicéridos de almacenamiento se conocen como esferosomas, oleosomas o cuerpos 

lipídicos (Goodwin Md Mercer 19113) En las plantas los csferosomas o cuerpos lipidicos 

son formados durMte el desarrollo de la semilla como apoyo al crecimiento de la plMta 

(Huang, 1996). 
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1.4. MEMBRANAS BIOLÓGICAS 

Las células vcgclnlcs conliencn un número de orgnnclos y sislemas 

membranosos incluyendo cloroplastos. mi1ocondrin. peroxisomas. Golgi. 1onoplas10. 

retículo endoplásrnico y una vnricdnd de pequei)as n:slculas bien definidas y un núcleo. 

lodos embebidos en el ciloplasrnn y encerrados por una membrana plasrnálic:i. la cual 

eslá rodeada por una pnred celular. Ln relalivn rigidez de la pared celular le confieren la 

celuln estabilidad y protección conlra d:u"los mecánicos, mienlras que In m.:mbrana 

plasmática le confieren la célula un medio relnlivnmenle constante para llevar a cabo el 

metabolismo inlracelulnr, llevando a cabo un intercambio balanceado de me1aboli1os 

con el resto del organismo y sus alrededores (Lnrsson et al. 1990). 

Zona 
hidrolílica 

Fig.5. Modelo del mosaico fluido de la eslructura de In membrana. 

Doble 
capa 
lipi<ka 
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1.4.1. Es1n1clura 

Las membranas biológicas hwi sido representadas satisfactoriamente con el 

modelo del mosaico íluido propuesto por Singer y Nicholson en 1972 (Fig. 5 ). El 

modelo postula que las membrwias biológicas están constituidas principalmente por una 

doble capa de lipidos anfipáticos (por ejemplo: fosfolipidos. glicolipidos y esteroles), en 

la cual se encuentran intercaladas proteínas especificas o en contacto de manera 

superficial por interacciones iónicas: además, las membranas contienen carbohidratos. 

pero en poca cantidad. 

Los aspectos importantes de este modelo son: 

A. Ln mayoría de las moléculas de fosfolipidos y glicolipidos de membran:1 están en 

forma de bicapa que funciona como disolvente para las proteínas integrales de la 

rnembrrurn y como una barrera de permeabilidad. 

B. Una pequcíln proporción de los lipidos de las membranas interacciona 

especificamente con detemúnndas proteínas y pueden ser esenciales para la función 

de éstas. 

C. Las proteínas de Ja membrana pueden difundir lateralmente en Ja matriz lipídica. a 

menos que queden restringidas por interacciones especiales, mientras que pueden 

tener cambios confommcionales aún en Ja parte trnnsmembranal (Stryer, 1990). 

Las proteínas de membrana se asociwi de dos maneras con la bicapa lipídica (Fig. 5) 

1) están unidas a las superficies hidrofilicas de In bicapa y se llaman protdnas 

periféricas o superficiales de la membrana y, 2) se encuentran embebidas en la 

región hidrofóbica de la bicapa y se denominan proteinas integrales dt• la 

membrana. 

1 .- /'rote/nas pcr(fi.!ricas pueden asociarse con las caras hidrofilicas de la bicapa 

lipidica debido a interacciones no covalentes entre los grupos polares de los lipidos 

y las cadenas laterales polares de sus propios aminoácidos superficiales (Bohinsl.:i. 

1991). Se disocian de las membranas mediwite procedimientos relativamente suaves 

que dejan intacta la membrana., tales como la e.xposición a soluciones salinas de 

elevada fuer7.a iónica (por ej .• NaCI 1 M). agentes quelantes de metales o cambios de 

pl-1. Las proteínas periféricas son estables en soluciones acuosas y no se unen a 

lipidos. 
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2.- l'ro/Cina., mtc~ra/c.\· c.lependen de interacciones hidrofób1cas pata asociarse con 

las membranas. Este tipo de proteína mc111branal requiere que las cadenas l:11eralt..-s 

e.le aminoácidos apolares quec.len expuestas en su superficie pata :L,octatsc con las 

cae.lenas apolates de los hic.lrocarburos que integran la matriz interna de la bicapa 

Estas proteínas sólo se puec.len separar de la membrana mediante lralanuemo con 

agentes que la destruyru1. Enlre éslos se encuentrru1 los disolvenles org:u11cos. 

delergenles ( por ej. dodecil sulfato de sodio (SDS) y desoxicolato de sodio) y 

ngenlcs caolrópicos (iones que destruyen In estruclura del agua). 

1.4.2. Propiedades 

Todas las membranas biológicas son dislintas en es1ructura y función. sin 

embargo. companen ciertas propiedades importru1les: 

Las membranas son es1ruclun1S laminares. de pocas moléculas de grosor. que 

forman espacios cerrados entre compartimenlos e.le dislinln composic1611 

Las membranas conslan principalmente de lipidos y proleínas y en lllt..'t10r cnlll1dac.I 

conlienen hic.lr:uos de carbono cnl:v.ac.los a las partes polares e.le lípic.los y proll!inas 

Los lípidos de membrana son moléculas relalivamente pequt.-ñas que conl1enen una 

parte hidrofilica y olra hidrofóbica y que en medios acuosos forman lámin:L' 

conlinuas formadas por e.los capas conlrapuestas que constituyen obstáculos al flujo 

de moléculas polares. 

Ciertas proleínas especificas son mediadoras de funciones caraclerislicas de las 

membrru1as. Las prolcínas de membrana se encucnlrM intercaladas en las bicapas 

lipíc.licns, las cuales crean un ambiente adecuado para la acción de eslas proteína' 

Las membrru1as son cstrucluras !luidas. constiluyen asociaciones no co,alcmcs c.1., 

catácter coopera1ivo y son asimclricas. 

1.4.3. Funciones 

Las membranas lle\"M a cabo diversas funciones que resultan ser esenciales para 

la vida. Las membranas plasmálicas confieren a las células su individualidad al 

separatlas de su enlomo. constiluyen barreras de permeabilidad muy seleclivas. qu" 

con1iene11 sistemas de trMsporte que regulM la composición íónica y molecular del 
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medio interno. controlru1 el llujo de información entre las células y lle\'an a cabo un 

intercambio balanceado de metabolitos con el resto del organismo y sus alrededores 

(Stryer. 1990) 

1.4.4. Composición lipldica de las membranas plasmálkas 

Todas la~ membrrutas biológicas consisten de una doble capa de lipidos, la cual 

constituye el armazón en el cual las protei nas de membr:utn estan ru1cladas. 

Esteroles. glicolipidos y fosfolipidos son los principales lipidos de memhr:u1as 

plas1miticas en pl:u1tas y en animales. Cabe mencionar que la mayoría de los esteroles se 

encuentrru1 libres. De éstos. el sitosterol, campesterol y cstigmasterol predominan en las 

plantas, mientras que en los animales el colesterol es el que predomina. En algunas 

especies se han encontrado otros esteroles que son poco comunes como el cicloartenol 

que se encuentra en la a\'ena, el espinasterol. cstigmastru10l y el 7-estigmastenol en la 

espinaca Además de los ésteres libres se han encontrados también ésteres de esteroles. 

glicósidos y glicósidos acilados. los cuales parecen ser más abundantes en l:L' 

membranas plas1miticas de plantas que de nnimales. La composición de los esteroles 

varia de un órgru10 a otro de la planta ª'i como de la rai.< y la hoja (Larsson e/ al l 'NO) 

El glucocerebrósido es el principal glicolipido en In membrana plasmática de 

plantas, se encuentran también en pequei'\as cruttidades el monogalactosildiacilglicerol 

(MGDG) y el digalactosildincilglicerol (DGDG). 

La fosfntidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolaminn (PE) son los principales 

fosfolipidos en membrnnas plasmáticas de plru1tas y animales. In PC es algunas \'eces 

sustituido por el equivalente cslingomielina en las membrrutas plasmáticas de animales. 

En las membranas de plantas el ácido fosfatidico (PA) es el tercero más abundante y le 

sigue a la fosfutidilcolina y la fosfatidiletanolamina que se encuentran en mayor 

cantidad. El fosfntidilinositol (PI) juega un papel importante en la transducción de 

se1'\ales a través de la via del ciclo de fosfoinositidos y está presente en menores 

cantidades (Rochester e/ al. l IJK7). 

Los principales ácidos grasos de las membr:u1as plasmáticas de las plantas son los 

ácidos palmitico (16:0), ácido linoléico (111:2). y el ácido linolénico (111:3). lo cual 

contrasta con las membranas plasmáticas de rutimales. en donde predominrut el ácido 
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palmitico, el ácido estcarico (IK:O) y el ácido arnquidónico (20:4) A pesar de estas 

diferencias, el grado de 111snturación de los ácidos grasos en la membrana plasm:iuca es 

similar en las membranas plasmáticas de plantas y animales ( Laisson et tri l 'NO) 

1.5. t:srECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 

Los animales así como las plantas han desarrollado una serie de mecanismos de 

defensa para protegerse de In in\'asión de organismos patógenos y parásitos. Una de las 

primeras lineas de defensa es la producción de especies react1\'as de oxigeno (EROs) el 

cual juega un papel muy importante de defensa en las pl:u1tas y es frecuentemente 1:1 

primera respuesta que se acti"a en muchas interacciones 111compn11bles (lfammoml

Kosack nnd Joncs. 1996) 

1.5. l. 1'1inci¡rnles 1Taccio11es de fonnadón de EROs en las c~lulas 

La mayoría de las células \'egetales gener:u1 de manera ruunana b:yos 111\'eles de EROs 

durante el tnmsporte de electrones o en procesos en.r.umiticos 1m olucrndos en sistema.' 

redox (Rustérucci et al. l 'J'><>) (ec. I a). pero cuando se generan como una respuesta 

rápida ni reconocimiento del patógeno debido principalmente a la presL"ltcan de 

fitoloxinns. se lleva a cabo un proceso conocido como cxp/o.<1ó1J o . .:1da11•-a. que consiste 

en una producción incrementada de especies reacti\'as de oxigeno (EROs). 

principalmente de anión superóxido (Oi"). peróxido de hidrógeno (l·ti02) y radical 

hidroperoxilo (HOi) en el sitio de invasión (Grant and Gary. 2000). 

SVI> L-UfaluJU + lll• 11• 11• 

02~ 02·---;+ u,02---;:+ OH~ H20 

1 t ec. la 

l"'"''"'"'''"' 

En lns células vivientes el anión superóxido (O,--) existe en equilibrio con su 

forma protonndn. el radical hidroperoxilo (HOi). (ec. lb). El 02 .. generado es dismutado 

a H202 y 02 por ,·in no enzimática o por acción de In enzima supcró:cido d1.rnwta.m 
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(SOD).(ec. 1 e) In cual se locnlizn en el citosol. cloroplnslo. rnitocondrin y en el espacio 

extracelulnr. 

Oi. + 11' .. .. 110,- ce. lb 

1102 + 02·· + 11· ... SOi> ... H202 + 02 ce le 

202· + 211' .. son .. 1-1202 + 02 

El H202 al no tener electrones desapareados puede cruzar fácilmente la 

membrana plasmática. mientras que el anión supcróxido lo hace más lentamente. por 

otra parte. el 1-1 20 2 formado: 

a) es descompuesto n H20 y 0 2 espontáneamente o por acción de la en7ima cata/asa. la 

cual se locali.m en microcorpúsculos llan1ados peroxisomns. (ce. 1 d) 

21120 + o, ce. 1 d 

b) es utilizado como substrato por varias pcroxidasas. 

Peroxidasa (Fe'') + 11 20 2 " Compuesto 1 

.. Compuesto 11 + "RH ce le Compuesto 1 + RH2 

Compuesto 11 + Rl·li .. Peroxidasn (Fe3
') + ·Rll 

e) es destoxificado por acción del ascorbato peroxidasa actuando concertadamente con 

In dehidronscorbalo rcductnsa y glutatión rcduclasn en la rula de lfalliwell-Asada 

(ec.Jf). 

H:O: Ascorbnto 1 r GSS~r 
l>chiJroa11:0fb.tlo 

rcJu.;Lau 

Ulut.ttion 

rcd1111;t,11.1 

NADPll 

H:O j L_ Dehidroascorbnt} L. GSH____t L. NADP ce. t r 

Sin embargo. bajo condiciones apropiadas. el H 20 2 puede ser generado por 

peroxidasas en una serie de reacciones que involucran la fonnación de compuestos 111 

(Wojtnszek, 1997)(cc.lg). 

