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l. RESUMEN

Las fumonisinas son micotoxinas producidas por algunas especies del género
Fusarium, como Fusarium verticillioides y F. proliferatum. Estos son hongos patégenos de
maiz y las fumonisinas constituyen un factor de virulencia del hongo. Entre los distintos tipos
de fumonisinas, la fumonisina B1 (FB1) es la mas abundante ya que constituye alrededor de
70% de las fumonisinas totales producida por una cepa. Los genes que codifican las enzimas
de la ruta biosintetica de las fumonisinas estan agrupados en el locus FUM.

Las fumonisinas son micotoxinas analogas a esfinganina (SAM’s) por la semejanza
estructural que tienen con las bases esfingoideas. Esto se relaciona también con su modo de
accion pues interfieren en la biosintesis de novo de los esfingolipidos al inhibir de manera
competitiva a la esfinganina N-acil tranferasa la cual cataliza la acilacion de la esfinganina
para producir ceramida. Esta actividad sobre los tejidos de maiz provoca una elevacion en
los niveles de esfinganina y fitoesfingosina los que activan varias cascadas de sefalizacion
gue conducen a la muerte celular.

Dado que en la interaccion Fusarium — maiz, el hongo esta expuesto a los
componentes celulares del tejido vegetal necrosado, el objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de las bases esfingoideas en el desarrollo de F. verticillioides y la produccion de
fumonisina B1l. Para esto se usO la cepa de F. verticilioides MY3 que se expuso a
concentraciones crecientes de fitoesfingosina y esfinganina, asi como a la mezcla de éstas.
Tanto la esfinganina como la fitoesfingosina inhibieron la germinacién de las esporas de F.
verticillioides, asi como el crecimiento radial de la colonia. Asimismo, ambas bases
esfinogideas provocaron una reduccion en los niveles de fumonisina secretada por el hongo.
Es muy probable que este decremento en los niveles de fumonisina detectada en el medio de
cultivo se deba a una reduccién en la biosintesis de la toxina, pues los transcritos de los

genes FUM1 y FUMS8 se encontraron en niveles menores que en los controles.



II. INTRODUCCION

A. Fusarium verticillioides.

La mayoria de los hongos filamentosos son saprofitos, eso quiere decir que toman sus
nutrientes de materia organica muerta o en descomposicion, pero muchos de ellos se
pueden comportar como patdgenos de plantas. Tal es el caso de Fusarium verticillioides el
cual es un hongo filamentoso que puede colonizar tejidos vegetales provocando distintas
enfermedades, ademas de tener un ciclo saprofitico (Shim et al., 1999). Esta especie tiene la
capacidad de producir metabolitos secundarios como toxinas las cuales han sido asociadas a
efectos adversos en plantas, debido a esto se ha estudiado su papel como patégeno de
algunas especies economicamente importantes principalmente el maiz y el trigo, sin
embargo, también se ha aislado de otros cereales como son la cebada, el arroz, la avenay el
sorgo (Desjardins et al., 2001). El consumo de alimentos contaminados con estas toxinas es
causante de algunas enfermedades en animales de granja y se ha asociado también a

enfermedades en humanos.

1. Taxonomia.

La clasificaciobn de estos organismos se basa principalmente en su morfologia y su
ciclo sexual, caracteristicas en que muestran diferencias importantes (Moss et al., 1984).
Muchos hongos que son patdgenos en plantas se encuentran clasificados dentro de la
subdivision Deuteromycotina u hongos imperfectos ya que no se conoce su ciclo sexual , y
es el caso para varias especies del género Fusarium.
En cambio, para otras especies, se conoce su ciclo sexual y son reconocidas dentro de los
géneros Gibberella o Nectria (Nelson et al. 1992). Este es el caso de F. verticillioides, que
también antes era conocido como Fusarium moniliforme, y su teleomorfo (ciclo sexual) es:
Gibberella fujikuroi. Dada la complejidad del género Fusarium, las especies con
caracteristicas similares se han categorizado en distintas secciones y F. verticillioides

pertenece a la seccion Liseola. (Nelson et al., 1992).

2. Morfologiay desarrollo de Fusarium verticillioides.
El género Fusarium spp. presenta caracteristicas microscopicas muy variables como
son las forma de las microconidias, de las macroconidias y la forma de la célula basal, asi

como la presencia o ausencia de clamidiosporas (se forman del engrosamiento del micelio).
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La morfologia de las macroconidias es la caracteristica principal para definir a la mayoria de
las especies en el género Fusarium spp, sin embargo, este criterio no es definitivo, pues se
ha encontrado que algunas especies coinciden con esta caracteristica por lo tanto se ha
adoptado por tomar la morfologia y modo de formacion de las microconidias y la morfologia
de los microconidiéforos como criterio para su identificacion (Nelson et al., 1982).

Las microconidias son muy abundantes, en general son células individuales ovales,
gue se pueden observar agrupadas en forma de cadena y presentar cabezas falsas (Fig. 1B
y 1C). Las macroconidias poseen pared delgada y fina, ademas de que su forma puede ser
un poco curva hasta casi recta presentando una superficie ventral y una dorsal casi paralelas
(Fig. 1 A)

Figura 1. Caracteristicas microscopicas de Fusarium verticillioides: A. Morfologia de los
macroconidios, B. micronidias, y C. microconidias agrupadas en forma de cadena (Nelson et al,
1982).

A nivel macroscopico, los cultivos de F. verticillioides crecidos en el medio agar papa
dextrosa (PDA) presentan un micelio blanco y producen pigmentos de color rosa a puarpura,
después 11 a 14 dias de incubacion. El esporodoquio (estroma pequefio en forma de
almohadilla, cubierta por conidi6foros) puede estar presente o ausente, y cuando esta

presente puede ser marron-amarillo a naranja. Los esclerocios, que son una masa compacta



de hifas, también pueden desarrollarse y usualmente son de color azul oscuro, puede ser
muy abundante y dar esta coloracion por la parte superior o inferior de la superficie de la

colonia. El reverso de la colonia varia de incoloro a purpura (Nelson et al., 1982).

3. Produccion de toxinas.

El género Fusarium produce diversas micotoxinas de interés, las cuales provocan
diferentes micotoxicosis en animales y humanos. Entre las toxinas que produce el género
Fusarium estan la zearalenona y el zearalenol, los tricotecenos, el deoxinivalenol y las

fumonisinas. Ademas producen otras toxinas de menor abundancia en la naturaleza (Fig.2).

Tricotecenos.

Constituyen una familia de compuestos naturales estructuralmente relacionados entre
si, producidas por muchas especies de Fusarium y géneros relacionados (Trichothecium,
Cephalosporium, Myrothecium, Trichoderma, Stachybotrys, Cylindrocarpon) (Beremand y
McCormick.,1992). Estos compuestos son toxicos en células eucariontes y causan lesiones
dérmicas, alteraciones de la respuesta inmunolégica e inhibicion de la sintesis de
macromoléculas. Se dividen en dos grupos, uno esta formado por los derivados alcohdlicos
del nudcleo tricoteceno y sus ésteres simples, mientras que los ésteres macrociclicos

constituyen el otro grupo mas complejo (Takitani et al., 1979).

Zearalenona.

Es un compuesto con una estructura estrechamente relacionada a metabolitos
estrogénicos producida muchas veces junto con los tricotecenos, por especies que colonizan
los granos: F. graminearum, F. culmorum, F. crookwellense, F. heterosporum y F. equiseti.
Es débilmente fitotoxica, pero produce hiperestrogenismo y problemas reproductivos en
porcinos y animales de experimentacion. Algunos derivados son usados comercialmente

para favorecer el crecimiento del ganado (Desjardins y Proctor., 2001).

Moniliformina

Es una micotoxina con estructura de ciclobuteno y es producida por F. napiforme, F.
thapsinum, F. nygamai, F. proliferatum, F. subglutinans, F. fujikuroi, F. anthophilum, F.
beomiforme, F. acuminatum, F. avenaceum, F. semitectum, F. equiseti, F. oxysporum y

algunas cepas de F. verticilloides (Desjardins & Proctor 2001). Es cardiotdxica y una dosis de
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1 mg/kg de peso corporal causa falla cardiaca en pollos. Es la causa de una enfermedad

endémica en China (Edwards et al., 2002).

Fumonisinas.

Son fitotoxinas y ademéas micotoxinas que interfieren en el metabolismo de los
esfingolipidos. Son producidas por F. proliferatum, F. verticilloides, F. nygamai, F. fujikuroi y
algunas cepas de F. napiforme, F. thapsinum, F. sacchari, F. dlamini, F.subglutinans, F.
anthophilum y de F. oxysporum (Desjardins y Proctor., 2001). Algunas cepas de Aspergillus
niger también producen fumonisinas, principalmente fumonisina B2 (Frisvad et al., 2007). La
fumonisina B1 es la predominante pues constituye alrededor del 70% de las fumonisinas
producidas por las cepas de F. verticillioides mientras que las B2, B3 y B4 se encuentran en
menor cantidad. Otras cuatro series de fumonisinas (A, AK, C, P) estan relacionadas
estructuralmente a la serie B, y suelen encontrarse en baja cantidad en los cultivos de F.

verticilloides (Desjardins & Proctor.,2001).
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Figura 2. Estructuras quimicas de las diferentes toxinas producidas por el género Fusarium.

4. Factores que afectan en el crecimiento y la produccién de toxinas de Fusarium
verticillioides.
La produccion de toxinas es afectada por multiples factores ambientales, incluyendo

pH, disponibilidad de agua, y fuente de nutrientes. En esta seccion se describiran los factores



ambientales que afectan el desarrollo de F. verticillioides y la produccion de micotoxinas, en

particular sobre la sintesis de fumonisinas (Velluti et al., 2000).

Factores Fisicos.

Humedad y Actividad de agua (aw):

La cantidad de agua existente en el ambiente y en los sustratos es uno de los factores
importantes para el desarrollo de los hongos y para la produccion de micotoxinas. Sin
embargo, no sélo influye la cantidad de agua en el ambiente, sino también la forma en que
esta disponible. El agua libre existe dentro y alrededor de los tejidos vegetales o de las
células y puede ser eliminada sin interferir seriamente con los procesos vitales. La forma
ligada esta presente en los tejidos vegetales y animales, formando parte de las células que
los componen y en unién con las proteinas y glucidos. Para la germinacion de las esporas de
hongos, es necesario que el agua se encuentre en forma libre.