"RH + 02 

Peroxidasa + Oi' 

Compuesto 111 + RH2 

.. Oi. + RH 

Compuesto 111 

Peroxidnsa (Fe3') + "RH 
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202·· + 2H' .... 11---1"~ H202 + 02 

RH2 + Oi" .. "RH + H20 ec. lg 

El H20 2, en presencia de Fe2' puede entrar a la reacción de Fe11ton (ec. 1 h) y 

generar el radical hidroxilo (HO'), éste es e.xtremadamente destructi\'o y puede iniciar la 

peroxidación autoperpetuante de llpidos. Si el H202 que entra al citoplasma de la célula 

permanece a una concentración suficiente para alcan7.ar el núcleo del patógeno o el de la 

pl:mta. éste podría reaccionar con iones metálicos intracelulares y producir HO. el cual 

puede fragmentar al DNA por un ataque sitio-especifico. Así, la producción de EROs 

puede provocar un drulo considerable tanto para el hospedero como para el patógeno ~ 

es requerido por las células de la plru1ta para activar una serie de mecrutismos de 

protección (Hammond-Kosack and Jones, 1996). 

Rcncción de Fcnlon •"C. lh 

Fe3
' + 02'" --+ Fe2' + 02 

Fe2' + H202--+ Fe3
' + 1-10 + HO" 

Total: 02·"+ H202__. HO + HO" + 02 (Rcucc.dc llaho:r-Wc:issl L"C 11 

Las plantas poseen sistemas muy eficientes para eliminar las especies rcacti\'as 

de oxigeno y para protegerse del efecto destructivo de sus reacciones. Estas defensas no 

se limitan a los compartimentos intracelulares únicamente, éstas se encuentran también 

en el apoplasto celular. 

l. Superóxido dismutasa: pertenece a la familia de las metaloenzimas. cataliza la 

reacción de dismutación del anion superóxido (02' 0

) a oxigeno molecular y H202 

(ec. le). Así, la super.óxido dismutasa remueve el Oi" y disminuye el riesgo de que 

se forme el radical hidroxilo HO (que es altanu!l1te destructivo) vía la catálisis 

metálica de Haber-Weiss (ec. I i), e\'itando que se inicie la peroxidación de lipidos. el 

ataque al DNA, proteínas y otras moléculas pequei\as (Foyer et al. 1994). 

2. Hidroperoxidasa: dos tipos de enzima entran en esta categoría a) las pcrox1dasas que 

reducen el peróxido de hidrógeno a expensas de varias sustancias que actúan como 

donadores de electrones tales como el ascorbato. las quinonas y el citocromo c y b) 

la caw/asa que es una hemoproteina que contiene cuatro grupos hemo. catali.ta la 
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descomposición del peróxido de hidrógeno n agua y oxigeno molecular (Murrny et 

al. l 'J'J4)_ 

3. Ácido nscórbico y a-tocoferol: son nntioxidanies naturales que pueden elinunar 

radicales hidroxilo, oxlgt.'flo singulete y anión superóxido. 

4. Carotenoides: se encuentran exclusi \•nn1ente en las plantas, ejercen un efecto 

protector contra el oxigeno singulete ( 10,) generado por reacciones fotosintéticas. 

Inhibe In peroxidnción de lipidos eliminando los radicales hidroperoxilo de lipidos, 

generados durante la etapa de propagación. 

5. Glutatión: pre\'icne la peroxidación de lipidos, una \'ez iniciado el proceso 

peroxidali\'O e\'ita In entrada n la etapa de propagación, regenera el ascorbato y 

reacciona con el oxigeno singulele y el radical hidroxilo (Foyer et al. l 'J'J4) 

1.5.2. l'e1·oxidacióu de lipidos de membrana 

La peroxidación de lipidos involucra tres distintas etapas que son: In clapa de 

iniciación. de propagación y de lerminación_ El proceso de peroxidnción de lipidos se 

inicia por el nlaque de una especie lo sulicienlemente reacti\·a para sustraer un alomo de 

hidrógeno de un grupo metilo de la cadena hidroenrbonada de un ácido graso insaturado 

{lig. 6). La remoción del hidrógeno deja al alomo de carbono (el cual fue originahncnte 

atacado). con un electrón desapareado dando origen a un radical alquilo de lipido. éste 

puede tener \'arios destinos, pero el m:is probable en células aerobias es que 

experimente un rearreglo molecular y en presencia de oxigeno molecular genere el 

radical peroxilo de lipido. Los radicales peroxilo pueden combinarse con otros radicales 

o pueden atacar a proteinas de membrana. trunbit.'t1 son capaces de sustraer alomes de 

hidrógeno de la cadena hidrocarbonada de los lipidos de membrana adyacentes. dando 

asl origt.'fl a la propagación de reacciones en cadena de lipidos hidroperoxidados. La 

extensión de la etapa de propagación depende de muchos factores. entre estos esta la 

relación lipido/proteina que hay en la membrana. la composición de los ácidos grosos. la 

concentración de oxigeno y la presencia de antioxidantes dentro de la membrana que 

interrumpan la reacción en cadena cediendo íitomos de hidrógeno que sean fácilmente 

tomados por los radicales peroxilo presentes. La etapa de terminación se refiere a los 

sistemas que poseen las plantas para eliminar las especies reacti\'as de oxigeno y para 

protegerse del efecto destructi\·o de sus reacciones {Guneridge and Halliwell. l 'J'Jll) 

2C. 
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Fig. 6. Representación del mecanismo de peroxidación de lipidos. Se muestra la 

abstracción de un átomo de hidrógeno de un :icido graso con tres dobles enlaces 

A. B y C presentan en su estructura dienos conjugados los cuales absorbcn lul'. 

UV a una longitud de onda de 233 mn (Gutteridge and lfalliwell. 1990) 

1.5.3. l\lélodos de delección de lipidos 11uollidados 

Los lipidos peroxidados pueden ser medidos en diferentes etapas, 1 ) por la 

pérdida de :icidos grasos insaturados. 2) midiendo productos primarios de peroxidación 

y 3) midiendo carbonilos secundarios y gases hidrocarbonados. En la tabla 111 se 
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muestran los métodos disponibles para medir li pidas pcroxidmlos en sistemas do: 

membranas y lluidos biológicos (Gulteridgc and 1-talliwcll, 19'>0). 

Tabla 111 Métodos de detección de ti idos croxidados 

Dienos conjugados 

TBA (Ácido 
lioburbi1úríco) 

Hl'LC (High prcssurc 
liquid chromologrnphy) y 
GLC (Gas liquid 
chromnto 'ra lw 

Parcí111dTt1s a 
n1ctlir 

Estnacturas con dicnos 
conjugados 

Deri \'Ddos de 
molondiuldehido 

Aldehídos 

Aldehídos ci101óxicos 

Lipidos peroxidados 

E1uno y panano 

Pérdida de ácidos 
grasos insulurndos 

Obscnwci11ncs 

La oxidación de licidos ¡¡rasos insalwados 
es acomprulada llOC' un awncnto en fo 
absorción de luz UV u una longilud de 
onda entre 2311 \ ' 23S run . 
El malerinl de prueba se culicnin n pH 
ácido con TBA, se ob1ienc un ccomógcno 
rosado que es medido por su nbsorbancia a 
uno longi1ud de onda de -532 nm o por 
nuorcsccncia a ~53 mn . 
Los aldc.:hidos la les como d 
U\alondialdchido 1u1edc rc.1c.c10t1:tr con 
grupos amino para ían11ar bases úc Shiff 
(sólo a pll 1ócido). Los aldehídos t>UL'<kn 
fonnar polimcros pura producir produclos 
nuorcsc.cntcs en tauscncia de grupos amina . 
Los produclos fluon:.~cenles fonnados m 
\'i\'O son productos fin.ilcs de la 

a-oxidación de li idos . 
Hidroalcanoles rules como el 4· 
hidroxinoncn::al Sl'Nl productos de la 
pcroxicfación de lipidos que son citotóxicos 
a concentraciones nanomolarcs ' son 
medidos por llPLC. Los amicucrp~ son 
usados para medir protcinas tnodificadas 
poc produclos de la pero,idación de 
lipidos . 
La eslimul;ición de la acli\idad de )3 

cicloox.igcnMn puede ser usada parn medir 
canl idadcs 1nu.as de pcró.,idos cu tluido.< 
biológicos . Es sensible a picomolc• d.: 

cróxido. 
Ln croma1ografia de gases es ucili,.ada para 
medir los gases fonnados dur.1111c la 
descom osición de li idos roxiibdos. 

Es muy útil para medir lípidos pcroxidados 
poc cstimulación de ccmplejos mc1:ilicos. 
dando difercnlc dis1ribución de produclos. 
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2. ANTECEDENTES 

La FB1 es una micotoxina producida por ¡.-u.wrwm mumliforme. hongo patógeno 

que se desarrolla colonizando la semilla de alguna.• pl:Ultas. espL-cialmente las 

gramíneas. como el maíz. Esta toxina ha sido quimicamente caracteri7..adn como agL-nte 

causal de una amplia variedad de efectos toxicológicos asociados con la ingesta de mai1: 

contaminado. y se ha demostrado que posee propiedades fitotóxicas (Van Asch <'f al. 

1992). Debido a que la FB 1 es de nnturalel'.a antipática. se ha propuesto que uno de sus 

principales blru1cos de acción son las membrana.• celulares. En estudaos realiJ'.ados 

anteriormente. se ha reportado que la FB 1 puede actuar a diferentes mveles de la 

membrrum provocando alteraciones en su estructura y función Por e¡cmplo. en un 

ensayo /11 vuro. se reportó que la FB 1 d1sminu~e Ja acll\ 1dad d" 1:1 en/1mn 1 .3-B-glucan 

sintetasa (GS 11) hasta en un 30 •y,, a una concentración de 20 11M de FB1. m1t!lllnL' que 

en un ensayo in vivo, se ,·ió que la FB1 111cre111enta Ja acti,·idad de Ja e1ujma GS 11 

contenida en VMP de embriones de maí7. (Ganbay. 2000). Por otra pane. se reportó que 

la FB1 inhibe aproximadamente un 23-31 % Ja act1\'1dad de In enJ:una ATl':L<a de ir de 

membrrum plasmática de embriones de maiJ: en germinación cuando la toxma se ru)ade 

directamente n las VMP aisladas (m vilru) y un porcentaje de inhibición similar se 

obser\'Ó cuando los embriones fueron expuestos a la FB 1 (111 •·1vo)(GutiérreJ:-N:ijera. 

1999). También se reportó que In FB1 actúa a nivel molecular inhibiendo la e1vima 

ceramida sintetasa.. enzima clave en la biosintesis de esfingolipidos comple¡os( Mernll 

et al. 1993). Ya que la FB 1 posee un esqueleto hidrofóbico seme¡rulle al de la 

esfingosina. con grupos tricnrboxilicos. hidrm¡iJo y amino los cuales Je confieren 

polaridad a la molécula.. se sugiere que con esta.' caracteristicas la FB1 podría antcractuar 

con la bicapa lipidica y con los componellles proteicos de la membrana plasm:it1ca En 

estudios anteriores realizados sobre un sistema modelo de liposomas se enco111ró que las 

FB 1 incrementa el indice oxidativo de los lipidos de membrana. promueve la producción 

de radicales libres y acelera las reacciones en cadena asociadas con la peroxidación de 

lipidos en sistemas membranales modelo. También se encontró que la FB 1 altera la 

estructura membranal. incrementa la difusión de productos oxigenados. e incrementa la 

permeabilidad membrMal. lo que sugiere que In FB1 podria aumentar el esirés oxidati\ o 

y el dru)o celular (Yin'" al. 1 •J911). 



3. HIPÓTESIS 

Si la FB 1 es cap;v. de peturbar la estructura membrana! e incrementar la difusión 

de productos oxigenados. entonces, es de esperarse que la F0 1 promue\·a la producción 

de radicales libres que lleven a la peroxidación de lipidos de la membrana plasmallca de 

embriones expuestos a la toxina. 

4. OBJETIVO GENERAL 

Determinar el posible dru1o peroxidativo que sufren los lipidos de membrruia plasm:\tica 

de embriones de maíz al estar en contacto con la micotoxina fumonisina 0 1. 

4.1 OBJETIVOS l'ARTICULARES 

Aislar membranas plasmáticas y otras fracciom.-s subcelulares de embriones de 

malz germinados t."11 presencia y ausencia de fumonisina 0 1• 

Medir el efecto de la FB1 en la peroxidación de lipidos de membrruia plasmatica 

de embriones de malz por las técnicas de dienos conjugados y del TBA. 

Medir el efecto de la fumonisina 0 1 en la peroxidación de lipidos de membrana 

plasmatica de embriones de maíz por las técnicas de separación en HPLC. 

.10 
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S. MATERIALES Y MÉTODOS 

S.I. Material biológico 

Para el siguiente trabajo de tesis. los e"'perimentos se realizaron utilizando 

embriones de maíz de la variedad Chalquefto y embriones de maíz del híbrido H-355. 

Para algunos e.xperimentos controles se utilizó un homogcnado de higado de rain macho 

Wistar el cual fue proporcionado por el Dr. Rolando Hcmández y In Biol. Lourdes 

Sánchez del Instituto de Fisiologia Celular de In UNAM. 

5.2. Genninación de embriones. Imbibición de los embriones de m11lz 

hlbrido 11-.155 y variedad Chalque1'\o 

El material utilizado en este ensayo (pipetas. cajas de petri con discos de papel 

filtro en su interior, matraces. etc .. ) se esterilizó a 120 ºC en homo o autoclave a 121 ºC 

y 15 lb de presión. También se esterilizó el medio de imbibición utilizado y el agua que 

se usó para diluirlo. 

Los embriones se transfirieron n cajas de pctri a las cuales se les w'\ad1ó medio 

de imbibición diluido con agua estéril 1 :2 (v:v). En los casos donde la 

imbibición de los embriones se llevó n cabo en presencia de fumonisinn B1• se 

adicionó el volumen necesario de una solución acuosa de 1 mM de esta toxina 

para tener en el medio de imbibición una concentración final de 1 O ó 20 ~·M 

según fuera el caso. La siembra de embriones se realizó bajo In flama de un 

mechero para evitar la contaminación con hongos o bacterias. 

Las cajas de petri con los embriones se incubaron durante 24 horas a una 

temperatura constante de 29 ºC. Al concluir el tiempo de incubación, los 

embriones se congelaron con nitrógeno liquido. 

Medio de Imbibición 

REACTIVO CONCENTRACION 
KCI 50 mM 
M..Ch IOmM 
Tris-HCI' SOmM oH 7.6 
Sacarosa 2.0% 
Clommfcnicol 111 uM/mL 

JI 
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S.3. Obtención de Vesic:ulas de Membrana Plasm,lica (VMP) 

Ln obtención de VMP se realizó después de la imbibición de 25-30 g de 

embriones por e.xperimento, en ausencia o presencia de FB 1. 

A continuación se describe el procedimiento para la obtención de la fracción de 

homogenado de embriones de maiz hibrido H-355 y Chalquei\o. Lo único que varia 

en este protocolo para cada tipo de malz es la composición del amortiguador de 

homogenci7.ación. Se realizó de acuerdo al procedimiento descrito por Sánche,.

Nieto y col. ( 1997). Los embriones congelados con nitrógeno liquido se trituraron 

en mortero con pistilo, ¡neenfriados hasta obtener un polvo fino. todo este 

procedimiento se llevó a cabo a una temperatura de 4 ºC. El polvo de los embriones 

se colocó en un vaso de precipitados y se añadió amortiguador de homogenei7.ación 

en una relación de 2 mi de medio por gramo de embrión. Se homogeni7.ó con un 

triturador de tejido (Tissue Tcaror Mod. 985-370) durante 2 minutos a velocidad de 

12000 rpm; se filtró el homogenei7.ado a través de 4 capas de gasa previamente 

humedecida y el residuo se re-homogenizó con la misma proporción de tejido a 

medio. Por último, el filtrado de ambas homogeneizaciones se centrifugó a 3000 

rpm (rotor Sorvall SS-34) 10 min. a 4 ºC. Aqui se obtuvo la fracción de 

homogenado, esta fracción no contiene núcleos (H-N). 

Para obtener In fracción microsomnl de embriones de malz hlbrido H-355 o 

Chalquei\o, se eliminó la capa de llpidos que queda en la parte superior de la 

fracción de homogenado y se tomó con cuidado el sobrenadante. Este sobrenadante 

se centrifugó a 11,000 rpm (rotor Sorvall SS-34) por IO minutos. En este paso se 

eliminan las mitocondrias, las cuales quedan en el botón y el sobrenadante se 

centrifugó nuevamente pero ahora a 45,000 rpm (rotor Beckman 60Ti) por 30 min. a 

4 ºC para el maíz H-355 y a 30,000 rpm (rotor Beckman 60Ti) por 1 :30 min. a 4 ºC 

para el malz Chalquei\o. El botón obtenido se resuspendió en W1 volumen pequeño 

de amortiguador de pelle!. Aquí se encuentra la fracción membrana! de toda la 

célula (excepto las membranas de los núcleos intactos). al cual denominwnos 

fracción microsomal. 

Para la obtención de vesiculns enriquecidas en membranas plasmáticas de 

embriones de maíz híbrido H-355. se siguió el procedimiento descrito por Larsson y col. 

( 1994) el cual se describe a continuación: 
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A la fracción microsomal se le midió la cantidad de proteína por el método de 

L0\\1)' y se calculó el volumen necesario para tener 50 mg de proteína_ Esta se ru)adió a 

una mezcla de fases que se preparó un poco antes de usarse o un dia antes. Una vez 

agregada la protelna. se ajustó el peso a 9 g con amortiguador de ajuste de peso, ésto se 

mezcló perfectamente bien. invirtiendo el tubo de 25 a 30 veces para después 

centrifugar a 1500 rpm (rotor Sorvall SS-34) por 5 minutos a 4 ºC. De ésta 

centrifugación se lograron separar dos fases donde la fase superior corresponde al PEG 

y se le denominó U1 (constituida principalmente por las vesículas de membrana 

plasmática) y la fase inferior que correspode al Dextran. se le denominó La (constituida 

por otras vesículas celulares). Por último, la fracción U1 se separó cuidadosamente de la 

fracción L 1 y se diluyó 1: 1 con amortiguador de lavado y se ccnlnfugó a 35.0UO rpm 

(ro1or Beckman 60Ti) por 3.5 horas a 4 ºC. El sedimento obtenido se resuspendió en 

runortiguador de pellet (200-500 µL) y se almacenó en ali cuotas de 1 00 ~·L. a - 70 ºC 

Esta es la fracción de VMP de embriones de malz Hibrido H-355. 

Reactivos utili7.ados para la obtención de membranas plasmáticas de embriones de maiz 

Híbrido 1-1-355. 

AMORTIGUADOR COMPOSICION ' 
De homogcnci711ción 250 mM Sacarom; 2 mM EDTA; 1 mM ATP: 70 mM Tris/HCI pH: 

8.0; 100 µg/mL TPCKº; SO ~1g/mL TLCKº: 4 mM DTEº; 7µg/mL! 
Ouimostatina• ,. IS mM íl-mcrcaotoctanolº. : 

De ocllel 250 mM Sacarosa: S mM Tris-HCI oH 7.0; Glicerol IO'Yo w/•·. 1 

De ajuste de peso 330 mM Sacarosa; S mM KHiPO• nH 7.8. 
De Invado 2SO mM sacarosa: 10 mM Tris/HCI oH 7.5. : 
Mezcla de Fases óptima Dc.~trnn TSOO <•.4%; Polictilcnglicol 33SO (PEG) 6.4'Yo: 330 mM! .. Sacarosa sólida; S mM KH,PO. oH 7.8 ,. a2ua . - .. 

• Se anadc JUSlo nntcs de uuhzar la solucmn. 
•• Esta mezcla se puede preparar el día anlerior y guardarse hecha a 4 "C. Si se prepara el 
mismo dia de la cx-iracción de membranas, tener mucho cuidado de mantener la tempcra1ura de 
la mc;r.cla a 4 •c. ya que de no ser a.•i. puede formarse una solución homogénea en lugar de 
ocurrir un reparto de füscs. 

Para la obtención de vesiculas enriquecidas en membranas plasmáticas de 

embriones de malz variedad Chalqueilo, se siguió el procedimiento descrito por Larsson 

y col. ( 1994) modificado y que se describe a continuación: 

Se ru'\adieron 25 mg de proteina microsomal a una mezcla de fases de 8. 1 g de peso. 

Se añadió solución de ajuste de peso para alcan7.ar un peso de 10.8 g entre mezcla de 

fases y membranas. Después se mezcló por inversión de 20-30 \'eccs y se centrifugó 

a 1.500 rpm (rotor Sorvall SS-34) por 5 minutos. Se recuperó la fase superior (fase 
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U 1, del inglés "Upper phase I" partilion"). Si se iba a conlinuar enriqueciendo en 

membranas plasmálicas, la fase superior anlerior se adicionaba a la fase de dexlran 

de un sislema de fases de 10.8 g, en el cual se ajusló el peso con agua y no con la 

adición de membranas. Se volvió a cenlrifugar a 1,500 rpm (rolor Sorvall SS-34) por 

5 minu1os y se recuperó la fase superior (fase U2, del inglés "Upper phase 2"" 

partilion"). Se pueden continuar haciendo más particiones si se desea.. si no es el 

caso, se procede a lavar la fracción superior, diluyendo con una relación de 4 

volúmenes de amortiguador de lavado por una de la fracción superior. mezclar bien 

y cenlrifugar por 1 .5 h a 30,000 rpm (rotor Bed:man 60Ti). El bolón oblenido se 

resuspendió en un volumen pcquei\o de amortiguador de lavado y la fracción se 

almacenó en alicuolas a -70 ºC. 

Reacrivos u1ilizados para la oblención de membranas plasmáticas de embriones de maíz 

variedad Chalquer)o. 

AMORTIGUADOR COMPOSICION 
De homogcnci7.ación so mM HEPES/BTP pH 7.8; 250 ntM Sorbi1ol; lmM EDTA: JmM 

KCI; S mM DTE y (40 µg/ml Cocluil de inhibidores de proreasas 
Comolctc marca Bochrinecr-Mnnnhcimcc). 

De rcsuspcnsión del 500 mM Sorbirol: 5 mM Kpi pH 7.8; 0.2 mM KCI y S mM DTE. 
botón microso1nal y de 
aiusle de ocso. 
De lavado 2 mM HEPESIMES pH 7.6: 350 mM Sorbilol: lmM KCI y lmM 

DTE v 40 u/mi Cocltail de inhibidores de orotcasas 
Mezcla de Fases óplirna Dcxtran T500 6.7%; Policlilcnglicol 3350 (PEG) 6.7%; 500 mM . Sorbi1ol; 0.2 mM KCI v S mM KPi oH 7.8 . 

• Esla mezcla se puede preparar el d1a anlcnDI" y guardarse hecha a 4 "C. S1 se prepara el mismo 

día de la e.'<traccíón de membranas, 1encr mucho cuidado de manlcncr la 1cn1pcrnlW11 de la 

mezcla a 4 ºC. ya que de no scc asi, puede fonnarse una solución homogénea en lugar de ocurrir 

una separación de fases. 

5.4. Obtención del homocenado de hf¡:ado de rata 

Se usó un homogenado obtenido de hígado de rata Wistar de peso enlre 230 a 

280 gramos con hepaleclomia parcial de 6 y 48 horas, el homogenado se obtuvo por 

centrifugación diferencial de acuerdo a Dellin-Aguilar y col. ( 1996). 
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5.5. Delec:ción espec:lrofolomélrica de lipoperoaidación (Mélodo del 

TBA) 

La lipoperoxidación se determinó por el método de Ottolenghi ( 1959). Se lle\'ó a 

cabo el procedimiento que se indica a continuación: 

Tomar un volumen máximo de 0.6 mi de proteína y agregar wnortiguador de 

Tris-HCI hasta un volumen total de 1.2 mi e incubar a 37 ºC durante 30 minutos 

Tomar 0.4 mi del incubado y ru1adir: 1.5 mL de ácido acético. 1.5 mL de :icido 

tiobarbitúrico y 0.5 mL de agua. 

Calentar la mezcla a ebullición por 45 minutos y tapar los tubos con canicas. Los 

tubos se deben meter hasta que el agua este a 92 ºC. 

• Pasados los 45 minutos. enfriar los tubos a chorro de agua. Ai\adir 1.0 mL de 

KCI y agitar. 

Añadir a cada uno de los tubos 5.0 mL de butano! y agitar en vortex hasta que el 

color se integre en la parte superior ( aproximadamente 3 minutos). 

Tomar de la fracción superior 3.5 mL y centrifugar en centrifuga clínica a 7000 

rpm. tomar 3 mL aproximadamente y leer a 532 nm. 

Reactivos utilizados en la detección cspectrofotométrica de lipoperoxidac1ún. 

Rcacti\'o Conc.,ntración 
Acido tiobnrbiturico O.K% 
Cloruro de potasio 1.2 'Yo 
Acido acético 20.0 º/o pH J.S (ajustar pH con KOH> 
Tris-HCI ISOmM oH 7.4 
Butano! Grado rcacti \'O 

5.6. Detec:ción espec:lrofolomélrica de dienos conjucados 

Para In detección de dienos conjugados se utilizó el método de Reclmngel y 

Glende ( l 9K4). el cual se describe a continuación: 

Disoh·er la muestra en agua destilada hasta tener un volumen de 1 mi 

Agregar 4 mi de reactivo de Folch (éste sirve para la e.xtracción de lipidos 

totales de In muestra). 
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Agitar de 30 a 60 segundos o hasta fonnar una emulsión. 