Existen dos parametros relacionados con la cantidad de agua la humedad relativa de

equilibrio y la actividad de agua (Fennema, 1993).
Humedad relativa de equilibrio (HRE): es la cantidad de humedad de la que disponen los
microorganismos una vez alcanzado el equilibrio entre la humedad libre del producto y el
vapor de agua existente en el medio ambiente que lo rodea. La HRE se expresa en
porcentaje y varia de unos sustratos a otros conforme su riqueza en glucidos o en materia
grasa (Fennema.,1993). Agua disponible o Actividad de agua (aw): es la relacién existente
entre el agua libre en los sustratos y la capacidad de los microorganismos para alli proliferar.
Asi pues, la mayor parte de los hongos se desarrollan a partir de valores de aw de 0.70.
(Fennema,1993).

Las condiciones Optimas para la produccion de fumonisina son de 0.97-0.98 aw a una
temperatura entre 20 a 30 °C para F. verticillioides y entre 15 C a 25 C para F. proliferatum
(Picot et al., 2010). La cantidad minima de actividad de agua para esta especie es de 0.87aw
(Granjo et al., 2007).

Temperatura:
La temperatura es otro de los principales factores fisicos que influyen en la produccion

de fumonisinas(Picot et al 2010). De manera general la temperatura éptima para el desarrollo



de los hongos se encuentra entre 25 y 30° C y el limite maximo entre 40 y 45° C, mientras
que la mayor parte de los hongos no crecen por debajo de 5°C.

En particular, F. verticillioides crece entre los 26 a 28°C, siendo este rango el 6ptimo
para su desarrollo (Miller. 2001) y de 4° C como temperatura minima para crecer (Reid et al.,
1999). Mientras que se considera que las condiciones 6ptimas para el crecimiento y
proliferaciéon fungica son: un aw superior a 0.75 y una temperatura superior a 20° C, ademas
de un 14 % de humedad en el sustrato (Ayerst, 1969).

Integridad fisica de los granos:

Los tegumentos intactos del grano dificultan el acceso del hongo al almidoén
endospérmico. Por lo que aquellos granos que estan fragmentados son mas susceptibles a la
invasion y desarrollo fungico, que los granos enteros (Miller, 2001). Por esto es comudn

encontrar niveles mas elevados de fumonisinas en los granos dafiados por insectos.

Factores Quimicos.

pHy factores nutricionales

Los hongos son capaces de crecer en un amplio intervalo de pH (2.5-7.5 ), y de un
modo general les favorece mas el medio acido que el alcalino. La misma actividad
metabolica del microorganismo es capaz de alterar el pH, utilizando como fuente de energia
los acidos organicos del sustrato o los excretados por otros microorganismos como bacterias
acidificantes que pueden aparecer durante el periodo de deterioro del alimento (Quinta,
1982).

El pH 6ptimo para la produccion de fumonisinas es de 3 a 3.5, donde el pH de 3.5
mejora el crecimiento del hongo, mientras que en pH alcalino (pH> 7) la produccién de
fumonisina es inhibida (Shankar et al., 2006).

Otro factor importante es la composicion del sustrato, aunque F. verticillioides es
capaz de crecer en una diversidad de compuestos, y requieren ciertos nutrientes minerales
para su desarrollo como son el hierro y el zinc, y especificamente para la produccion de
fumonisinas es necesaria la presencia de carbono y nitrégeno, ya que se requieren para la
sintesis y participan en la regulacion de su produccién (Picot et al., 2010).

Se ha encontrado una relacion positiva entre la concentracion de azucares y la

producciéon de fumonisinas, independientemente de los carbohidratos utilizados. En



contraste, cuando la concentracion de aminoacidos disminuye, la produccion de fumonisina
aumenta aunque la masa del micelio disminuye. Esto sugiere que la produccion de
fumonisinas esta influenciada positivamente por un incremento en la relacion C:N, aunque el

crecimiento del hongo se ve disminuido (Picot et al., 2010).

B. Fumonisinas.

Las fumonisinas son micotoxinas producidas por algunas especies del género Fusarium
como F. verticillioides y F. proliferatum, que son patégenos naturales en maiz (Yescas
Huerta, 2001). Se ha reportado la existencia de 60 diferentes fumonisinas y compuestos
relacionados, siendo la fumonisina B1 (FB1) la més importante debido a su toxicidad y a la
abundancia con que es producida por algunas cepas. Estas 28 diferentes fumonisinas se han
separado en 4 grupos: el grupo de las fumonisinas de la serie A, el de la serie B, la serie C y
la serie P (Rheeder et al; 2002). Las fumonisinas de la serie B, (FB1, FB2, FB3, y FB4)
difieren en el niamero y posicion de los grupos —OH (Fig.3) y constituyen alrededor de un
70% de las fumonisinas producidas por F.verticillioides (Granjo et al.,2007; Flaherty y
Woloshuk, 2004).

1. Estructuray propiedades.

La estructura quimica base de las fumonisinas es un esqueleto poliquetidico de 20
atomos de carbono con la presencia de un grupo amino en el carbono C; y con dos acidos
tricarboxilicos esterificados en Cy4 y Ci5 (Flaherty y Woloshuk.,2004). Las fumonisinas de la
serie B son compuestos polares solubles en metanol, agua y acetonitrilo, ademas son
termoestables, por lo que resisten temperaturas de esterilizacion en autoclave y tratamientos
de cloracién, pero si son sometidos a temperaturas mayores de 170°C, en pH acidos o
alcalinos, por tiempos mayores de 60 min, estas toxinas se hidrolizan. Esta hidrolisis puede
ser parcial en el que uno de los dos grupos tricarbalilicos se libera para generar PHFB1, en
pH &cidos, o ambos grupos son liberados para obtener HFB1 en pH alcalilnos (Jackson et al.,
1996).



OH

HaC CH=

OH
R1 Rz 0 0
Furmonisina B1 OH OH
Fumonisina B2 OH H O OH
Fumonisina B3 H OH
Fumonisina B4 H H

Figura 3. Estructuras quimicas de las fumonisinas de la serie B producidas por Fusarium
verticillioides.

2. Efectos de la Fumonisina B1 en células eucarontes.

La fumonisina Bl estd clasificada como toxina tipo SAMs (sphinganine-analog
mycotoxins), ya que es estructuralmente similar a las bases esfingoideas que son
intermediarios del metabolismo de los esfingolipidos. EI mecanismo de accion de las SAMs
incide en el metabolismo de los esfingolipidos inhibiendo competitivamente a la enzima
esfinganina N-acil transferasa provocando una acumulaciébn de bases esfingoideas,
principalmente esfinganina, esfingosina y fitoesfingosina (Fig.4), y una reduccién de
esfingolipidos complejos (Wang et al., 1991). Los esfingolipidos, ademas de ser
componentes estructurales de las membranas también participan como moléculas
sefalizadoras regulando importantes funciones como el crecimiento, la diferenciacién y la
muerte celular programada en células de mamifero, levadura y plantas (Lynch y Dunn., 2004;
Dickson, 2008; Hannun y Obeid, 2008). Este desbalance en los niveles de bases
esfingoideas tiene diversos efectos en la célula del hospedero, pues activan varias cascadas
de sefalizacién e induce la expresidn de genes y también procesos de muerte celular

programada (Castro., 2008).
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Se ha demostrado que el consumo de maiz contaminado con fumonisinas es causal
de diversas patologias en animales, como degeneracion leucoencefalica en equinos, edema
pulmonar en porcinos y actividad promotora de cancer hepatico en ratas (Jackson et
al.,1996). Ademas, se han hecho asociaciones epidemiolégicas que relacionan el consumo
de maiz contaminado con cancer esofagico y defectos en la formacion del tubo neural en

humanos como se presenta a continuacion.

esfinganina
aH {(dihidroesfingosina)
HBWWV\
MH:2
4 - esfinganina
aH {esfingosina)
H'D/\‘H\A/\NW\/\
MH:2
4 - hidroxiesfinganina
OH (fitoesfingosina)
HID/\‘H\}/\/\NW\/\
MH2 OH

Figura 4. Estructura quimica de las principales bases esfinogideas estudiadas en este trabajo:
esfinganina, esfingosina y fitoesfingosina.

Fumonisinas como promotor de cancer esofégico.

La actividad carcinogénica de la fumonisina aun no ha sido demostrada en humanos
pero se ha propuesto como un potencial agente etiologico del desarrollo de cancer esofagico
en humanos, como conclusiones de estudios epidemioldgicos que demuestran una relacion
entre el consumo de maiz contaminado y el cancer esofagico (Denijs et al.,1997). En China,
se han reportado tasas de mortalidad de hasta 436 por 100,000 varones y 22.5 por 100,000
mujeres en la provincia de Honan, y en Sudafrica la incidencia en varones de raza negra de
35 a 65 afios de edad es de 246 por cada 100,000, con respecto a una tasa de solo 3 por

cada 100,000 en Africa Occidental (Cameron., 1995). En Estados Unidos el carcinoma de
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esofago tiene una baja incidencia de s6lo 1% de los carcinomas que se presentan son de

esofago (Cameron.,1995).

Fumonisinas como promotor de defectos de la formacién del tubo neural.

En 1990, el Departamento de Salud del estado de Texas, reportd un incremento del
doble en el nimero de nacimientos de nifios con defectos del tubo neural, en un grupo de
mujeres México-Americanas que concibieron en Rio Grande Valley. El primer grupo se
presentd en abril de 1990, cuando tres recién nacidos de 36 horas con anencefalia se
encontraron en un hospital de Brownsville, después otros tres bebes fueron entregados en
las siguientes seis semanas. Esto produjo que se realizara una busqueda que reveld primero
que las mujeres que concibieron entre 1986-1989 en Rio Grande Valley presentaban un
menor nivel en los hematocritos. Entre algunos de los factores que se buscaron fue la
exposicion a fumonisinas, pues habia reportes de una alta incidencia de estas micotoxinas
en los productos alimenticios a base de maiz del sur de Texas, de 1995 a 1997 (Hendricks,
1999).

3. Biosintesis de FB1, mecanismo y regulacién.

La biosintesis de la fumonisina FB1 se ha estudiado utilizando distintas estrategias
experimentales. Experimentos por marcaje radioactivo de sus precursores (acidos
carboxilicos, alanina y acetato) mostraron que los atomos de C; al Cyo del poliquétido
provienen de la unién de 9 moléculas de acetato, mientras los C;, C, y el NH, derivan del
aminoacido alanina (Du et al., 2008). Los grupos metilo unidos a los carbonos Ci, y C16 SON
donados por S-adenosil metionina. Los grupos hidroxilo de los carbonos Cs, Cig, C14 Y Ci5
provienen del oxigeno molecular, mientras que el grupo hidroxilo del C3 deriva del grupo
carbonilo del i6n acetato, por ultimo el origen de los dos ésteres tricarboxilicos aun no esta
claro, pero se piensa que provienen de algun intermediario del ciclo de Krebs (Zaleta-Rivera,
2007).