Dejar reposar en hielo 30 minutos para tener la separación de fases (nu:tanol· 

agua. proteina. clorofonno); si la separación no se llevó a cabo perfectamente 

bien, centrifugar a 6000 rpm por 5 minutos (rotor Sorvall SS-34). 

Obtener la fase inferior que corresponde al clorofonno con una pipeta 

pasteur y transferir 2 mi a un tubo de vidrio limpio y seco. 

• Evaporar el cloroformo en un Multi-Block Heater a una temperatura entre 

40-50 ºC hasta secar completamente el residuo. 

• Agregar ni tubo seco 1.5 mi de ciclohexano puro y agitar bien, debe quedar 

transparente. 

Leer contra un blanco de ciclohcxano puro a 233 nm. 

Reacti\'os utili7ados en la detección cspectrofotométrica de dienos conjugados. 

Reactivo de Folch 
Pnrn lectura a 233 nm 

5.7. Detttdón por llPLC de fosfolípidos hidroperoxidados 

Para la detección de los llpidos hidroperoxidados se utili7.ó el método de 

Mawatari y Murakruni ( 1998), el cual se describe a continuación: 

Extracción de lípidos: los llpidos fueron extraldos con clorofonno-metanol (2: 1, v/v). 

Inmediatamente después de e.xtraer las VMP se les agregó BHT (2 mg/ 100 mL) 

para e\•itar la oxidación por envej1..-cimiento o manipulación. 

• La muestra de membranas plasmáticas se disolvió en agua destilada hasta tener 

un volumen final de 1 mi. Se agregó 1 mi de metano! y 2 mi de clorofom10. 

Se agitó de 30 a 60 segundos hasta obtener una emulsión. Posterionnente, se 

centrifugó a velocidad máxima en una centrifuga cllnica durante 5 minutos. 

Obtener la fase inferior que corresponde al clorofonno con una pipeta pasteur y 

transferir a un tubo de vidrio limpio y seco. 

• Al remanente que contiene proteína. agua y metanol se le agrega 2 mi más de 

clorofonno. se agita hasta la fonnación de una emulsión. se centrifuga y se 

obtiene la fase inferior que corresponde al clorofonno con una pipeta pasteur y 
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se junta con el cloroformo extraído en el punto anterior. Repetir este paso una 

vez más para la extracción completa de los lip1dos. 

El cloroformo recolectado se evapora con una corriente de nitrógeno gas (todos 

los solventes usados en la extracción contienen butilhidroxitolueno (DHT) a una 

concentración de 2 mg/ 100 mi). 

Separación por llPLC dr fosfolípidos 

• El total de lipidos extraídos se disolvió en cloroformo-metanol (2:1, vfr). El 

\'olumen de la inyección fue de 20 fll de muestra. 

El sistema HPLC estaba equipado con un sistema repartidor de soh·entes marca 

Waters. un desgasificador en linea. un iny<.-ctor manual y un detector de UV. El 

sistema de procesamiento de los cromatogramas se hizo por medio de una 

computadora equipada con un sofword Millenium 32. 

La separación de los diferentes fosfolipidos del total de lipidos extraídos se 

logró usru1do una columna Dondsil NH1 ( 150 x 4.6 mm). 

La fase movil fue acetonitrilo/mctru1ol/O. 2% trictilnmina (TEA) (6 7:2K:5. \ /\ ). A 

la solución de TEA se le ajustó el pl-I a 4.5 con ácido fosfórico El llu.10 

estimado fue de 1 ml/min. Y la temperatura de la colunma se mantuvo a 4 O "C. 

Los diferentes fosfolipidos fueron detectados con luz UV a 21 O nm. 

Delrc:ción dr fosfolípidos hídroprrosidados. La detección de los fosfolípidos 

hidroperoxidados fue monitoriada con luz UV a 234 nm con las mismas condiciones 

utilizadas en la sepa.ración por HPLC de fosfolipidos descrita en el parrafo anterior. 

5.8. De1e1"1nina&:ió11 de la concrn11·ación de pntleina 

Se determinó la concentración de proteína de la fracción de homogenado. de la 

fracción microsomal y de las veslculas de membrana plasm:iticn por el mctodo de 

Lowry modificado por Peterson ( 1977) 

Reactivo A 

Reactivo B 

Mezclar en panes iguales: H,O; NaOH 0.8 N; SOS 10 %;CTC ( 1 U % 
Na,co,. o. t % Cuso. y 0.2 % 1anra10 de Na o K. 
Mezclar un volumen del rcacti,·o de Folin Cocahcau con S \'Ohimcncs de 
lll!Ua. 
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El procedimiento se indica en la siguiente tabla: 

----·----
NaDOC 

MUESTRA REACTIVO REACTIVO 
TUBO MEDIO• O.IS "/o llzO (µL) USA (µL) 

(µL) 
(mL) 

A(mL) B (mi.) 

1 900 - - - 0.1 1.0 0.5 

2 900 - - - 0.1 1.0 0.:1 

3 890 10 - - 0.1 1.0 0.5 
----- --- --- --·- -·-

4 !180 20 - - 0.1 1.0 11 ;I 

5 !170 30 - . 0.1 1.11 tl;I 

6 !160 40 . - 0.1 1.11 tl;I 

7 !150 so . - 11.I 1.11 11.5 

K !140 60 - - 11.I 1.0 0.5 

9 830 70 - - 0.1 1.0 0.:1 

10 !120 KO - - 0.1 1.0 0.5 

11 KIO 90 - - 0.1 l.O 0.5 
---

12 KOO 1011 . - 0.1 1.0 11.5 

13 !197 - 3 - 11.I 1.0 11.5 

1-1 !197 - 3 - 0.1 1.0 11.:I 

IS 897 - 3 - 0.1 1.0 11.:I 

16 !197 . . 3 0.1 1.0 U.:I 

17 !197 - . 3 11.I 1.0 11.S 

IK 897 . - 3 0.1 l.ll 11.:I 
·----NOTAS: 

n) Se debe ngilar después de ndicionar el NaDOC y en especial dcpues de agregar el rcaclirn 
A. 

b) Después de ngrcgnr el rcacli\'o B se debe incubar 30 minutos a tempC01lura ambiente. 
e) Leer a 7;10 11111. 

d) Medio•. éste es el nmortigundor donde se encuenlrn diluida la proteína. ya sea de 
homogenado. microsomal o de vesículas de membrana plasmoitica. estos amortiguadores se 
indicaron antcriom1cnte en la sección 5.l. 

5.9. P1·ocedimientos estadísticos utilizados ell preparaciones 

membranales independientes 

Se realizó un minimo de tres repeticiones por experimento. A éstos datos se les 

determinó la media y la desviación estándar. 
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6. RESULTA DOS 

Para cumplir los objetivos establecidos en esta tesis. se lle\'aron a cabo una sene 

de experimentos que incluyeron el aislamiento de \'esiculas de membrana plasmática 

(VMP) de embriones de maíz en germinación. Después de esta purificación se midió el 

efecto producido por diferentes concentraciones de fumonisina B 1 en la oxidación de los 

llpidos de la membrana plasmática (experimentos m vitro). Asimismo, en otra serie de 

experimentos. la toxina se nf\adió a los embriones en germinación incluyendo su 

respectivo control y a partir de éstos se obtuvieron las VMP. en las que se midieron los 

efectos peroxidativos de la FB 1 (experimentos /11 1•n•o) Se utilizaron tres diferentes 

técnicas para delectar la peroxidnción de lípidos de la m"mbrann plasmática. Los 

procedimientos utilizados para lograr lo anterior se describieron en In sección de 

Materiales y Mé1odos 

6.1. El<ºECTO IN VIVO DE LA FB 1 EN EL RENDIMIENTO DE LA 

EX1'RACCIÓN DE DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES 

DE EMBRIONES DE MAÍZ 

Para obtener las vesículas de membrana plasmática. se embebieron 30 g de 

embriones de maíz en buffer de imbibición sin fumonisinn B1 (control) y con 

fumonisina B 1 a concentraciones de 1 O y 20 ~1M y se incubaron durante 24 horas a 

29 ºC. Los rendimientos obtenidos de las extracciones de VMP de estos embriones de 

mnlz se muestran en la Tabla IV. 

Tabla IV. Rendimiento de proteína obtenido en las diferentes fracciones subcelulares de 

los embriones de maiz de la variedad Chalqueno que se embebieron t."ll ausencia y 

presencia de fumonisina B1. 

llomol!"""do Micmsomal %de VMP •/. d~ Pn11aración (mg 11mt/JO !! (mi! 11rot/JO ii: de nndimicnto (mg prot/JO g ttndimimto de embrioocs) embriones) d., embriones) 
Control 5389.5 262.02 ± 0.863 100 18.96 ± 0.072 7.23 

10 µM FB1 5340.6 280.59 ± 1.381 100 22.62 ± 0.115 11.0ú 

20 µM FB1 4583.4 299.37 ± 2.55 100 1!1.75 ± 0.041 6.26 

.1~ 
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Como se puede observar. los resultados indican que si bien en el homogenado de los 

embriones embebidos con 20 µM de FB1 parece haber una ligera disminución (del 15%) 

en la protelna obtenida con respecto al control, en la fracción microsomal hubo un 

peque11o aumento entre las fracciones control y las dosis de 10 y 20 µM de FB1 

(aumentos del 7 y 14 % respectivamente). Por el contrario. las recuperaciones de 

protelna en las fracciones de VMP obtenidas de embriones embebidos con y sin FB1 no 

mostraron cambios. 

6.2. MEDICIÓN IN V/TRO DE LA PEROXIDACIÓN DE LiPIDOS 

MEMBRANALES DE EMBRIONES DE MAiZ POR EL MtTODO 

DELTBA 

Una de las técnicas mas usadas en la literatura para medir llpidos peroxidados es 

la técnica del TBA. en la que se mide la absorbancia a 532 nm del aducto que se forma 

entre el producto de la pcroxidación del llpido y el TBA. Para usar esta técnica en las 

fracciones de membrana plasmática se introdujeron primero controles positivos para 

cercioramos de que el método estaba detectando adecuadamente los productos de 

lipoperoxidación. Para ello. se acudió al uso de un modelo animal en el que se exacerba 

la producción de lipopcroxidos y que es un sistema de hcpatcctomía parcial, del que se 

empicaron dos fracciones de homogenado de hlgado de rata Una de ellas, H-6. fue 

obtenida después de 6 horas de la hcpatcctonúa parcial; a este tiempo. los niveles de 

llpidos peroxidados son muy bajos. pero detectables. También contamos con la muestra 

H-48, que es un homogenado de hlgado de rata obtenido 48 horas después de la 

hepalectomía parcial. En esta última muestra. los niveles de peroxidación son siempre 

muy elevados. En nuestras determinaciones, ambas muestras, H-6 y H-48, dieron una 

absorbancia de 0.0261 y O. 198 UDO/ 2 mg de protelna respectivamente (Fig. 7a). lo 

cual corresponde a los valores que se obtienen en un experimento típico con este 

modelo biológico (Dellin-Aguilar et al. 1996). Adicionalmente, las unidades de 

absorbancia obtenidas mostraron un comportamiento lineal con respecto a las 

cantidades de las fracciones H-6 y H-48 en un rango de absorbancia con un limite 

máximo de 0.203 UDO (Fig. 7b). 
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Fig. 7a 
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Fig. 7. Niveles de nducto de TBA-producto oxidado de llpido en muestras de 

homogenndos de hlgndo de rata con hepatectomla parcial. Ratas Wistar fueron 

sometidas a una hepatectomía parcial y después de 6 horas (H-6) y 48 horas (H-48). el 

tejido fue homogenado. De este tejido. se obtuvo un homogenado. el cual se peroxidó 

con TBA y en el que se midieron los niveles de aducto fom1ado en las cantidades de 

proteina indicadas. 7a Niveles de aducto en las fracciones H-6 y H-48 con 2 mg de 

proteína. 7b. Niveles de aducto medido en las cantidades de proteína indicadas para las 

fracciones H-6 y H-48. 
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En la figura !la se prescnt:m los resultados obtenidos al medir la peroxidación de lipidos 

de VMP por el melado del TBA. En este experimento se realil'..Ó la deternunación 

utilizando 2 mg de proteina de VMP. lo cual es el doble de la cantidad de proteína 

utilil'.ada para medir regularmente peroxidación de liptdos por el mt!todo de dienos 

conjugados como se indica en la sección 6.3. Sin embargo, la respuesta observada en las 

muestras de VMP fue muy pequer1a. ya que los valores de absorbancia a 532 nm se 

encontraron en el orden de 0.005 a 0.007 UDO, y no hubo diferencias ni entre el control 

y las muestras con Fll 1, ni entre las concentraciones de 10 y 20 µM de FB1. El control 

positivo incluido (2 mg de muestra 11-<>). dió una absorbancia de 0.025 UDO/ 2 mg de 

proteina. lo cunl es consistente con el experimento de la figura :mterior y tambit!n indica 

que comparativamente. los ni\'eles de oxidación en los liptdos de VMP eran muy baJos. 