La identificacion del locus FUM (region donde se encuentra un grupo de genes
especificos para alguna funcion), en el cromosoma 1 de F. verticillioides (Fig. 5) y el analisis
de los genes que lo forman ha contribuido a definir el orden de las reacciones biosintéticas,

asi como la resistencia a las fumonisinas en F. verticillioides.
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Figura 5:Cluster de los genes FUM en el cromosoma 1 de Fusarium verticillioides, los nimero sobre
las flechas corresponden a los diferentes genes FUM que componen el cluster , la direccion de las
flechas indica su ubicacién y orientacion (Proctor et al 2003).

a. Genes estructurales de la ruta biosintética de la fumonisina B1.

El andlisis de las secuencias de los genes contenidos en el locus FUM ha permitido
postular una posible funcion en la produccién de fumonisina, y para algunos de ellos la
funcion se ha establecido mediante su expresion y la determinacion de la actividad
enzimatica del producto. Esto permitié proponer una hipétesis sobre la ruta biosintética de la
fumonisina (Fig. 6).

El gen Fum 1 (inicialmente conocido como Fum 5) corresponde a una posible
poliquétido sintasa (PKS), la cual es una enzima multifuncional que consta de siete dominios:
cetosintasa (KS), acetiltransferasa (AT), acarreador de acilos (ACP), cetoreductasa (KR),
dehidratasa (DH), enoilreductasa (ER) y metiltransferasa (MT) (Zaleta-Rivera, 2007). En la
biosintesis de fumonisinas esta enzima condensa 9 acetatos para formar un poliquétido lineal
de 18 atomos de carbono (C;3 -Cy) del esqueleto de la fumonisina. Ademas, mediante su
actividad de metil tranferasa, se encarga de la metilacién en Cy, y Cis.

Asi, el producto hipotético de FUM1 es una cadena de 18 &tomos de carbono con un
acido carboxilico terminal y dos grupos metilo (Fig.6). Los productos de Fum10 y Fuml16,
tienen actividad de acil-coA sintasa y ademas FUM10 posee un dominio de adenilacion, por
ello estos genes podrian ser los responsables de la adenilacion de la CoA con el poliquétido
y de su activacion para posteriormente producirse la condensacion con alanina. Este paso es
catalizado por FUM 8, el cual presenta similitud con la serina palmitoil transferasa.

FUM13 presenta similitud a la familia de deshidrogenasas/reductasas de cadenas
cortas que tienen actividad de carbonilreductasas y es la responsable de la reduccion del
carbonilo del C3 a hidroxilo (Fig.6) (Proctor et al, 2003).
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La hidroxilacion de C,4 y Cis puede ser catalizadas por uno o mas citocromos P450
monoxigenasa codificados por Fum 6, Fum 12, Fum 15y por Fum 9 el cual tiene actividad de
dioxigenasa. Los dos grupos de enzimas utilizan oxigeno molecular. La esterificacion del Cg
del acido tricarboxilico a C14 y Cy5 es catalizada por Fum10 o Fum16.

El producto de Fumll presenta una posible actividad de transportador de
tricarboxilatos, por lo que se sugiere es responsable de transportar los acidos tricarboxilicos
de la mitocondria, que formaran el acido tricarbalilico esterificado (Proctor et al, 2003). Los
genes Fum17 y Fum18, se les conoce como factores de longevidad debido a sus similitudes
con proteinas homoélogas identificadas en Saccharomyces cerevisae y al gen de resistencia a
Alternaria alternata, Ascl, encontrado en tomate. Estos genes confieren resistencia a la
toxina AAL de A. alternata que es también una SAM.

El gen Fuml9, tiene una gran similitud con los transportadores ABC, estos
transportadores ABC forman parte de un tipo de transporte activo que se encarga de regular
la entrada y salida de moléculas a uno u otro lado de la membrana. El gen Fum19 es
esencialmente un sistema exportador ya que se encarga de excretar la toxina recién
sintetizada, lo cual funciona como un mecanismo de autoproteccion. El resumen de la

funcion de estos genes y su tamafio se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Genes que integran el Locus FUM y su posible funcion

Nombre Posible funcion Region codificante (pb )
Fum 1 Poliquetid o sintasa 8163
Fum 6 Citocromo P450 3593
Fum 7 Dehidrogenasa/Reductasa 1275
Fum 8 Serina palmitoiltransferasa 2532
Fum 9 Dioxigenasa 903
Fum 10 Dominio de Adenilacién (Acil CoA sintasa) 1786
Fum 11 Trasportador Tricarboxilato 1164
Fum 12 Citocromo P450 Monoxigenasa 1735
Fum 13 cadenacorta dehidrogenasa /reductasa 1110
Fum 14 Dos dominios de las péptido sintetasas 1950
Fum 15 Citocromo P450 Monoxigenasa 1856
Fum 16 Acil CoA sintasa 2223
Fum 17 Factor de longevidad 1236
Fum 18 Factor de longevidad 1524
Fum 19 Transportador ABC 4806

14



b. Genes reguladores de la biosintesis de fumonisina

La biosintesis de la fumonisina esta regulada por varios genes que no se encuentran
en el locus FUM. Ninguno de los 15 genes que conforman el locus FUM tiene una actividad
regulatoria en la biosintesis de fumonisinas. Los genes encargados de esto se encuentran
distribuidos en el resto de los cromosomas.

Actualmente los genes que se conocen como reguladores de la biosintesis de
fumonisina son los genes PAC1, FCK1, Fccl, ZFR1, y GBp1l, (Tabla 2), y varios de ellos son
componentes en la transduccién de sefales que participan en la percepcién de factores
externos (Shankar et al., 2006).

Tabla 2. Genes reguladores de la biosintesis de fumonisinas.

Gen Regulador Funcién Referencia
N i Regula crecimiento,
egativo Flaherty et al ,
PAC1 g desarrollo y produccién de Y
(factor transcripcional) 2003

FB1 en pH alcalino

Regula la produccion de

Positivo Bluhm
FCK1 pigmento y la cantidad de Y
(complejo regulador) Woloshuk, 2005
FB1
.. Actividad transcripcional.
Positivo . Shim et al.,
FCC1 _ Regula conidiacion y 2001
(complejo regulador) produccion de FB1
Positivo Dependiente de FCCL1.
ZFR1 Flaherty y
(factor transcripcional) Regulador de FB1 Woloshuk, 2004
GBP1 Negativo Regulador especifico de | Shankar et al.,
(proteina G) FB1 2006
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Figura 6. Ruta de biosintesis propuesta de la Fumonisina B1.
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Funcién del gen PAC1 en la biosintesis de fumonisina.

El gen PAC1,(gen regulador de pH), es un gen que pertenece a una familia de
reguladores de la expresion de genes que responden al pH, regula la sintesis de
fumonisina en respuesta a cambios de pH del medio externo. El producto de este gen es
similar a un tipo de ciclina C, que esta involucrada en la activacion transcripcional y en la
represion de genes asociados con respuestas a estrés y el desarrollo. Es un regulador
negativo de la biosintesis de FB1, su funcion es regular el crecimiento y producciéon de
FB1 en pH alcalino (Flaherty et al. 2003).

La interrupcion de este gen deteriora fuertemente el crecimiento radial a pH
alcalino, mientras la conidiacién se ve reducida un 97 % a pH 7. Se produce un aumento
en la produccion de FB1 a un pH &cido (4.7) y ademas ocurre la produccion de FB1 a pHs

basicos. Esto sugiere una funcion de regulacion negativa (Flaherty et al., 2003).

Gen FCK1.

FCKZ1 codifica un tipo de cinasa C dependiente de ciclina que interactiia con el gen
FCC1, para regular el desarrollo y el metabolismo secundario en F. verticillioides, por lo
que se le considera como un regulador global de la expresion de genes. Se ha observado
que la interrupcion de FCk1l produce un fenotipo similar al de la mutante FCC1,
provocando defectos morfologicos y de crecimiento como: la reduccion del crecimiento
radial, el aumento de la pigmentacién y la disminucion en los niveles de produccion de
fumonisina (Bluhm et al., 2006). Estos resultados indican que FCK1 y FCC1 forman un
complejo regulatorio que controla muchos aspectos de la expresion de genes el

crecimiento y desarrollo de F. verticillioides (Bluhm et al.,2006).

Gen FCC1.

El gen FCC1, (ciclina tipo 1 de Fusarium), codifica un polipéptido similar a una
ciclina tipo C, de S. cerevisiae. Participa en la transduccion de sefiales, en la regulacion
del metabolismo secundario, y el desarrollo del hongo. Los genes FCkl y FCC1
interaccionan fisicamente y forman el complejo regulador de expresion de genes en
hongos filamentosos (Shim y Woloshuk, 2001). La interrupcién en el gen FCC1 afecta la
expresion de genes involucrados en el metabolismo secundario, en la biosintesis de

aminoacidos y la produccion de proteasas extracelulares (Pirttila et al., 2004).
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Gen ZFR 1.

El gen ZFR1 codifica una proteina de 705 aminoacidos con un motivo de union al
DNA similar a Z(I1)2Cys6 (dedo de zinc), que es igual al motivo que presenta una familia
de proteinas que son reguladoras de los metabolismos primario y secundario en los
hongos filamentosos. Estudios de mutagénesis y complementacién de genes indican que
ZFR1 se requiere para la transcripcién de casi todos los genes del locus FUM y para la
produccién de FB1 (Brown et al., 2007). En mutantes ZFR1 se ve gravemente alterada,

mientras que el crecimiento y la conidiacién no se ve afectada (Flaherty. 2004).

Gen GBp1l.

Las proteinas de union a GTP (proteinas G) son un grupo de proteinas altamente
conservadas en eucariontes. Actian como un interruptor en muchos procesos celulares
como el transporte de proteinas y vesiculas, la organizacion del citoesqueleto y la
transduccién de sefiales (Bourn et al., 1990). GBp1l es un gen que codifica una proteina G
monomeérica 368 aa, similar a Obg., la cual es una subclase de proteina G que esta
involucrada con las respuestas a estrés y desarrollo. El fenotipo de una mutante nula de
GBP1, es un incremento del 50% en la produccion de fumonisina, comparada con la cepa
silvestre que se asocia a un incremento en la expresion de los genes FUM1 y FUMS8
(Shankar et al., 2006).

Genes AREA.

Ademas de los genes que integran el locus FUM y los genes reguladores de la
biosintesis de fumonisina, los genes que se encargan de la regulacién del metabolismo del
nitrogeno (AREA) también influyen en control de la sintesis de la toxina. AREA es
requerido para la produccion de FB1 ya que actla como un mecanismo regulatorio integral
y esta referido a la represion de metabolitos de nitrogeno, en otras palabras inhibe la
transcripcion de los genes reguladores AFLR uniéndose a los elementos GATA de estos
promotores.

AREA es reprimido por la presencia de sales de amonio, glicina o glutamato, sin
embargo, en presencia de nitrato este mecanismo se activa ya que regula la produccion
de nitrato reductasa, la cual es esencial para metabolizar los nitratos, sin embargo, cuando

se presenta nitrégeno libre AREA no es requerido (Kim-Hun et al., 2008).
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C. Esfingolipidos

Los esfingolipidos se sintetizan a partir de bases esfingoideas que son
aminoalcoholes de 18 carbonos (Fig. 4). Estas bases de cadena larga se condensan a un
acido graso mediante un enlace amida formando la ceramida. Son una clase de lipidos
gue se encuentran en las membranas plasmatica y endomembranas de células vegetales,
animales y de hongos, donde tienen una funcién estructural, y contribuyen a conferir sus
propiedades (Greaves, Fernandez et al., 2005). Estos lipidos participan en la
comunicacion intercelular y en la interaccion célula y sustrato, ademés son fundamentales
en la sefalizacion y regulacion de la homeostasis en células animales y levaduras. Los
cuatro tipos principales de lipidos complejos son: fosfoacilgliceroles (fosfoglicéridos),
esfingomielinas, cerebrdsidos y gangliésidos, a estos tres ultimos también se les conoce

como esfingolipidos.
1. Biosintesis de esfingolipidos.

La ruta biosintética de esfingolipidos complejos se inicia en el reticulo
endoplasmico, con la sintesis de esfinganina (ESN). El primer paso en la formacion de la
cadena de carbonos (C18) es la condensacion de la L-serina con palmitoil-CoA, reaccion
catalizada por la serina palmitoil transferasa, produciendo 3-cetoesfinganina. La formacion
de la esfinganina requiere de la actividad de la 3-cetoesfinganina reductasa, dependiente
de NADPH, una vez formada la esfinganina sirve de sustrato para la sintesis de ceramida

por condensacion con un acido graso (Hannun et al., 2001).
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Figura 7. Ruta de la biosintesis de esfingolipidos en plantas.

D. Efectos de las bases esfingoideas en hongos.

Ademas de su funciébn como precursores de esfingolipidos complejos, las bases
esfingoideas tienen funciones importantes como moléculas sefializadoras en distintos
procesos del desarrollo, la diferenciacion y la respuesta a condiciones ambientales.

En S. cerevisiae, las bases esfingoideas se requieren en la respuesta al estrés por
calor (Hannun et al 2001). Cuando células de levadura son tratadas con ESN producen
grandes cantidades de trehalosa (termoprotector) por la activacion del gen TPS2, que
codifica para una subunidad de trehalosa sintasa. Estos datos apoyan que los
esfingolipidos actian como sefales indicadoras de estrés por calor, ya que sus niveles se
modifican después de que las células son sometidas a un cambio de temperatura (37-
39°C, condiciones de estrés). Ademas, los niveles de ESN y PSN se elevan en las células
cuando la temperatura se incrementa de 24 a 39 °C, pero no en respuesta a otros tipos de

estrés osmotico o cambios de pH (Dickson et al., 1997).
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En Aspergillus nidulans la PSN y ESN inducen la muerte celular irreversible, tipo
apoptosis (Marmeneo et al., 2008; Cheng et al., 2003). En Neurospora crasa los efectos
producidos por la PSN son una alta reduccion en la viabilidad de las esporas y deterioro
en su germinacion, condensacion y fragmentacion del DNA, ademas de la produccion de
especies reactivas de oxigeno en células tratadas con PSN, lo cual sugiere que la

presencia de PSN provoca una muerte celular del tipo apoptosis (Castro et al.,2008).

E. Efecto de la fumonisina B1 en los niveles de bases esfingoideas en células
vegetales.

La similitud estructural de las fumonisinas y las bases esfingoideas llevd a pensar
que estas toxinas interfieren en el metabolismo de esfingolipidos, se demostré que en
células animales (cultivos de hepatocitos de ratas) la FB1 es un potente inhibidor de la
enzima que cataliza la acilacion de esfinganina en la biosintesis de novo de los
esfingolipidos y la reutilizacion de esfingosina derivada del recambio de esfingolipidos
complejos (Wang et al., 1991).

El mecanismo de accién molecular de la FB1 incide directamente en la biosintesis
de novo de los esfingolipidos, la FB1 inhibe a la enzima esfinganina N-aciltranferasa
debido a la semejanza de su estructura quimica con la esfinganina, esto trae como
consecuencia la inhibicion de la biosintesis de esfingolipidos complejos a partir de la
ceramida y la acumulacién de las bases esfingoideas libres (Wang et al., 1991). Este
efecto parece ser el modo de accion principal de la toxina y el responsable de los
diferentes efectos toxicos que se han presentado en células animales.

En plantas también se ha encontrado este efecto pues la FB1 es capaz de provocar
acumulacién de bases esfingoideas en diversas especies vegetales como Arabidopsis,
jitomate y Lemna, ademas de inducir fotoblanqueo y pérdida de solutos en varios tejidos
(Abbas et al., 1994). Este efecto es particularmente importante en maiz pues es el
principal hospedero de F. verticillioides. En ejes embrionarios de maiz en germinacion
expuestos a FB1 10 uM, ocurre un incremento en la concentracion de fitoesfingosina a las
12 horas, teniendo su méaxima acumulaciébn a las 36 horas y manteniéndose en
concentraciones elevadas hasta las 60 horas, en contraste, la esfinganina comenzé a
acumularse de igual manera a las 12 horas, obteniendo el maximo de acumulacién a las
24 horas y disminuyendo a tiempos posteriores, aunque siempre manteniéndose por arriba
del control (Fig.8, Rivas-San Vicente, 2001).
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Figura 8. Efecto de FB1 (10 uM) en los niveles de fitoesfingosina. (A) y esfinganina (B)
(pmoles/mg de tejido) en ejes embrionarios de maiz durante la germinacion. (Rivas San Vicente,
2001)
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ll. HIPOTESIS.

En la interaccion Fusarium verticillioides-maiz, la fumonisina Bl provoca
acumulacion de bases esfingoideas y muerte de las células vegetales por lo que el hongo
estara expuesto a estos compuestos que afectaran su desarrollo y la biosintesis de

fumonisina B1.

IV. OBJETIVOS.

- OBJETIVO GENERAL.

Conocer y determinar el efecto de las bases esfingoideas en el desarrollo de

Fusarium verticillioides y la produccién de fumonisina B1.

- OBJETIVOS PARTICULARES

- Estudiar el efecto de las bases esfingoideas en el crecimiento y desarrollo de
Fusarium verticillioides.

- Estudiar el efecto de las bases esfingoideas en la sintesis de fumonisina B1 en
Fusarium verticillioides.

- Estudiar el efecto de las bases esfingoideas en la expresion de genes involucrados

en la sintesis de fumonisina B1 en Fusarium verticillioides.
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V. MATERIALES Y METODOS

A. Preparacion de las soluciones stock de bases esfingoideas.

Las bases esfinogoideas (esfinganina y fitoesfingosina, Sigma) se disolvieron en
etanol absoluto para preparar una solucion 50 mM de cada una. La solucion se almaceno
a -20°C y antes de usarla se sonic6 por cinco minutos para facilitar la disolucion. De la
solucion anterior se tomaron los volumenes indicados en la tabla 3 para diluir en 10 mL de

medio de cultivo y obtener las concentraciones de 5, 10y 40 uM.

Tabla 3: Preparacion de medio de cultivo (10 mL) suplementado con las bases esfingoideas a
partir de una solucién 50 mM.

Base esfinogidea | Volumen de | % etanol
[uM] sol. stock (vol/vol)
(50 mM)
[uL]
5 1.0 0.01
10 2.0 0.02
40 8.0 0.08*

En todos los experimentos se utiliz6 como control de solvente el que correspondié a

la concentracion més alta de etanol (0.08% v/v).

B. Preparaciéon del medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA)
Para la preparacion de 10 mL de medio de cultivo se pesaron:

- 0.125 g de PDB (Potato dextrose broth, Sigma).

- 0.12 g de Agar (Invitrogen).

Se mezclaron con 10 ml de agua desionizada, y se esterilizaron en autoclave. (20
min, 1.2Kg/cm? y 120 °C). El medio se dej6 enfriar a = 45 °C y se vaci6 en una caja Petri
estéril que contenia la base esfingoidea correspondiente, se agitdé para homogeneizar con
movimientos circulares y se dejo solidificar en la campana. Una vez que se solidifico el
medio de cultivo, se sembro6 de inmediato con la suspension de esporas como se describe

mas adelante.
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C. Preparacion del medio de cultivo GYAM (Bojja et al., 2004).

Este medio se utiliz6 para estudiar la produccién de fumonisina. Se hizo una
solucion stock 10X de todas las sales. (Ver tabla 4). Para preparar 100 ml de medio GYAM
se pesaron 2.16 g de glucosa y 0.05 g de extracto de levadura y se disolvieron en 20 ml de
agua desionizada, una vez disueltas, se agregaron 10 ml de la solucién stock de sales y
70 ml de agua. Esta mezcla se esterilizé en autoclave (20 min, 1.2 Kg/cm2 y 120 °C). Una
vez esteéril, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 20 ml de la solucion de
asparagina 40 mM la cual se prepara por separado y se esteriliza por filtracibn (membrana

Millipore, 0.22 um). La composicion del medio GYAM se presenta en la tabla 4.

Tabla 4. Composicion del medio liquido GYAM

Compuesto Concentracion final en
el medio
Glucosa 0.12 M
Acido mélico 50 mM
L- Asparagina 8 mM
*Cloruro de sodio 1.7 mM
*Fosfato dibasico de potasio 4.4 mM
*Sulfato de magnesio 2.0 mM
*Cloruro de calcio 8.8 mM
*Extracto de levadura 0.05%

*Sales que primero fueron disueltas en un stock 10x.