Por ello. al ver que los valores determinados er:m muy pequei\os utilt,.:mdo 2 mg de 

proteína de VMP. se repitió el experimento utilil'.:mdo 1 O mg de proteína (Fig. !lb). 

esperando que la absorbancia aumentara y de haber dilCnmcias entre los tratamrt."fltos 

con y sin Fl3 1 éstas pudierru1 ser detectables. Sin embargo el resultado fue el mismo, ya 

que si bien las lecturas de absorbru1cin se incrementaron considerablemente dando 

,·alores en el orden de tl.ll(13 a 0.067 UDO. al igual que en d experimento ruuerior. la 

Fll1 no presentó ningún efecto comparado con el control. Considerru1do la posibilidad 

de que quizás las diferencias entre los niveles de los tratamientos fueran muy pequei\as 

dado que las cantidades absolutas eran de por si muy reducidas y de que por tanto este 

método no era lo suficientemente sensible para medir estas diferencias de peroxidación 

de lipidos de VMP con y sin FB 1, además de que se requerían grandes clUltidades de 

proteína (mayores a las que requiere el método de dienos conjugados). se desistió de 

seguir utilizando el procedimiento con TBA en este trabajo. 
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Fig. 8n. Peroxidnción de lipidos de VMP de embriones de maíz de In \'ariednd 

Chalquei\o medida con In técnica del TBA. Se empicaron 2 mg de proteína de VMP en 

cruln punto, la FB1 se agregó a las VMP (exp. in vilro). Simultáneamente se emplaron 2 

mg de proteína de un homogenndo de hígado de rala con 6 y 48 horas de 1rn1am1cnto 

con hepatectomía parcial como controles posili\'os (\'Cr Fig. 7a v 7b). 
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Fig. 8b. Peroxidación de lipidos de VMP de embnones de maíz de In ,-ariedad 

Chalquei\o medida por el método del TBA. Se emplearon 10 mg de proteína de VMP en 

cada punto, la FB1 se agregó a las VMI' (exp. in vilro). Simultáneamente se emplearon 

2 mg de proteína de un homogenado de hígado de rala con 6 y 48 horas de tratamiento 

con hepatcctomia parcial como controles positivos (\•er Fig. 7a y 7b). 



Hl:SVLTtl>fl.\' 

6.3. MEDICIÓN DE l'EROXIDACIÓN DE LÍPIDOS POR LA TtCNICA 

DE DIENOS CONJUGADOS EN DISTINTAS FRACCIONES 

SUBCELULARES DE EMBRIONES DE MAÍZ 

Se realizaron pruebas para determinar In posible existencia de lipidos 

peroxidados por efecto de In FB1 en membranas tanto microsomales como plasmáticas 

utilizando el método de detección espcctrofotométrica de dienos conjugados n 233 nm. 

descrito en In sección de Materiales y Métodos. Estas pruebas se reali7.aron utilizando 

tres diferentes fracciones subcelulares· homogenado, microsomas y vesiculas de 

membrana plasmatica a difercnles concentraciones de proteína como se muestra en las 

Figuras •Ja y 9b. En eslos expenme111os se utilizaron dos difcr~"fltes híbridos de maíz (11· 

35:5 y Chalquei\o). con el objeto de ,-er s1 podj¡m obtenerse ni\"cles diferentes de 

peroxidación lipídica. 

En la figura 9 se ve que en las tres diferentes fracciones subcelulares el método 

presentó una relación lineal entre In absorb:mcia obtenida por los dienos conjugados y In 

cantidad de proteína utilí7.nda en un rango que "ª de 0.25 a 5 mg para el maiz híbrido 

(Fig. 9n). y de 0.25 a 1.5 mg para el maiz Chalquei\o (Fig. 9b). Al mismo tiempo, el 

ensayo permitió obscr\'ar las diferentes respuestas que presentó cada una de las 

fracciones ante In adición de la FB1. La fracción de VMP en ambos hlbridos presentó 

una mayor nbsorbancin a 233 nm que las fracciones microsomal y de homogenndo; por 

ejemplo. utilizando 1 mg de proteína obtenemos valores de absorbancia de 0.602 UDO 

para las VMP. 0.472 UDO para la fracción microsomal y de 0.413 UDO para In fracción 

de homogenndo (Fig. 9b). Adicionalmente. se puede obsen·ar que no hubo grandes 

diferencias de In cantidad de dienos entre los dos híbridos de maíz, ya que con 1 .O rng 

de VMP obtenemos \'alares de nbsorbancin de 0.623 UDO y de 0.602 UDO en las 

Figuras 9n y 9b respectivamente. A partir de estos experimentos se pudo determinar In 

cantidad de proteína con la que se trabajó en los experimentos posteriores, decidiéndose 

trabajar con 1.0 mg de proteína por ensayo. ya que con esta cantidad de proteína In 

nbsorbancin estaba dentro de In linearidad. su magnitud quedaba r37-0nablemente por 

arriba de los blancos y ademas. porque 1 mg es una cantidad de proteína de la que podía 

disponerse con relativa facilidad, dado que los rendimientos al obtener In fracción de 

VMP son bastante bajos. 
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Fig. 9. Formación de dienos conjugados en diferentes fracciones subcelulares obte111das 

de embriones de malz hibrido H-355 (Fig. 9a) y \'ariedad Chalquer"\o (Fig 9b) 

embebidos durante 24 horas. Se obtu\'ieron las diferentes fracciones y posteriormente se 

midió la formación de dienos conjugados como se describe en la sección de Materiales 

y Métodos. Se utili7..aron las cantidades de 1 mg de proteína de \·esiculas de membrana 

plasm:itica y 0.25, 0.5. O. 75, 1.0, 1.5. 2.0, 3.0. 4.0 y 5.0 mg de protelna de la fracción de 

homogenado y microsomal para el maiz híbrido y 0.25, 0.5, 0.75. 1.0. 1.5 mg para el 

maíz Chalqucño. 
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6.3.1 Efecto ;,, ,.¡,,,,de la t"B 1 rn la peroxidadón de lípidos mrmbranalrs 

Habiendo establecido las condiciones para medir adecuadamente los niveles de 

dienos conjugados en fracciones subcelulares de embriones de maíz no expuestos a la 

FB 1• se midió entonces la formación de dienos conjugados a 233 nm por efecto de la 

fumonisina B 1 en 1 mg de proteína de la fracción microsomal (Fig. 1 Oa) y 

posteriormente se midió el mismo efecto utili7~·1ndo proteína de la fracción de vesículas 

de membrana plasmática (Fig. 1 Oh). utilizando maíz Chalquei\o. Hay que hacer notar 

que la toxina fue ailadida directamente a las membranas aisladas (efecto de la FB 1 /11 

vilrv). En las figuras 1 na y 1 Oh se obsen a que efectivamente 1 mg de proteina de 

cualquiera de l:L' dos fracciones dió adecuadas lecturas de nbsorbancia. si bien no se v1ó 

efecto de In fumonisina U1 ni en los microsomas 111 en las VMP. con ninguna de las dos 

concentraciones de In toxina. Este resultado es muy claro considerando las pequei\ns 

des\'iaciones estándar obtenidas. 
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Fig. IOa. Fonnación de dienos conjugados por efecto de la FB 1 en microsomas de 

embriones de maíz Chalquet1o. Los embriones se embebieron en ausencia de FB1• 

posteriormente se obtuvieron los microsomas como se indica en Materiales y Métodos. 

Se utilizó 1 mg de proteína microsomal en cada punto. In FB, se agregó directamente a 

los microsomas. El experimento se realizó por triplicado. 
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Fig. 1 Ob. Formación de dienos conjugados por efecto de la FB 1 en VMP de embriones 

de maíz de la variedad Chalquer"\o. Los embriones se embebieron en ausencia de FB 1• 

posteriormente se obtuvieron las VMP como se indica en Materiales y Métodos. Se 

utilizó 1 mg de protelna de VMP en cada punto. la FB 1 se agregó directamente a las 

VMP. El experimento se realizó por triplicado. 

Una vez que no se encontró ningún efecto de la FB 1 ni en microsomas. ni en 

VMP del maíz Chalquea"\o. se hizo un ensayo semejante con microsomas del hibrido H-

355. pero preincubando con la toxina por diferentes tiempos. para ver si este tratamiento 

evidenciaba un efecto de la FB 1 sobre la peroxidación de lipidos membranalcs (Fig 11 J 

En la Fig.11 se puede observar que cuando se agregó la FB 1 dircctrunente a los 

microsomas no se produjo ningún efecto en la fom1ación de dienos conjugados 

comparado con el control en ninguna de las concentraciones utilizadas de FB 1• lo 

mismo sucedió cuando los microsomas se incubaron con la toxina a los tiempos de 1 o. 

20 y 40 minutos (no se muestran estos resultados). 
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Fig. 11. Formación de dienos conjugados por efecto de la FB 1 en la fracción 

microsomal de embriones de malz híbrido H-355. Los embriones se embebieron en 

ausencia de FB1. posteriormente se obtu\'ieron los microsomas como se indica en 

Materiales y Métodos. La FB 1 se agregó directamente a los microsomas. El c."\pcnmcnto 

se realizó por triplicado. 

Posterionnente se utilizó solo el maiz Chnlquci1o y en éste se realizó una serie 

de tres experimentos in vi/ro utilizando la fracción de VMP a la que se·le agregó la 

toxina FB1 en las condiciones siguientes: sin pre-incubación e incubando 10 y 30 

minutos, para 1•er si podia c."\acerbarse w1 posible efecto de la FB 1 aumentando el 

tiempo de exposición de las membranas con la toxina (Fig. l 2a.b,c). 

En las tres gráficas. se puede observar que cu:mdo las membranas se preincuban 

con In FB1 10 ó 30 minutos no se produce mngun cambio en los ni\'eles de d1enos 

conjugados. ya que no se obser\'an diferencias de nbsorbancia entre el control y las dos 

diferentes concentraciones de FB1 utilizadas, o bien las diferencias son pequei\as. 

Tampoco se obser\'all aumentos de absorbancia entre los diferentes tiempos de 

preincubación con o sin la toxina. Por ello. se puede concluir que no hay un efecto 

importante de la FB 1 sobre la peroxidación de los lipidos de la membrana plasmática en 

condiciones in vi/ro. 



Fig. 1 2a (O min. de pre-incubación) 

Fig. l 2b ( 1 O min. de pre-incubación) 
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Fig. l 2c (30 min. de pre-incubación) 
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Fig. 12. Efecto del tiempo de pre-incubación de la FB 1 con VMP en la tbnnac1ón de 

dienos conjugados. Se utili7.aron VMP de embriones de maíz de la variedad Chalqueño 

Los embriones se embebieron en ausencia de FB 1. La fumonisina B 1 se agregó a las 

VMP y se incubaron durante O (Fig. l 2a). 1 O (Fig. l 2b) y 30 minutos (Fig 12.:) 

respectivamente. 
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6.3.2 Efedo in 1'Í1't1 dr la fumonisina 8 1 rn la pt'ro:aidadón dr lipidos 

ntt'mbranales 

Debido a que las fracciones de homogenado y nucrosoma.' son mucho m:is 

fáciles de obtener y con mejores rcndinuentos en proteína como se indicó en la Tabla 

IV. se realizó con ellas una serie de e.xperimentos que nos permi11eran conocer el efocto 

de la FB1 en el componamiento de ambas fracciones en cuanto a la formación de dienos 

conjugados. cuando los embriones se embebieron en ausencia y presencia de 10 11M de 

fumonisina D 1• es decir en codicioncs in l'im de adición de la FD1. En la Fig. 1 Ja pu~-de 

notarse que la adición m vivo de la fD1 a los embriones produjo fom1ación de dienos 

conjugados en el homogenado pero en \'alares muy cercanos a los del control. ya que 

los \'alores de des\·iación est:indar no se superpusieron. Esta misma gráfica muestra 1¡ue 

cantidades mayores de proteína produjeron kcturas proporcionales a 233 mn en un 

rango lineal entre O. 25 y 5 mg de proteína La Fig l Jb muestra un patrón muv 

semejante al de los homogenados: a) diferencias pequei\as entre nucrosomas de 

embriones embebidos con FB1 comparada con las de embriones control. b) presenta una 

tendencia lineal en la absorbancia a 233 nm en respuesta a incrementos de proleina 

microsomal. e) \•alores altos de absorbancm aún a concentraciones bajas de proteína 

corno de 1 mg, d) gr:m reproducibilidad en los rnlorcs y lUlll muy baja des\'lación 

estándar. 