D. Preparacién del in6culo.

Se utilizaron cultivos de 10 dias de la cepa MY3 de F. verticillioides (Sanchez-
Rangel et al., 2005). A cada cultivo (3 cajas petri) se le adicionaron 10 ml de agua estéril y
se agitd por una hora a temperatura ambiente. La suspension de esporas se recolecto en
tubos ependorf estériles de 2 ml, los cuales se centrifugaron a 13400 rpm por 20 min, se
eliminé el sobrenadante retirdndolo con cuidado con una micropipeta y el botén se
resuspendié en 500 ul de agua estéril desionizada. Se juntaron todas las suspensiones de

conidias en un tubo estéril de 2 ml, para homogenizar la suspension.
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De la suspension anterior se tomo una alicuota con una micropipeta y se colocé en
la cAmara de Neubauer (Fig. 9), la cual se mont6 en el microscopio éptico y se observo
usando el objetivo 40X. Se contaron las conidias en los cuatro cuadrantes de las esquinas
y se calculd la concentracion de conidias en la suspension utilizando la siguiente férmula:
Donde:

C,,C,,C,yC, , son los cuadrantes.

X , es el valor promedio de conidias .

F.D, es el factor de dilucién.

(cl+c2+c3+c4j_x
; =

(X)1x10* con/ml F.D) = No.conidias / 1ml
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Figura 9: Esquema de la camara de Neubauer utilizada para la cuantificacion de conidias de F.
verticillioides.

Con este dato, se calcul6 el volumen que se debe de agregar como inéculo para los

distintos experimentos.

E. Medicién del crecimiento radial de las colonias.
Para estos experimentos, las cajas con medio PDA suplementadas con las bases

esfingoideas o con el solvente etanol se inocularon en el centro de ésta con 5 X 10*
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conidias y se incubaron a temperatura ambiente bajo luz fluorescente con un fotoperiodo
de 12 h. A partir de las 72 horas de incubacién, que es cuando se observa un desarrollo
significativo de la colonia, se determind el diametro de ésta y se registré. Esta medicion se

repitid por 6 dias mas.

F. Métodos espectrofotométricos.

Para evaluar el desarrollo del hongo creciendo en presencia de las bases
esfinogideas, se determinaron el nimero de conidias por turbidez (Asoo) Y la cantidad de
pigmento producido (As70). Después de 8 dias de incubacién, a cada una de las cajas del
ensayo de crecimiento radial se le adicionaron 8 ml de agua desionizada. Después se
incubaron con agitacion por una hora. Al finalizar la incubacion se tomaron 2 ml, los cuales
se transfirieron a tubos eppendorf que se centrifugaron por 5 min a 13,400 rpm.

El sobrenadante se transfirid6 a una celda de plastico y se midi6 su absorbancia a
470 nm. Esta longitud de onda se habia determinado mediante un barrido de longitud de
onda (Ass0-A790, Ver Apéndice). El boton se resuspendié en 1 ml de agua desionizada y se
determin6 la absorbancia a 600 nm. Estas determinaciones se hicieron en un

espectrofotdometro marca Shimadzu, modelo UV160U.

G. Determinacion del porcentaje de germinacion.

Para este experimento se utilizaron tubos eppendorf de 2 ml estériles, a los cuales
se les agregdé 0.9 ml de medio GYAM. La primera serie de 5 tubos se inocul6 con 1x10°
conidias en aproximadamente 100 ul, mientras la segunda serie se inoculé con 5x10°
conidias en aproximadamente 100 ul. Cada serie de tubos se marcé con las siguientes

claves (Tabla 5), y se afiadio el volumen indicado de etanol o PSN.
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Tabla 5: Claves y volumenes de las muestras utilizadas.

Clave Muestra Volumen a agregar
C Control
E Etanol 8 ul etanol 10%
40 PSN | 40 uM PSN 8 ul PSN 5 mM
10 PSN | 10 uM PSN 2 ul PSN5mM
5 PSN 5 uM PSN 1 ul PSN 5 mM

Los tubos se agitaron e incubaron a temperatura ambiente toda la noche con ciclos
de 12 horas de luz fluorescente. Se tomaron alicuotas de la suspension de esporas de
cada tubo y se hizo una preparacion en fresco tifiéndolas con azul de lactofenol (Fluka) y
se observaron al microscopio para analizar la germinacion de las conidias. Se tomaron
fotografias de 40 campos representativos que tuvieran al menos 5 conidias y se analizaron
posteriormente con el programa Adobe PhotoDeluxe V. 4.0, se contaron el nimero de
conidias totales y el numero de conidias germinadas para determinar el porcentaje de

germinacion.

H. Cuantificacién de FB1 a partir del medio de cultivo GYAM.

Para la cuantificacion de FB1 se utilizd una técnica de cromatografia en capa fina.
La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa uniforme, de un
adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte. La fase mévil es un liquido
menos polar que la fase estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen
por la fase estacionaria con mayor velocidad seran los menos polares.

Esta técnica fue aplicada para el andlisis preliminar de fumonisinas ya que su limite
de deteccion oscila entre los 500 ug/g de muestra. Esta técnica semicuantitativa nos
permitio estimar la cantidad de fumonisina producida. Después de distintos tiempos de
incubacion, se colectdé el medio de cultivo y se tomaron 20 ul que se aplican en una
cromatoplaca de silica gel (Sigma-Aldrich) de 7 cm de alto y 5 cm de ancho, las muestras
se aplican en una linea a 0.5 cm del borde inferior de la placa, se dejo secar unos minutos

y después esta se corrié utilizando como fase movil una mezcla de acetato de etilo: 4cido
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acético: agua, 6:3:1(v/v/v). La placa se dej6 en la cAmara de elucion hasta que el frente de
corrida alcanza 1 cm antes del borde superior. Una vez afuera se dej6é secar en la
campana y se revel6 por aspersién con una solucion de p-anisaldehido en alcohol acido
(ver apéndice).

Después de secarla a temperatura ambiente por unos minutos, se calenté a 120°C
por unos minutos, hasta la aparicion de manchas color purpura. Se calculo el Rf de cada
una de las manchas purpura de las muestras y del estandar. Para su cuantificacion se
realizé una curva patrén de fumonisina con el mismo procedimiento, la curva se digitalizé y
analizé su imagen con el programa Adobe PhotoDeluxe home edition 4.0. Las muestras se

analizaron con el mismo programa y se interpolaron los valores con los de la curva patréon.

I. Cuantificacién de FB1 por HPLC.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia es una técnica de separacion que se
basa en la diferencia de distribucién que existe entre dos componentes de una mezcla en
las fases estacionaria y movil. Asi, cada soluto tendra un tiempo de retencion distinto y
podran analizarse por separado.

La fase mavil es un disolvente puro o una mezcla de disolventes de grado HPLC,
esto implica un 99% o mas de pureza para evitar contaminantes que puedan interferir en
la elucion de la muestra o bien que contengan algunas pequefias particulas que puedan
tapar la columna; por lo que es necesario filtrarlos antes de utilizarlos (Harris, 2001).

Ya que las fumonisinas son compuestos solubles en agua no fluorescentes, debido
a que no absorben la luz ultravioleta ni la visible, es necesario formar un derivado
fluorescente para su deteccién por HPLC. Para esta reaccion se utilizé o-ftaldialdehido
(OPA) como agente derivatizante. Este es el método oficial por la AOAC (Association of
Official Analytical Chemists International AOAC Official Method 2001.4) para la
determinacion de fumonisinas por HPLC. Las fumonisinas de la serie B contienen un
grupo amino libre que reacciona con este agente derivatizante.

Un problema que se tiene con este método es que la intensidad de la fluorescencia
del derivado OPA-FB1 disminuye rapidamente después de llevarse a cabo la reaccion. Sin
embargo, la estabilidad aumenta cuando la reaccibn se hace en presencia de 2-

mercaptoetanol. La reaccion se presenta en la figura 10.
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Figura 10: Reaccion del OPA con una amina primaria en presencia de 2-mercaptoetanol para la
formacién del derivado fluorescente.

Estos derivados fluorescentes se analizaron por HPLC; se separaron por fase
reversa en una columna Pursospher® RP-18 de 15 cm por 4.6 mm y un tamafio de
particula de 5 um y se uso un detector de fluorescencia marca Shimadzu, (modelo
RF.10AXL) con una longitud de onda de excitacién de 335 nm y una longitud de emision
de 440 nm y los datos fueron capturados por un integrador (modelo C-R5A). Para la
separacion isocratica se us6 una bomba marca Shimadzu (modelo LC-10AD). El volumen
de la muestra analizada corresponde a 20 ul por cada inyeccion. La respuesta que se
registro fue el area del pico de interés, el cual se interpoldé en una curva patron, que se

construyo en los intervalos de 62.5 fmol a 250 fmol.

Tabla 6: Concentraciones y volumenes utilizados para la preparacion de la curva patron de FB1.

fmol de FB1]
Muestra OPA ACN:Agua (1:1) Dilucion
en 20 ul
Blanco 50 ul 400 pl 0 1:100
2.5 ul FB1 (50uM] 50 pl 390 pl 62.5 1:100
Sul FB1 (50uM) | 50 ul 390 pl 125 1:100
7.5 ul FB1 (50uM] 50 pl 390 pl 187.5 1:100
10 ul FB1 (50uM)| 50 ul 390 ul 250 1:100

Para la reaccion de derivatizacion se mezcl la muestra con 50 ul de reactivo de
OPA (Apéndice ) y se incubo a temperatura ambiente por 3 minutos. Se afadieron 150ul
de una solucién de acetonitrilo-agua (1:1; v/v) se agito6 en le vortex y se incubd en hielo
hasta la inyeccion. Para la curva estandar se hicieron diluciones 1:100 y para las muestras

problema se probaron diferentes diluciones antes de la inyeccion.
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J. Extraccion de RNA de micelio.

Recoleccion del micelio

El micelio de los cultivos de 7 dias en medio GYAM se recolectd y se filtro utilizando
un colador de poro mediano, despues se lavo con agua-DEPC estéril y se retird el exceso
de agua utilizando papel absorbente estéril. EI micelio se transfirié a tubos Falcon de 15 ml
previamente pesados y se congel6 inmediatamente con N3 liquido y se almaceng a -72°C
hasta la extraccion de RNA.
Extraccion de RNA

En un mortero estéril se congeld el tejido con N; liquido y se pulverizé con el pistilo.

Al polvo congelado se le afiadié 1 ml del reactivo Trizol™

(Invitrogen) y se homogeneizé
perfectamente, la suspension se transfirio a un tubo eppendorf estéril de 2 ml y se dejo
incubando a temperatura ambiente por 2 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se centrifugaron los tubos a 13400rpm durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante se transfirid a un tubo eppendorf limpio y estéril y se le agregaron 200 ulL de
fenol:cloroformo 1:1 (v/v) y se agit6 por 15 segundos en el vortex.

Los tubos se centrifugaron por 10 minutos a 13400 rpm y 4°C, y se separ0 la fase
acuosa, la cual se transfirié a un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml y se le agregaron 500 uL
de isopropanol, se incubo a temperatura ambiente por 10 minutos.

Terminada la incubacion se centrifugaron los tubos a 13400 rpm a 4°C durante 10
minutos, se decantd el sobrenadante y se lavd con 1 ml de etanol al 70% y se centrifugd
nuevamente por 5 minutos bajo las mismas condiciones anteriores. Por ultimo se retir6 el
sobrenadante decantandolo y se dejo secar el boton durante 4 minutos a temperatura
ambiente, al termino de los 4 min se resuspendi6 en 20 ul de H,O-DEPC. Las muestras se

guardaron en tubos eppendorf estériles debidamente etiquetados a -72°C, hasta su uso.
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Caélculo de la concentracion de RNA total.
Se realizd6 una dilucion 1:50 de las muestras en H,O-DEPC se midieron las
absorbancias a 260 y 280 nm. Se estimé la concentracién de los &cidos nucleicos totales

utilizando la siguiente formula:

RNA tot. [ug/ml]=(40ug/ml) (Factor de dilucion)(Azs)

Una vez obtenida la concentracion, se calcul6 el volumen necesario para tener 1ug

de RNA 'y con esto se prepar6 el molde para la retrotranscripcion (RT).

Molde = x ul RNA+y pul H20-DEPC = vol final 4 pl
Ejemplo:
Acidos nucleicos tot. [ug/ml].=(40pg/ml) (50) (0.524) = 1048ug/ml=1.048ug/ul
para tener 1 ug de RNA:
((1pIx1pg)/1.048ug)=0.954pl
Para la reaccion de la RT:
4yl -0.9541=3.056pl de H,O-DEPC
Molde = 0.954uIRNA+ 3.056ul H,O-DEPC

Analisis electroforético del RNA.

Para asegurarnos de la integridad del RNA de nuestras muestras y descartar una
fuente de error, se realizé un analisis electroforético de los RNA moldes antes preparados
utilizando un gel de agarosa al 2% disuelta en 20 ml de TAE-DEPC ,(acetato, Tris 40mM,
EDTA 2mM), agregando bromuro de etidio (0.5 ug/ul) para revelarlo y como amortiguador
de corrida TAE-DEPC (1X). Se aplicaron 4 ul de la solucion de cada uno de los RNA
moldes de las muestras mezclado con 4ul de buffer de carga. El gel se visualizé en un
transiluminador de luz U.V. marca UVP y se documentaron mediante una fotografia
Polariod y por analisis en el equipo de adquisicion y analisis de imagen KodaK Image

Station modelo 400R Pro, utilizando el programa Carestream 5.0.
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K. Reaccion de RT-PCR.

Se le denomina transcriptasa reversa (RT) a la DNA polimerasa dependiente de
RNA, esta enzima utiliza al RNA como molde en lugar del DNA. Al procedimiento que usa
esta enzima se le conoce como transcripcion reversa, porque utilizando un molde de RNA
es posible sintetizar una cadena de DNA.

Para este ensayo se utilizo el kit ImProm 1I™ Reverse Transcriptasa (Promega), y

se realizé una mezcla de reaccidon segun la tabla siguiente:

Tabla 7. Concentraciones y volimenes que se utilizaron para la mezcla de reaccion.

: Concentracion | Volumen para
Reactivo : o
final 1 reaccién

Agua desionizada estéril 6.6ul
Buffer de reaccion 5x 1x aul
ImProm II™ H

MgCl, 25 mM 3mM 2.4ul
dNTP Mix 0.5mM 1ul
Transcriptasa reversa ImProm 1l
”TM H

En un tubo eppendorf de 2 mL se prepard la mezcla de reaccidon segun la tabla
anterior y el niumero de reacciones a realizar, ésta se consevd en un bafio de hielo.
Después, en un tubo eppendorf de 0.5 ml, se agrego 4 ul de RNA molde, y 1 ul de oligo-dT
y se incubd a 70 C por 5 minutos, la reaccion se detuvo en hielo por 5 min y se agregaron
15 ul de la mezcla de reaccion, a cada uno de los tubos, éstos se incubaron a 25C
(temperatura ambiente) por 5 minutos, para que se llevara a cabo el alineamiento del
cebador. Se incubaron a 42 C por una hora para la sintesis de cDNA, al terminar la
extension se inactivd la enzima incubandolos a 70 C por 5 minutos. Los tubos se

almacenaron a -20 C.

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Esta técnica permite amplificar pequefias cantidades de ADN, de manera rapida y
confiable. El método se basa, en la realizacion de tres reacciones sucesivas:
desnaturalizacion, alineamiento y elongacion del DNA, las cuales se llevan a cabo a

distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten ciclicamente entre veinte y cuarenta
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veces. Para esta técnica se utilizé la enzima GoTaq® DNA Polimerasa (Promega), la cual
contiene MgCl, y Buffer de reaccion (Green 5X; Promega), y un termociclador marca
Applied Biosystems, modelo GeneAMP 9700.

Tabla 8: Reactivos y concentraciones utilizadas en la preparacién de la mezcla de reaccion para el
PCR.

[ Concentracién | Volumen para 1
final reaccion
Buffer 5x 1x 4ul
dNTP10mM 0.2 mM 0.4ul
*Oligo Fr 0.3uM 0.3ul
*Oligo Rv 0.3uM 0.3ul
cDNA 1ul 1yl
Taq polimerasa 0.02u 0.25pl
H.O cbp 20ul 13.75pl

*Solucion stock 20uM de oligonucleotido Forward (Fr.) y Reverse (Rv).

A cada tubo de reaccién se le agregaron 19 ul de la mezcla de reacciéon y 1ul de
cDNA y se colocaron en el termociclador. Las condiciones que se utilizaron fueron: un
primer ciclo de desnaturalizacién a 94 C por 5 min, después un ciclo de alineamiento a
56 C y una temperatura de sintesis de 72 C y esto se repitid6 en un rango de 28 a 36
ciclos.

Los productos de amplificacion de los genes se separaron en un gel de agarosa al
2% disuelta en TAE (Acetato, tris 40mM, EDTA 2mM), que contiene bromuro de etidio (0.5
ug/ul) para revelarlo y como amortiguador de corrida TAE (1X). En cada uno de los pozos
del gel se colocaron 10 ul del producto de amplificacion y se visualizaron en un
transiluminador de luz UV marca UVP y se documentaron mediante una fotografia
Polariod y por andlisis en el equipo de adquisicion y andlisis de imagen Kodak image

station modelo 400R Pro utilizando el programa Carestream 5.0.
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L. Cuantificacién de los niveles de los transcritos de los genes FUM1 y FUMS.

Para conocer el tamafio de cada transcrito, buscamos la secuencia completa del
gen en la base de datos de NCBI y una vez obtenida disefiamos la secuencia de cada uno
de los oligonucleétidos para amplificar fragmentos de los genes de interés (Tabla 9).
Teniendo estos datos los comparamos con el tamafio de nuestras bandas para corroborar
su identidad.

Tabla 9:Estructura de los oligonucleétidos usados para la amplificacion de los genes de
Fuml1,Fum8 ,B-tubulina y el tamafio de sus productos.

: : producto | No. :
Gen Oigonucleotido : Referencia
(pb) ciclos

FUM1F: 5-CTTGAACGCGGAGCTAGATTAT-3’
FUM1 354 pb. 34 | Hue et al. 2008.
FUM1R: 5-ATCCGTGTATGCATATGTCGAG-3

FUMB8F: 5-TGAGAAGGATGTTCATGACGCC-3’
FUM8 287 pb 25 | Hue et al. 2008.
FUM8R: 5-TTGGACCCAGCTCTGCCA-3

B- TUBF 5-TGCTCATTTCCAAGATCCGCG-3

233pb 28 |Hue et al. 2008.
tubulina | TUBR 5-GTAGTTGAGGTCACCGTAGGAGG-3

F;oligonucledtido Forward, R;oligonucleétido Reverse.

La imagen se analiz6 por densitometria con el programa Quantity One. Para
determinar el nimero de ciclos adecuado para cada transcrito se realiz6 un barrido de
ciclos, esto con el fin de establecer las condiciones ideales que nos permitieran realizar un

analisis cuantitativo (Apéndice).
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V. RESULTADOS.

A. Efecto de la fitoesfingosina en la produccién de conidias en Fusarium

verticillioides

Para conocer el efecto de la fitoesfingosina sobre la produccion de conidias en F.
verticillioides se realiz6 el conteo de estas en cultivos crecidos por 8 dias en medio PDA a
temperatura ambiente y suplementados con diferentes dosis de esta base esfingoidea. Se
realizé una suspension de conidias y posteriormente una dilucion, la cual se aplicé a la
camara de Neubauer.

La figura 11 muestra el nimero promedio de conidias con los distintos tratamientos.
Sin embargo, es dificil obtener una conclusion sobre el efecto de esta base esfingoidea
pues el control con etanol causo una reduccion de aproximadamente el 30% en el nUmero
de conidias, mismo efecto que mostré la concentracion mas alta de fitoesfingosina (40
uM). Ademas, los datos con las distintas concentraciones de fitoesfingosina mostraron una

gran dispersion.

2000000
1800000
1600000
1400000
1200000 -
1000000 - -
800000
600000 -
400000 -
200000
0 ‘ ‘
Control Etanol PSN5 um PSN1OpUmM PSN4Oum

HH

——
——

Promedio del nimero de conidias

tratamientos

Figura 11:Efecto de dosis crecientes de Fitoesfingosina (PSN) en la produccién de conidias en un
cultivo de F. verticillioides (cepa MY3) a los 8 dias de crecimiento. Se probaron tres
concentraciones de PSN (5, 10 y 40 uM) , un control sin solvente y un control de etanol (0.08%)
que corresponde a la dosis mas alta. (n=3)
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Andlisis espectrofotométrico.

Para evaluar el efecto de la fitoesfingosina sobre el desarrollo del hongo, se
evaluaron dos parametros de crecimiento por técnicas espectrofotomeétricas. Estos fueron
la medicion de la turbidez de la suspension de las conidias (Aspo) Y la produccion de

pigmento (As7o).

Determinacién de la turbidez de la suspensién de conidias.