Fig.13a 
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6.3.2 Efecto ;,, ,.¡,.,, de la fumonisi11a 81 rn la perollidación de lipidos 

membranales 

Debido a que las fracciones de homogenado y m1crosoma.~ son mucho más 

liiciles de oblener y con mejores rendinuenlos en proleina como se indicó en la Tabla 

IV. se realizó con ellas una serie de experimenlos que nos permi11eran conocer el efcc10 

de la FB 1 en el comportnmienlo de ambas fracciones en cuanlo n la fommción de dicnos 

conjugados. cuando los embriones se embebieron en ausencia y presencia de 1 O ¡1M de 

fumonisinn B1• es decir en codiciones in vivo de adición de In FB1. En la Fig. l Ja puedc 

notarse que In adición in vi\•o de In FB1 n los embriones produjo formación de dienos 

conjugados en el homogenado pero en valores muy cercanos a los del control. ya que 

los valores de desviación estándar no se superpusieron. Esla misma gráfica mueslra que 

cru1tidades mayores de proteina produjeron h.-cluras proporcionales a 233 nm en un 

rango lineal entre 0.25 y 5 mg de prolcina. La Fig. 13b mueslra un palrón muv 

semejante al de los homogenndos: a) diferencias pequcslas entre microsumas de 

embriones embebidos con FB1 comparada con las de embriones control. b) presenta una 

lendencia lineal en la absorbancia a 233 nm en respuesta n incrementos de proleina 

microsomnl. c) valores altos de absorbancia aim n concentraciones bajas de proteina 

como de 1 mg. d) grru1 reproducibilidad en los valores y una muy baja desviación 

estándar. 

Fig.13n 
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Fig. 13. Formación de dienos conjugados en la fracción de homogenado y en la fracción 

microsomal por efecto de la adición in vivo de la FB1 de embriones de malz de la 

variedad Chalqueño. Los embriones se embebieron en ausencia y presencia de 1 O µM 

de FB1 durante 24 horas. 13a. Perfil del homogenado. 13b. Perfil de la fracción 

microsomal. Se realizaron tres experimentos independientes utilizando 0.25. 0.5. O. 75. 

1.0. 1.5, 2.0. 3.0. 4.0 y 5.0 mg de proteína de ambas fracciones. 

Una vez que se estableció el método y la cantidad de membranas a utilizar 

expresados en términos de proteína mcrnbranal. se procedió a detenninar el efecto de 

otras concentraciones de FB 1 ru"ladida en condiciones in vivo. Para ello, primero se 

realizó una serie de cuatro experimentos. cada uno por triplicado. con microsomas 

obtenidos de embriones de malz expuestos a dos concentraciones de FB1 (Fig. 14). Ya 

que la FB1 es una molécula antipática y puede inhibir a la enzima ceramida sintetasa 

que se localiza en el retículo endoplásmico. consideramos que la FB 1 podría 

intemalizarse en éstas y otras endomembranas incluidas en la fracción microsomal y en 

donde también podría tener un efecto peroxidativo de sus llpidos. 

SI 
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Fig. 14. Formación de dienos conjugados por efecto de la fümonisina 81 en la fracción 

microsomal de embriones de malz de la variedad Chalqucr)o. Los embriones se 

embebieron durante 24 horas en ausencia de FB 1 (control) y en presencia de 10 y 20 

µM de FB1. 

En la Figura 14 se muestra el efecto que tuvo la fümonisina 8 1 en la fom1ación de 

dienos conjugados de la fracción microsomal. Como se puede ver, cuando los 

embriones se incubaron con 10 ~1M de FB 1• la formación de <lienos conjugados se \'ió 

disminuida con respecto al control y presentó un valor de absorbancia de 0.430 UDO 

(20 % menor que el control). por otra parte. cuando los embriones fueron embebidos 

con 20 µM de FB 1, la formación de dienos conjugados se incrementó 25 % con respecto 

al control, presentando una absorbancia de 0.685 UDO, mientras que el control presentó 

una absorbancia de 0.549 UDO. El incremento también se observó con respecto a la 

muestra con 10 µM de FB1. Este patrón de respuesta a la F81 se repitió 

consistentemente en cuatro experimentos hechos por triplicado cada uno y a partir de 

diferentes preparaciones mcmbranalcs. Hay que hacer notar la peque~a desviación 

estándar que muestran las mL-diciones. 

También se realizó una serie de experimentos de adición de la F81 m vivo a los 

embriones y luego midiendo los dienos conjugados de las \'esiculas de membranas 
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plasmáticas correspondientes y que se presentan en la Figura l Sa. Es posible observar 

que en VMP el efecto de la adición in vivo de la FB1 fue diferente cuwititativamente al 

observado en microsomas. ya que. si bien 1 O 111\t de FB1 también disminuyó el nivcl de 

dienos conjugados con respecto al control. esta inhibición fue mayor. 41 %. quc la que 

1 O µM dc FB1 ejerció en microsomns (20 %). Por otra parte. la concentración de 20 µM 

de FB1 que había aumentado 25 % los nivelc..'S de dienos conjugados en los microsornas. 

en VMP tuvo un ligero efecto inhibitorio del 13 % comparado con el control. 
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Fig. 15a. Fommción de dienos conjugados por efecto de la FBt in vivo en VMP de 

embriones de mnlz de la variedad Chalquer1o. Los embriones se embebiecon durante 24 

horas en ausencia (control) de FB1 y presencia de 10 y 20 11M de FB1. La figura 

representa a cuatro experimentos. cada uno por triplicado y de diferentes preparaciones 

deVMP. 

Con objeto de ver si la luz promovía un aumento en los niveles de dienos 

conjugados. como se ha reportado en plántulas enteras de Arahidopsis tha/iana (Stone 

et al. 2000. ), se realizó un experimento in vivo en donde los embriones se embebieron 

durante 24 horas en presencia de luz (Fig. 15b) y en ausencia de FB1 (control). y 

presencia de 5 y 1 O 11M de FB1. En la Figura 15b se puede ver que cuando las VMP se 

incubaron en presencia de luz. el efecto que produjo la FB1 a concentraciones de 5 y 10 

µM fué el mismo que en ausencia de luz. ya que se observó que a estas dos 

concentraciones de FB1 la formación de dienos conjugados se vió disminuida con 

respecto al control en un 40 %. 
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Fig. 15b. Formación de dienos conjugados por efecto de la luz y de la FB1 In vivo en 

VMP de embriones de malz de la variedad Chalquci\o. Los embriones se embebieron 

durante 24 horas con luz, en ausencia (control) de FB1 y presencia de 5 y 1 O µM de FB1. 

Todos los resultados de dienos conjugados que se han mostrado en las figuras 

anteriores, han sido expresados en función de la cantidad de protelnn de membrana 

plasmática ru"\adida Sin embargo, ya que el método sólo mide dienos conjugados 

formados a partir de la pcroxidación de In fracción lipídica, es conveniente también 

expresar los resultados de niveles de dienos conjugados en ténninos de contenido de 

ácidos grasos. Por ello, a partir de lns Figuras 12c (c.xp. in vitro) y 15a (exp. in v1m) se 

re-calcularon los niveles de dienos conjugados formados en VMP y se expresaron por 

mg de ácido graso (Tabla V). 

Como se puede obsen•ar en la Tabla V, los resultados indican que si bien se pudo 

apreciar una ligera disminución en los niveles de dienos conjugados cuando los 

resultados se e.xpresaron por mg de proteina de membrana plasmática tanto in vitro 

como in vivo (Fig.15a), no ocurrió nsi cuando se e.xpresaron por mg de ácido graso. En 

esta última situación, cuando las membranas plasmáticas puras estuvieron e.xpuestas a 

concentraciones de 10 y 20 µM de FB1 (experimentos in vitro), la formación de dienos 

conjugados disminiyó un K y 5 % respectivrunente con respecto al control y por ello, no 

hubo diferencia entre los valores e.xpresndos por mg de proteína y por mg de ácido 

graso. Sin embargo, en experimentos in vivo, en los que los embriones fueron expuestos 
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a 1 O µM de FB1 hubo una disminución del 17 % con respecto al control. semejante a Jo 

que se observó /11 wrru. mientras que con 20 11M FB1 hubo un aumento del 22 u;. con 

respecto ni control, contrariamente a lo que se observó en el c.xperimento in vuro 

(Fig. l 2c). Esto es importante puesto que nos esta indicando que una concentración de 

20 µM de FB 1 es suficiente para inducir peroxidnción de lipidos membnu1alcs. 

Tabla V. Niveles de dienos conjugados en membranas plasmáticas de embriones de 

maíz embebidos en ausencia y presencia de FB1 expresados por mg de proteína y por 

mg de ácido graso. 

In 1•ilr11 ¡,, ,.,,.,, 
Tratamiento -···------------- ---~------------- -- --------------- .. -··---- -

Abs 233 Abs 233 UDO/mg Abs 233 Abs 233 UDO/mg 
UDO/mg prot. (%) de ac. graso• (%) UDO/mg prot. (º/u) de ac. graso• (~1.,) 

Control 0.6025 (O) 0.7503 (0) 0.6943 (O) 0.Mf•4<• 
-------- --------- ----------~--·- --·- -· 

IO 11M Fll1 0.5563 (-!!) 0.692!! (-8) 0.4074 (-41) 0.7172 

20 µM Fll1 0.5719 (-5) 0.7122 (-5) 0.6012 (-13) 105113 

•Para expresar los resultados por mg de ácidos grasos. se consideraron los valores de 

1!03 11g de ác. graso/mg de proteína en la fracción de VMP control y el de 568 µg de ác. 

grnso/mg de proteína en las fracciones de VMP obtenidas de embriones de maíz 

expuestos a la FB1 (Gutiérrcz-Nájera 2002). 

6.4. EFECTO IN VIVO DE LA FUl\IONISINA 81 EN LA PEROXIDACIÓN 

DE LÍPIDOS DE LA l\IEl\IBRANA l'LASl\IÁTICA DETERMINADA 

POR lll'LC 

Con objeto de detem1innr la peroxidación de lipidos membnuiales. se procedió 

inicialmente a establecer el perfil de los principales ácidos grasos presentes en In VMP 

(Fig. 16). Estos resultados se presentan en In Tabla VI. En donde se pueden identificar 

las especies A. C. D y E como ácidos grasos que disminuyen en presencia de FB, _ 

SS 

(O) 

(-1 7) 

(+22) 
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Fig.16. Cromatogrruna del perfil de los fosfolipidos más abundantes en VMP de 

embriones de mal7; embebidos sin FB1 . Los fosfollpidos se extrajeron, separaron y 

detectaron por HPLC y luz UV n 21 O nm como se indicó en Materiales y Métodos. 
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Tabla VI. Detenninación del perfil de los fosfolipidos más abudantcs en VMP de 

embriones de malz embebidos sin y con 20 11M de FB1. Los fosfolipidos se extrn.ieron. 

separaron y detectaron por HPLC y luz UV a 2 1 O nm como se indicó en Materiales y 

Métodos. Los picos se compararon de acuerdo al tiempo de retención correspondiente 

(fR). 

Especie TR (mi11) 

A 4.112 344,802, l 44 (0) 189,501,531 (-45) 

B 7.328 107.292,753 (O) 106,621,408 (-1) 

e 11.209 4,856,652 (O) 4,000, l 53 (-18) 
i-----=-o-----·i----.-6-.4·-3-8___ -20Q.403:924- Tt1>- -.-12-:-is< .. xir.-- (-44 > 

E 20.461 274.126,923 (O) 222, l 34,4C.O (-19) 

Se utilizó la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para cuantificar los niveles 

de lipidos peroxidados. por efecto de la FB1. Las condiciones cromatográficas por HPLC 

para la identificación de lipidos peroxidados se describieron en la sección de Materiales 

y 1Vfétodos. 
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La labia VII, muestra los resullados obtenidos por HPLC para delectar y medir 

los lipidos peroxidados a 234 nm. Los lípidos membranales provienen de embriones 

embebidos en ausencia y presencia de 20 µM de FB1. Los valores que se presentan 

corresponden a las áreas de los picos obtenidos en el cromalograma y, represt.'tllan los 

niveles de ácidos grasos peroxidados para las muestras control y con 20 ~lM de FB1. 

Como nivel de peroxidación basal se lomaron los valores de ácidos grasos perox1dndos 

de las muestras sin FB1 (control). Las esp1.."Cies A, B, C, O y E son las diferentes 

especies de lípidos de membrwrn más represenlati\'as y están presenles en las mueslras 

con y sin FB1. Por ello, la suma de eslas especies de ácidos grasos reprcsenla el 

porccnlaje lolal de peroxidación de los ácidos grasos en las mueslras de membr:.ma 

plasmálica 

Tabla VII. Detección por HPLC a 234 nm de los niveles de ácidos grasos pcroxidados 

de embriones de malz embebidos en ausencia y presencia de 20 ~tM de FB1. Los valores 

de las áreas están expresados por mg de ácido graso. 

Área (unidades arbitntrias) ("/•) 

Especie TR (min) -FB1 +1'81 

A 4.129 6.315,169 5.442.3511 

B 7.627 544.142 2.371.7-10 

A+B 6,859,311 (O 'Yu) 7,814,098 (14 'Yu) 

e 11.187 555,265 J!U>.37-1 
--

o 16.610 2.1143.055 3.223.437 
---·~---·· ·-. - -----

E 21.514 17.192,134 21.757.157 

A+B+C+D+E 27,449,765 (0%) 33,181,066(21 %) 

En los resultados que se muestran, cada especie designada por una lelra corresponde a 

un tipo diferente de ácido graso insalurado y cada uno puede sufrir difcrenle grado de 

peroxidación, ya sea en presencia o en ausencia de FB1. Por ejemplo, la especie A en la 

muestra sin FB1 (control) sufrió mayor peroxidación que cuando la mueslra eslU\ o en 

contacto con 20 µM de FB1, conlrariamenle a lo que se obser\'a con la especie B donde 

el mayor grado de peroxidación eslu\'o en la mueslra !ralada con FB1. Haciendo la suma 

de los valores de :irea de A+B se tiene que en esas especies las muestras exput.>stas a la 

FB 1 si presentaron mayor peroxidación (14 %) que las muestras control. De la misma 
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manera, se hizo el análisis para las especies C. D. E de la misma muestra y se sumaron 

las áreas de las cinco diferentes especies de ácidos grasos presentados en la Tabla VI. 

resultando que. cfcclivruncntc. los componenles de las muestras expuestas a 20 pM de 

FB 1 si presentaron mayor peroxidación. 21 % más qu" las mucslras sin FB 1. Eslos 

resultados son muy imporlrullcs porque concuerdan con los resultados obtenidos con la 

técnica de dienos conjugados. en los que los ácidos grasos de membrru1a plasmática de 

embriones c.xpucstos a 20 µM de FB1 presentaron un 22 % más de peroxidación que los 

ácidos grasos totales de las membranas control. Con los resultados anteriores se liene 

evidencia de que la FB1 sí incrementa los niveles de peroxidación de lipidos 

membranales en condiciones in vivo medidos con dos técnicas diferentes. 
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7. DISCUSIÓN 

La variedad de moléculas que despliega un patógeno para tener una 111vas1ón 

exitosa sobre el hospedero es muy wnplía y depende de la naturalCLn del patógeno y dd 

hospedero mismo. A su \'ez el hospedero puede tener la capacidad de resistir In im as1ón 

del patógeno y para ello también cuenta con una gama de mL-canismos de respuesta 

contra el patógeno. Sin embargo, aunque están descritas muchas estrategias de defensa 

que involucran la producción de moléculas especificas, los mecanismos que las generan 

están conformados por \'las con muchas reacciones intem1ediarias, las cuales en su 

mayor parte son desconocidas (Blumwald et al. 1998, Scheel 1998) 

Por otra parte, los procesos celulares del hospL"<lero que son desencadenados por 

In acción de las moléculas secretadas por el patógeno, tampoco están bien descritos Un 

sitio de acceso n In célula del hospedero es su membrnnn plasmática. La interacción de 

esta barrera con productos secundarios del patógeno como son las toxma.' ha sido 

descrita en algunos casos, como en las toxinas de Cercuspora hellcola (Blem et al. 

1988, Simon-Plas et al. 1996), de A/ternaria altcrnata (Thulcau et al. l 9Kll). de 

Pscudomonas syrin~ac (Suzuki et al. 1992), de l'se1Jtiomonas f11scu•.,~111t1e (Batoko et 

al. 1998) y de F11sicocc11111 amy~da/is (Roberts Wld Boules, 1999) 

Los m~'CWlismos de acción de estas toxinas L'll la membrana son diversos y 

dependen fundamentalmente de la estructura qui mica de la toxina (Isaac 1991 ), por ello, 

algunas de las toxinas actüw1 sobre algün componente proteico de la membrana. 

mientras que otras sobre la fase lipídica de la misma. En este ültimo caso, está la toxina 

fungal beticolina. la cual se agrega para formar estructuras que formarán un poro a 

travcs de la mcmbrrurn (Goudet et al. 19'18). En el caso de la toxma FB1. su naiurale/a 

Wllipática incluye la posibilidad de que interaccione directamente con la parte lipídica 

de la membrrum .. pero la posibilidad de que actúe sobre componentes proteicos de la 

membrrurn no puede excluirse. La acción de la FB 1 en liposomas ha demostrado que 

ésta es capaz de interaccionar con la bicapa lipídica gracias a sus características 

anfipáticas (Yin et al. l 996a. Yin el al. l 996b, Yin et al. 1998). Específicamente. son 

dos los efectos que produce la FB1 en los liposomas: uno es el de modificar In fluideL de 

la bicapn debido al intercalamiento membrruml de In toxina (Yin et al. l 996b), y el otro 
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es su efeclo inductor de la peroxidación de lipidos membranales. Este último se ha 

explicado por un efeclo perturbador de la estructura de la bicapa del liposoma por la 

FB 1, lo cual genera sirios de "descompactación" de la lámina lipldica por donde puede 

difundir el oxigeno y sus radicales libres. los cuales a su \'ez pueden allegarse a sitios de 

insaluración de las cadenas de ácidos grasos de los fosfollpidos de los liposomas. 

generando con ello. los correspondientes produclos de lipoperoxidación. En sislemas 

\'i\'os se ha demostrado que la FB 1 induce de manera importante la fonnación de MDA. 

un subproduclo de la peroxidación lipídica membrana! en células de riñón de mono 

(Abado-Bec:ognee et al. 1998). En sistemas \'egelales, la FB1 aplicada a plántulas de 

Arahido¡ws 1/ia/iana produjo la formación de especies reactivas de oxigeno detec1nda 

por la formación en la periferia de lesiones necrólicas con azul de tetrazolio (Stone et al. 

2000). Estos últimos datos fueron muy cualitati~·os, y no incluyeron tampoco 

información sobre la participación de las especies reacti\'as de oxigeno en procesos 

oxidativos de la membrana plasmática. 

El ohjeli\'o de este trabajo de tesis fue el de determinar si habla peroxidación de 

lipidos de membrana plasmática por acción de la FB1. Por ello, se usaron \'arias técnicas 

para medir los lipidos peroxidados cuando la FB 1 fue :u"\adida tanto en condiciones m 

vivo como in vitro. 

Una de las condiciones iniciales importantes de satisfacer en el sistema 

experimenlal que se usó, era el establccimienlo de los rendimientos de proteína en las 

diferentes fracciones subcelulares que fueron es1udiadas, ya que inicialmente todas las 

cantidades urilizadas en la extracción de las fases lipídicas se calcularon en función de 

la proteína de la fracción correspondiente. Los resultados obtenidos a éste respL"CIO 

indican que el rendimienlo de proteína en las diferentes fracciones subcelulares no Yarió 

emre los embriones totales con y sin FB1. Eslo es import:ulle, pues implica que la to,¡ina 

no tiene un efecto en las cantidades de pro1eína presente en los embriones, a diferencia 

de lo que se ha \'isto en células de riñón de mono. en donde concentraciones tan bajas de 

FB1 como 14 µM produjeron un 23 % de inhibición en la síntesis de DNA y de prorcina 

(Abado-Becognec et al. 1998). Esca diferencia entre la respuesta del tejido Yegetal y el 

de riñón puede deberse a que éste último ha demostrado ser el sistema modelo más 

sensible a los efectos de la FB1 (Abado-Becognee et al. 1998). Además, nuestros 
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resultados indican que la imbibición con 10 y 20 11M FD1 no hicieron ninguna 

diferencia en cuanto a la cantidad de veslculas de membrana plasmalica que se 

obtuvieron. medida en 1ém1inos de proteína. Eslo indica que si bien la FB1 puede 

intercalarse en las membranas. no induce un cambio que pueda alterar las propiedades 

que determinan el comportamiento de las vesículas duranle el procedimienlo de 

purificación por el sistema de partición de fases en dos pollmeros acuosos. Esle hecho 

garanli".a que las fracciones membranales obtenidas de los embriones expuestos o no a 

la FB 1 seru1 comparables. 

El rnélodo de detección de productos de peroxidación de lipidos por formación 

de los aductos respectivos con el TBA fue eslandari1.ado con dos fraccionc.."S de 

homogenado de hígados de rala hepa1eclorni1.ados. Este es un modelo en el que se 

expresa una grru1 producción de lipidos pcroxidados En nuestras condiciones de 

extracción y detección. las mucslras de hígado lambién tuvieron muy buenos resultados 

en términos de sensibilidad del método; dcsgraciadan1en1e. en nuestras rnueslras de 

embriones de rnal1~ si bien hubo una detección adecuada del aduclo en las muestras 

expueslas o no con FB1• las diferencias enlre ellas fueron muy pequei\as. si es que las 

hubo. debido a que los registros de absorbancia a 532 nm fueron muy bajos. Estos 

resultados contrastan nue\'mnenle con los obtenidos en células de mono en culli\'o, en 

donde la concentración de 14 11M de FB1 aumentó 8 veces la cantidad del aduclo con 

respecto al control (Abado-Becognce et al. 1998). Esta discordru1cia puede deberse 

nuevamente a que estos autores usaron un sistema biológico extremadwncnle sensible a 

los efectos de la FB 1 por un lado y por otro. a que su detección del aducto fue hecha 

tan1bién de mw1era mas sensible y precisa por un sistema de detección de lh1orc.."Scenc1a 

en HPLC. Con objeto de disponer de una técnica que permitiera delectar posibles 

diferencias pequei\as. se resol\'ió probar la técnica de detección de dienos conjugados 

como productos de peroxidación lipidica 

Para la cstandari,..ación de la técnica de dienos conjugados se ulili7.aron tres 

diferenlcs fracciones subcelulares: homogenado. microsomas y vesiculas de membrana 

plasmática con diferenles concentraciones de proteína. Los resultados que se oblu\'ieron 

indicaron que las vesículas de membrana plasmática son la fracción capaz de sufrir 

mayor grado de lipoperoxidación. esto se debe a que en esta fracción de VMP la 
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relación proteína:llpido es menor, o sea. que 1 mg de protelna está más enriquecida de 

lipidos, pues las membranas se encuentran puras y por lo tanto hay mayor cantidad de 

llpidos de membrana plasmática por mg de protelna que pueden sufrir peroxidación, de 

ahí que 1 mg de proteina de VMP contenga una mayor cantidad de lipidos susceptibles 

de ser peroxidadas, mientras que 1 mg de proteína ya sea de microsoma.< o de 

homogenado. que contiene una mayor relación proteina:lipido. debido a que tienen 

menor cantidad de VMP. y por lo tanto menor canlidad de lipidos de membrana 

plasmática. experimentan menor peroxidación. En experimentos posteriores se trabajó 

con VMP y .con microsomas, ya que esta fracción a pesar de que contiene poca cantidad 

de membranas plasmáticas. incluye a las diferentes fracciones membrnn:iles de los 

diferentes organclos celulares (a excepción de las membranas nucleares y 

mitocondriales). y que son sitios potenciales de alojamiento de la FB 1• 

Se realizaron experimentos in vi/ro con el objeto de conocer el efecto que 

producía la FB 1 cuando se ruiadia directamente a la.< membranas plasmáticas y 

microsomales. Los resultados obtenidos indicaron que si bien la FB 1 producía un efecto 

de lipoperoxidnción tanto en microsomas como en membranas plasmáticas, este era 

muy pequei\o. puesto que no se obser\'aron diferencias en los niveles de dienos 

conjugados formados entre las mucstnL< control y las que conteniru1 FB 1• Posteriormente 

se realizaron experimentos donde las muestras control y con FB 1 se preincubaron a 

diferentes tiempos y donde los resultados que se obtu\·ieron nos indicaron que In FB 1 

producía una muy ligera disminución (5-K %) en los ni\'eles de dienos conjugados con o 

sin preincubación, ya que no se observaron diferencias significativas en In absorbancia 

entre el control y las muestras con FB 1 y si las hubo. estas eran muy pcquei\ns. Con todo 

esto. se puede concluir que In FB 1 no produce un efecto importante en la peroxidnción 

de lipidos de membrana plasmática en condiciones in vi/ro. contrario a lo que se ha 

visto en liposomas. donde In FB1 incrementa de forma muy importante el índice 

oxidativo de lípidos membrrumles. Estas diferencias pueden explicarse porque los 

resultados con liposomas se obtuvieron utilizando técnicas de resonancia de spin 

electrónico (Yin el al. l 996a. Yin el al. l 996b), que es una técnica más sensible a la 

utilizada en este trabajo y que fue de espectroscopia con luz UV para la detección de 

dienos conjugados (Recknagel and Glende 1984). Además, en esas membranas modelo 

se utilizaron concentraciones muy altas que \'ande 0.25 a 10 mM de FB1, mientras que 

nosotros usamos 10 y 20 µM de FB 1• A estas diferencias también puede contribuir la 
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composición lipídica de los liposomas, que era de fosfatidilcolina (PC) y de tres 

diferentes sondas como n-SASL, CSL o T-SASL, y que carecían de protelnas que 

pudieran promover algún mecanismo de defensa ante la fonnación de radicales libres de 

oxígeno. 