Observamos en la figura 12 que el valor mas alto de Aqy corresponde a la muestra
con el tratamiento de PSN 5 uM, esto nos indica que se trata de la muestra con mayor
turbidez, que se relaciona con un mayor numero de conidias en suspension. Mientras que
la muestra correspondiente al tratamiento de PSN 40uM, muestra un valor mas bajo de
Aso, aproximadamente una reduccion del 200% con respecto al control de etanol y que

indica una menor concentracion de conidias en la suspension.
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Figura 12. Efecto de dosis crecientes de Fitoesfingosina (PSN) en la produccion de conidias
determinadas por Asgo €n un cultivo de F. verticilliodes (cepa MY3) a los 8 dias de crecimiento. Se
probaron tres concentraciones de PSN (5, 10 y 40 uM) y como control etanol (0.08%).

Como se mencionod en la seccidon de materiales y metodos, la Asq refleja el nimero

de conidias en suspension los resultados muestran que este parametro se ve afectado por
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la presencia de PSN, ya que los valores de Ago que presentan las muestras disminuyen

conforme la concentracion de PSN aumenta.

Determinacion de la produccion de pigmento.
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Figura 13: Efecto de dosis crecientes de Fitoesfingosina (PSN) en la produccién de pigmento rojo
determinado por A4z en un cultivo de F.verticilliodes (cepa MY3) a los 8 dias de crecimiento. Se
probaron tres concentraciones de PSN (5, 10 y 40 uM) y como control etanol (0.08%).

La figura 13 muestra que el solvente etanol caus6 una reduccion en la produccion

de pigmento por lo que no fue posible determinar claramente el efecto de la fitoesfingosina

sobre este parametro. Sin embargo, observamos que la muestra tratada con la

concentracion mayor de PSN (40 uM), presenta una media que corresponde al valor mas

bajo de absorbancia, lo que sugiere un efecto de la PSN sobre la produccién de pigmento

rojo a dosis altas.
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B. Efecto de las bases esfingoideas sobre el crecimiento radial de Fusarium
verticillioides

Efecto de la Fitoesfingosina (PSN)

Figura 14: Efecto de dosis crecientes de fitoesfingosina (PSN) en el crecimiento radial de F.
verticillioides (cepa MY3). Se observa el reverso de las colonias después de 8 dias de crecimiento.
a)Etanol, b)Control, ¢) PSN 40uM, d)PSN 5uM, e)PSN10uM.
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Figura 15: Efecto de dosis crecientes de Fitoesfingosina (PSN) en el crecimiento radial de
F.verticillioides (cepa MY3) en PDA. Se probaron tres concentraciones de PSN (5, 10 y 40 uM) y
como control etanol (0.08%). Las mediciones se realizaron en muestras independientes (n=3).
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Tabla 10: Ecuaciones y pendientes de las rectas que representan el crecimiento radial de F.
verticillioides en presencia de diferentes dosis de PSN.

: Pendiente de la
Tratamiento Ec. recta e
control y = 0.892x+1.86 0.8924
5uM y = 0.872x+2.00 0.8724
10uM y = 0.848x+2.05 0.849
40uM y = 0.566x+2.23 0.566
ETOH y = 0.916x+1.75 0.916

También se determind el efecto de las bases esfingoideas sobre el crecimiento
radial de la colonia de F. verticillioides. Los valores del diametro en los diferentes
tratamientos no presentan una diferencia en los primeros dias, pero a partir del dia 7, se
observa que la dosis de PSN 40 uM afecta de manera significativa el crecimiento de la
colonia, que es aproximadamente un 25% mas pequefia en comparacion al resto de los
tratamientos (Fig. 14 y 15). En este caso, no se observo efecto del solvente puesto que la
tasa de crecimiento radial fue la misma que para el control.

Al calcular el valor de las pendientes de las rectas obtenidas en la Figura 15,
observamos que los dos tratamientos controles y las dos dosis mas bajas de PSN
presentan un comportamiento muy similar (Tabla 10). Las rectas que corresponden a
estos cuatro tratamientos tienen valores muy similares y varian de 0.84 a 0.91, mientras
que la recta correspondiente al tratamiento con PSN 40uM es significativamente diferente
(0.566). Lo anterior nos indica que el tratamiento con PSN a concentraciones altas

presenta un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de F.verticillioides.

Efecto de Esfinganina (ESN).

Cuando se probo el efecto de la ESN se observé un comportamiento muy similar a
lo obtenido con la PSN. Se pueden apreciar diferencias en el crecimiento radial a partir del
cuarto dia, en donde las dosis mas altas de 10 y 40 uM causaron una reduccion en la
velocidad de crecimiento con respecto a su control (Fig. 16 y 17). A los nueve dias la
reduccion del tamafio de las colonias es aproximadamente de un 6% menos con respecto
al control para ESN 10uM y de un 17% para ESN 40 uM (Fig.16).
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Figura 16: Efecto de dosis crecientes de esfinganina (ESN) en el crecimiento radial de F.
verticillioides. Se observa el frente de las colonias después de 9 dias creciendo en PDA 5x .a)
Control, b) ESN 10uM,c)ESN 5uM, d)ESN10uM.
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Figura 17: Efecto de dosis crecientes de Esfinganina (ESN) en el crecimiento radial de F.
verticillioides (cepa MY3) en PDA Se probaron tres concentraciones de ESN (5, 10 y 40 uM) y

como contro

| etanol (0.08%) . Las mediciones fueron realizadas por triplicados independientes.
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Tabla 11: Ecuaciones y pendientes de las rectas que representan el crecimiento radial de
F.verticillioides en presencia de diferentes dosis de ESN.

Tratamiento |EC- Recta Per;;j LZT;E[Z de
control y =0.923x+1.73 0.923
ESN 5uM y = 0.885x+1.62 0.885
ESN 10 uM y = 0.848x+1.63 0.848
ESN 40 uM y =0.712x+1.75 0.712
ETOH y = 1.003x+1.41 1.003

En la figura 17 se observa que cada una de las lineas que corresponden a las dosis
bajas de ESN, el control y el etanol siguen la misma tendencia. Para verificar esto
calculamos las ecuaciones de cada una de las rectas y comparamos sus pendientes, con
estos datos observamos que las pendientes de las rectas que corresponden a estos cuatro
tratamientos tienen valores muy similares y varian de 0.84 a 1.00, mientras que la recta
correspondiente al tratamiento con PSN 40 uM es significativamente diferente (0.712).
Esto nos indica que esta concentracion de ESN tiene un efecto significativo sobre el

crecimiento radial de F. verticillioides.

Efecto de la mezcla de Esfinganina/fitoesfingosina (ESN/PSN)

En la figura 18 podemos apreciar que hay una discreta disminucion de
aproximadamente el 9% en los valores del diametro en la muestra que corresponde a la
concentracion mayor de la mezcla de las bases, lo cual concuerda con los ensayos
anteriores, sin embargo, también podemos observar que la mezcla no tiene un efecto
sinérgico, pues la severidad en la disminucién del diametro es menor que la disminucién
que se observa con cada una de las bases por separado, para PSN la disminucion es del

25%, para ESN es dell7% y para la mezcla solo es del 9% aproximadamente.
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Figura 18: Efecto de dosis crecientes de la mezcla Fitoesfinosina/ Esfinganina (ESN) en el
crecimiento radial de F. verticillioides (cepa MY3) en PDA. Se probaron tres concentraciones de la

mezcla PSN/ESN (5, 10 y 40 uM) y como control etanol (0.08%)

Tabla 12: Ecuaciones y pendientes de las rectas que representan el crecimiento radial de
F.verticillioides en presencia de diferentes dosis de la mezcla PSN/ESN.

: Pendiente de
Tratamiento Ec.Recta [y
control y = 0.937x-0.21 0.937
PSN/ESN 5 y = 1.04x-0.40 1.04
PSN /ESN10 y =1.017x-0.3 1.017
PSN/ESN 40 y = 0.87x-0.15 0.87
ETOH y = 1.087x-0.64 1.087

En la figura 18 se observa que cada una de las lineas que corresponden a las dosis

bajas de la mezcla de bases (5y 10 uM) y el etanol, muestran una tendencia muy similar,

esto lo podemos corroborar al observar los valores de sus pendientes (tablal2). También

observamos en este caso que las lineas que corresponden a la concentraciéon mas alta de

la mezcla y al control muestran una tendencia diferente al resto de las otras

concentraciones ya que presentan valores menores de didmetro de la colonia. Sin

embargo, el valor de la pendiente que corresponde a la mayor concentracion de la mezcla

es menor que el valor de la pendiente correspondiente al control, por lo que esta

informacién nos sugiere que la concentracion mayor de la mezcla de bases (40 uM)
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produce un efecto en el crecimiento de la colonia que se refleja como una disminucién en
el diametro, aunque este efecto no es de la misma intensidad que el efecto que tienen las

bases por separado.

C. Efecto de las bases esfingoideas sobre la germinacion de conidias de Fusarium
verticillioides.

Para evaluar el efecto de las bases esfingoideas en la germinacién de las conidias,
se realizd un curso temporal de la germinacion en agua y en medio GYAM con la finalidad
de seleccionar el mejor tiempo para observar diferencias entre los tratamientos. El medio
GYAM es un medio 6ptimo para la germinacion de las conidias y produccion de
fumonisina FB1. Las observaciones se hicieron con un microscopio Optico usando el

objetivo 40X y la adquisicidon de las imagenes se realizé con la cAmara moticam.

§i L3 3 : ]
T 400x ik 400x L]

0 horas 21 horas 41 horas
Figura 19: Curso temporal de germinacion de conidias de F.verticillioides en agua.

400x

0 horas 9 horas 24 horas

Figura 20:Curso temporal de germinacion de conidias de F.verticillioides en medio GYAM.

Observamos que el tiempo de germinacion en agua es mayor que el tiempo

requerido en medio GYAM, pues aun después de 41 h de incubacién habia muy pocas
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esporas germinadas en agua (Fig.19). En contraste, en el medio GYAM se observo una
alta tasa de germinacion desde las 24 h (Fig.20). Por lo que se decidi6é evaluar los efectos
de la ESN y PSN a las 24 y 42 h de germinacion.

Ensayo 1y 2 : 42 horas de germinacion en agua en presencia de fitoesfingosina

0 horas 21 horas 42 horas

Control

Etanol

PSN 40uM

ESN 40puM

Figura 21: Efecto de la fitoesfingosina (40 uM) y de la esfinganina (40 uM) alas 21y 42 horas de
germinacion de conidias de F. verticillioides en agua.