Otro objetivo de este trabajo fue medir el efecto de la FB1 en la peroxidación de 

lípidos de membrana plasmática in wvo, en donde los embrionL"S se embebieron en 

ausencia y presencia de FB 1 y de los cuales las fracciones subcelulares fueron aisladas 

Primero se utilizaron las fracciones de homogenado y microsomal a diferentes 

concentraciones de proteína. Los resultados que se obtuvieron nos indicaron que la FB1 

produjo la formación de dienos conjugados en el homogenado a niveles muy cercanos al 

del control, pues no se observaron diferencias signilicativns. Esto pudiera deberse a que 

el homogenado contiene además de VMP. una gran cantidad de componentes celulares 

y cuerpos lipldicos que pudieran enmascarar el efecto de la fumonisina B 1 en alguna 

fracción membranal de manera particular. En microsomas las diferencias que se 

observaron fueron muy pcquer)as y para verilicar que esas pequer)as diferencias 

exisliru1, se reali;r.aron experimentos utili7.ando un control y dos diferentes 

concentraciones de FB 1 ( 1 O y 20 1tM). Los resultados obtenidos en microsomas 

muestrrui que curu1do se utilizó una concentración de IO ¡tM de FB,, la formación de 

dienos conjugados se vió disminuida con respecto al control. mientras que cuando se 

utilizó la concentración de 20 1tM, la fonnación de dienos conjugados se ,.,ó 
incrementada con respecto al control. Por otra parte, cuando se midió la formación de 

dienos conjugados en VMP se vió que los niveles de dienos conjugados disminuyeron 

con respecto al control ulilizai1do runbas concentraciones de Fll1. Todo lo anterior 

pudiera deberse a que una concentración de 10 1tM de FB 1 sea suliciente para activar 

sistemas celulares de defensa ruitioxidruues que disminuyen In peroxidación de lipidos 

por debajo de los niveles basales, mientras que 20 µM de 1·01 pudiera ser una 

concentración de toxina sulicientemente alta que genere EROs en exceso. capaces de 

saturar a esos sistemas ruitioxidruites e impidiendo que lleven a cabo su función 

protectora. En otro experimento que se realizó midiendo la fommción de dienos 

conjugados en VMP obtenidas de embriones que se hnbian embebido en presencia de 

hu~ también se vió que los ni,·eles de dienos conjugados disminuyeron con respecto al 

control utilizando concentraciones de 5 y IO ¡tM FB 1• Todos estos resultados en los que 



no se observa un aumento de peroxidación lipidica por acción de la FB1 son 

interesantes, puesto que en ellos sucedió lo contrario a lo que se ha reportado en 

plántulas enteras de Arabtdopsis thaliana (Stone et al. 2000. ) En este sistema se 

detectaron acumulaciones de especies reactivas de oxigeno, ésto se interpretó <1uc se 

debla principalmente a que en plantas enteras se producen bajos niveles de EROs L"ll 

condiciones normales por exposición a energia luminosa. durante el transporte de 

electrones o en procesos en7.imáticos involucrados en sistemas rcdox (Rustérucci et u/. 

1996). Se ha reportado que la producción de EROs puede incrementarse 

considerabli;mente debido a una respuesta rápida al reconocimiento de un patógeno y 

principalmente a la presencia de fitotoxinas (Grant and Gary, 2000). Se conoce que 

durante los procesos metabólicos que suceden durante las fases iniciales de la 

imbibición, están incluidos procesos activos de generación y consumo de especies 

reactivas de oxigeno como el 0 2 ·y el H20 2 (Puntarulo et al. 19'.I 1. Cakmak et al. l 993) 

Esto sugiere que la presencia de Oi. y el 1·1201 pueden causar peroxidac1ón de iipidos 

membranales que se pueden medir como un incremento en los niveles de dienos 

conjugados L"ll algunas membranas (y que posiblemente sea lo que sucedió en los 

microsomas), o bien que estas especies reactivas de oxigeno pueden actuar como 

moléculas señal que activen múltiples respuestas de defensa que inhibru1 la peroxidación 

de lipidos membranales, y que posiblemente sea lo que sucedió en las \'esiculas de 

membrana plasmática (Wostaszek 1997. Breusegem et al. 2001 ). Es interesante que este 

efecto de la FB 1 de disminuir los tli,·eles de dienos conjugados se haya visto en 

fracciones microsomales y de membrana plasmática en condiciones L'fl las que la FB 1 

llte ru1adida in vitro e in vi\YJ. pero mas marcadan1ente en estos últimos, sugiriendo que 

en la respuesta observada con la FB 1 participan componentes celulares de localil'.ac1ón 

tanto membnmal como intracelular. Es posible que algunos de estos componentes sean 

las enzimas proccsadoras de EROs como la catalasa. la superóxido dismuta~a y la 

peroxidasa (Breusegem et al. 2001 ). Una manera de corroborar que la actividad de estas 

enzimas está siendo estimulada por la FB1 en nuestras condiciones experimentales seria 

medir estas actividades para determinar si hay un aumento que se correlacione con la 

menor producción de dienos conjugados por acción de concentraciones de 10 y 20 µM 

de FB 1 en la membrana plasmática. 

Existen muchos reportes de toxinas fungales que inducen la formación de 

especies como oxigeno en singulete y superóxido en reacciones que son dependientes de 
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luz, como la cercosporina y las cebetinas que son producidas por hongos del género 

Cercospora. que son capaces de producir dai\o oxidativo en los llpidos membranales. y 

que pueden ser el origen de la pérdida de permeabilidad selectiva membrana! que se 

observa en las células de plantas atacadas por estos hongos (Heiser et al. l 99K ). A 

diferencia de estas toxinas. nosotros no encontramos ningún efecto de la luz entre los 

niveles de dienos conjugados. lo cual sugiere que la FB1 no actúa como inductor de 

lipoperoxidación a través de algún mecanismo como el de activación de la estructura 

para formar un oxigeno en singulete. Sin embargo. los experimentos con FB1 en 

Arabidopsis thaliana, revelaron que la luz tenia un efecto de aumentar la formación de 

radicales libres. Ya que estos resultados fueron observados en la planta completa. es 

posible que los componentes celulares involucrados tengan una respuesta diferente a los 

que están presentes en nuestro sistema y que no podemos evaluar en nuestras fracciones 

de membrana plasmática. 

Todos los resultados expuestos anteriom1ente de los experimentos 111 vi•'<J donde 

se midió la fommción de dienos conjugados por mg de proteína de membranu 

plasmática son muy interesantes. sin embargo. conformaron un patrón diferente a lo que 

se observó al es11uidari7~v los niveles de dienos por mg de ncido graso solo en los 

experimentos in vi>'tl, ya que en los experimentos in vitro utilizando concentraciones d.-

1 O y 20 ¡1M de FB1. la cantidad de dicnos conjugados no sufrió crunbios con respecto al 

control cuando se expresó en terminos de mg de proteína o por mg de ácido graso. En 

los experimentos del efecto de la FB1 in vivo. cuando los resultados se expresan en 

términos de mg de ácido graso. con 1 O ¡1M se obtuvo una disminución de los ni\'eles de 

dienos conjugados. pero con 20 µM un aumento. Estos resultados claran1ente indican 

que las mediciones dan valores diferentes según si se expresaron por mg de proteína o 

por mg de ncido graso. lo cual resulta lógico. ya que si bien los contenidos de proteína 

son similares en las muestras controles y las tratadas con FB 1. los contenidos de ácido 

graso son diferentes como se pudo corroborar al medir los contenidos de ácidos gr:1Sos 

en ambas muestras. Los \'alores de ácidos grasos de la membrana plasmática obtemdos 

en este trabajo. son similares a los obtenidos en otras preparaciones (Gutiérn:z-Nájera 

2002) y en general se semejan a las obtenidas en membrana plasmáticas de raíces de 

plántulas de maíz (Bohn el al. 2001 ). Hay que hacer notar que en las membranas 

plasmáticas de los embriones de maíz expuestos a la FB1 tienen un 29 % menos de 
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ácidos grasos insaturndos (Gutiérrez-Nájera 2002), lo cual indica que la FB 1 de alguna 

manera reduce los sustratos potenciales de peroxidación. Sin embargo. es notable que n 

pesar de esta disminución. 20 ¡1M de FB1 es capaz de aumentar 22 % los ni\'eles de 

ácido graso in vivo. 

Para poder determinar con una mayor precisión In formación de dienos 

conjugados. se utilizó la técnica de cromatografia líquida de alta eficiencia (HPLC) con 

luz UV a 234 nm para detenninar ácidos grasos peroxidndos. para esto se utili7.Ó 1 mg 

de ácidos grasos de membrana plasmáticas obtenidas de embriones que se embebieron 

en ausencia y presencia de 20 11M de FB1. Los resultados obtenidos indicaron que si hay 

congruencia entre los resultados obtenidos por HPLC y los que se obtuvieron midiendo 

dienos conjugados expresándose ambos por mg de ácido graso. Es decir los ácidos 

grasos totales de VMP expuestos con FB1 sufrieron mayor peroxidación que los ácidos 

grasos del control. Desgraciadamente. la identidad de la.~ especies peroxidadas no pudo 

establecerse debido a la carencia de estándares apropiados. Sin embargo, hay que hacer 

notar que los valores obtenidos para cada una de las especies de ácidos graso mostraron 

diferentes grados de peroxidación en las muestras control y en las provenientes de 

embriones tratados con FB 1. Es decir. In toxina tu\'o un efecto diferencial de 

pcroxidación sobre ácidos grasos espccificos. 

Un factor cuya participación no puede ser descartada en los experimentos de la 

aplicación /11 vivo de la FB1 es la acción de la FB 1 sobre la ceramida sintetasa. como ha 

sido reportado en especies de planlas como l.emna pau.1·1cos1uta. l.ycupcr.1·1c1111 

escu/e11111m y Nicuuana tahacum (Abb;l~ el al. l 994). Al inhibir a esta enJ·jma. la FB 1 

produce una acumulación de los sustratos esfinganina y fitoesfinganinn. mismos que 

han sido postulados como mens;yeros celulares en \'ias de transducción de señales 

(Merrill el al. 2001 ). En el laboratorio. (Gutiérrez-N:ijera 2002, Rivas San Vicente 

2001) se ha medido la concentración de esfinganina y filoesfinganina en homogcnado y 

en la membrana plasmática en condiciones de adición in v1vu de la FB1 y se ha 

encontrado que 20 ~tM de FB1 aumenta la esfinganina de la membrana plasmá1ica. 

mientras que la fitoesfingimina no cambia con respecto al control. Seria muy rcle\·ante 

que estas bases eslingoidcas estuvieran in\'olucradas "'" la acti\'ación de mecanismos de 

apagamiento de radicales libres como una estrategia de defensa ante un producto 

secretado por un patógeno. como es el caso de la FB 1. 
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CONCLUSIONES 

Conclusiones ¡tarticulares 

a) El método de detección de productos de peroxidación de lipidos por formación 

de los aductos respectivos con el TBA no constituyó una técnica que nos 

pem1itiera medir adecuadamente diferencias de peroxidación de lipidos de 

membrana en nuestro sistema biológico. 

b) Las técnica~ de detección espectrofotométrica de dicnos conjugados y de 

detección por HPLC de fosfollpidos hidroperoxidados produjeron resultados 

reproducibles. confiables y consistentes entre si. de los ni\'eles de peroxidación 

que sufren los lipidos de membranas plasmática por efecto de la FB1. 

Conchasión general 

a) Los llpidos de membrana plasmática de embriones de maiz sufren peroxidación 

en condiciones normales fisiológicas. 

b) In vitro. la FB1 no aumenta el efocto de peroxidación de lipidos de membrana 

plasmática. si se estima In peroxidación en términos del contenido de iicidos 

grasos e in vivo. la FB1 aumenta el efecto de peroxidación de lipidos de 

membrana plasmática. cuando se estima la peroxidación en to!nninos del 

contenido de ácidos grasos. Sin embargo. si los \'alorcs de peroxidac1ón son 

expresados en términos de mg de proteína. se obtiene una disminución de los 

niveles de dienos conjugados 111 V/\'O Esto re\'ela que la relación proteina.lipido 

en la membrana está alejada de 1 en presencia de l'B1 y que por tanto el efecto 

de la FB 1 debe tomar en cuenta esta relación para ser correctamente interpretado 

y comparado con los datos en la literatura 
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