Observamos en la figura 21 los cambios morfol6gicos que ocurren en los controles
y el tratamiento. A las 21 horas aparecen los primeros cambios en la forma de las conidias
ya que estas comienzan a elongarse y de manera aleatoria observamos la aparicion del
tubo germinativo. A las 42 horas los cambios morfolégicos en las conidias son evidentes,
ya que se observa la presencia de conidias totalmente germinadas y el inicio de la

formacion de hifas y micelio en los dos controles (etanol y control), mientras que en las
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muestras tratadas con las bases se observan pocas conidias germinadas, ademas
podemos ver que la longitud del tubo germinativo es menor comparada a las de los
controles para ambos casos. Sin embargo, el efecto que se observa en las muestras
tratadas con ESN es mayor con respecto a la PSN tanto en la reduccion de la longitud de

los tubos como en la disminucién en el nimero de conidias germinadas.

Ensayo 3: Germinacion en medio GYAM en presencia de fitoesfingosina 40uM

0 horas 24 horas

Control

Etanol

PSN 40 pM

Figura 22:Efecto de la Fitoesfingosina 40 uM en la germinacion de conidias de F.verticillioides
(MY3) alas 24 horas de incubacion en medio GYAM.

En la figura 22 se presentan fotografias representativas donde se puede observar la
diferencia que existe en el nimero de conidias germinadas y la longitud del tubo
germinativo entre los controles y el tratamiento con PSN. Podemos observar que ocurren

dos efectos en presencia de la fitoesfingosina, el primero que se observa es la reduccién
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del nimero de conidias germinadas en presencia de PSN, y el otro efecto significativo es
la reduccion en el tamafio del tubo germinativo.

Ensayo 4: Germinacion en medio GYAM en presencia de esfinganina 40uM.

0 horas 24 horas

Control

Etanol

ESN 40uM

Figura 23. Efecto de la Esfinganina 40 uM en la germinacion de conidias de F. verticilliodes (MY3)
a las 24 horas de incubacion en medio GYAM.

Al igual que en el ensayo anterior, se observa que ocurren dos efectos en presencia
de la ESN 40uM; el primero es la reduccién del numero de conidias germinadas y el
segundo es la reduccién en el tamafio del tubo germinativo, las cuales se puede observar
al comparar los controles con el tratamiento (Fig. 23).

Al comparar los ensayos podemos apreciar que se presenta el mismo efecto con
ambas bases tanto en el medio GYAM como en el agua, donde se aprecia la reduccion del
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namero de conidias germinadas y la reduccion de la longitud del tubo germinativo.
Comparando los efectos que producen las bases esfingoideas observamos que el efecto
que se presenta en las muestras tratadas con esfinganina es mas notorio que el que se

presenta con fitoesfingosina a la misma concentracion.

D. Cuantificacion de FB1 por Cromatografia de capa fina (TLC).

Se realizé una evaluaciéon preliminar de la produccién y secrecion de FB1, por
cromatografia en capa fina a partir de los medios de cultivo liquido donde se crecio el
hongo por diferentes periodos de tiempo. Lo anterior se realizé para establecer el
tiempo(s) 6ptimo(s) de incubacién y saber si los niveles de FB1 podrian ser detectados por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC). Se ha reportado que este método
tiene un limite de deteccion de hasta 500 ug de FB1l/gramo de sustrato y la presencia de
la toxina se observa como una mancha color parpura cuando se revela con una solucion

de p-anisaldehido.

Cromatografia en capa fina de extractos de medio GYAM de 15 y 7 dias de
incubacion.

Se utiliz6 como estandar una solucion de fumonisina B1 (1mM), de la cual se
aplicaron volumenes variables y mostré un Rf promedio de 0.20 cm. Se observaron
manchas de color purpura que migraron con un Rf cercano al del estandar en los extractos
de los cultivos con 5y 7 dias de incubacién (Fig 24). La intensidad de las manchas que se
observaron es directamente proporcional a la concentracion de FB1 presente en la

muestra.
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Figura 24: Analisis por cromatografia en capa fina de FB1 producida por F. verticillioides (cepa
MY 3) a tres tiempos de incubacion diferentes. Esta cromatoplaca se prepar6 aplicando 20 ul de las
muestra disueltas en 100 ul de ACN:H,O 70:30 y se revel6 por aspersién de p-anisaldehido en
alcohol acido.

La FB1 se detectd a partir de los 5 dias de cultivo y la cantidad producida se
incrementod a lo largo del tiempo, pues la mancha fue mas intensa a los 7 dias, con esto
establecimos que para la cuantificacion de FB1 por HPLC podiamos utilizar muestras de 5
a 7 dias. Para estimar la concentracion producida de FB1 a estos tiempos, se realiz6 una
curva patrén en un rango de 2 a 16 nmoles (Fig. 25). Una vez revelada la placa, se analiz

por densitometria y se grafico los valores contra la cantidad de FB1 (Fig.26).
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Figura 25: Cromatoplaca de la Curva patron de FB1. En la cromatoplaca se aplicé cantidades
variables de FB1 y los extractos de las muestras de 3, 5y 7 dias de cultivo de F. verticillioides.
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Figura 26. Curva patrén de FB1. Esta grafica se realizé calculando el area en pixeles de las
manchas correspondientes a las diferentes concentraciones del estandar de FB1, ( curva patrén) y
de igual forma a las manchas correspondientes a las muestras.
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Al graficar los resultados de la curva patron, podemos estimar los niveles de FB1
producidos por las muestras utilizando la ecuacion de la recta, solo se pudo estimar el
valor de la muestra de 5 dias que fue de 5 nmoles de FB1, debido a que la muestra de 7

dias presenta una mancha de forma iregular que no pudo ser integrada.

E. Efecto de las bases esfingoideas en la producciéon de fumonisina B1.

El analisis cuantitativo de los niveles de FB1 producidos por F. verticillioides se
realizé por cromatografia de liquidos de alta eficiencia, de los derivados fluorescentes de
o-ftaldaldehido (OPA) de la FB1. Para este ensayo se utilizé una solucion estandar de FB1
(1 mM) de la cual se hicieron las diluciones necesarias para elaborar curvas de calibracion
en el rango de 166 a 1333 fmol y de 62.5 a 200 fmol (Apéndice). Se hicieron algunos
ajustes bajo las condiciones de flujo y fase movil de tal manera que el derivado
fluorescente de FB1 tuvo un tiempo de retencion alrededor de 7.5 min (Fig. 27). Asimismo,
se verifico que al inyectar FB1 en ausencia de OPA no se observara ningun pico y lo
mismo se realizd con la fase movil. Los extractos se eluyeron de tal forma que los niveles

obtenidos se ajustaran a la curva patron.
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Figura 27:Ejemplo de los cromatogramas obtenidos de la inyeccidn de cantidades crecientes de

FB1. donde, a: Blanco, b:62.5 fmol, ¢:125 fmol,d:187.5 fmol, d:250 fmol, las flechas sefialan el pico

que corresponde a FB1, con un tiempo de retencién de 7.1-7.8 min.

53



ElLds
=]
1

L

B

L

IT. %95

v/ [t
_ "‘: 1
\i \
hh s | | E
VTR

Figura 28. Ejemplo de los cromatogramas obtenidos en el analisis de Fumonisina B1 por HPLC en
fase reversa. a: Cromatograma correspondiente a un estdndar de FB1 (187.5 fmol). b:
Cromatograma del medio de cultivo de F. verticillioides crecido en presencia de PSN por 2 dias. c:
Cromatograma del medio de cultivo de F. verticillioides crecido en presencia de ESN por 2 dias. La
flecha indica el pico correspondiente a FB1.
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Efecto de la Fitoesfingosina en la produccién de FB1 por Fusarium verticillioides.

Para este ensayo se utilizaron cultivos de F. verticillioides en medio GYAM de 8y 9
dias de incubacién, a los cuales se les agregé PSN (40 uM) al 6° dia y se cosecho el

micelio y el medio de cultivo dos y tres dias después.
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2 dias 3 dias

Tiempo de incubacion en presencia de PSN

Figura 29. Niveles de FB1 producida por F. verticillioides (cepa MY3) crecido en ausencia y

presencia de PSN 40 uM por dos y tres dias. Las determinaciones se realizaron por triplicado de
muestras independientes.

En la figura 29 se observa que los niveles de FB1 producidos en ausencia de PSN
no variaron entre los 2 y 3 dias. Se observé una disminucion en los niveles de FB1
detectados en las muestras tratadas con PSN y para el tiempo de 2 dias esta reduccion
fue de aproximadamente el 84% con respecto al control. Si bien el valor de la media a los
tres dias fue menor que el control, la dispersion de los datos fue muy grande para obtener
una conclusion vélida.

55



Efecto de la Esfinganina en la produccion de FB1 por Fusarium verticillioides

Para este ensayo se utilizaron cultivos de F. verticillioides en medio GYAM, a los
cuales se les agreg6 esfinganina (40 uM) al 6 dia, se cosecharon el micelio y el medio de
cultivo dos y tres dias después de la adicion de la base. Los resultados obtenidos se

observan en la Figura 30 donde se muestran los resultados a los 2 y 3 dias de exposicion

con la base.
2500
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Figura 30: Niveles de FB1 producida por F. verticillioides (cepa MY3) crecido en ausencia y

presencia de ESN 40 uM por dos y tres dias. Las determinaciones se realizaron por triplicado de
muestras independientes.

También en estas condiciones se observé una reduccién importante (88%) en los niveles
de FB1 cuando se hizo la incubacién con ESN a los dos dias. Los resultados de este

experimento mostraron una desviacion muy grande, especialmente a los tres dias.
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Efecto de la mezcla de Fitoesfingosina/Esfinganina en la produccion de FB1 por F.
verticillioides.

Para este ensayo se utilizaron cultivos de F. verticillioides en medio GYAM a los
cuales se les agregé la mezcla esfinganina (20 uM) + fitoesfingosina (20 pM) al 6" dia, dos
y tres dias después se cosecharon el micelio y el medio de cultivo. Los resultados
obtenidos de FB1 a los 2 y 3 dias de exposicidn a la mezcla ( fig. 31).
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Figura 31: Niveles de FB1 producida por F. verticillioides (cepa MY3) crecido en ausencia y

presencia de la mezca PSN/ESN (40 uM) por dos y tres dias. Las determinaciones se realizaron
por triplicado de muestras independientes.

Nuevamente, el efecto de las bases esfingoideas fue mas claro a los dos dias y se
observo una reduccion del 65% en los niveles de FB1 cuando se incubd el hongo en
presencia de la mezcla PSN/ESN. A los tres dias se observaron diferencias en los valores

de la media pero no fueron significativos debido a la dispersidén de los datos.
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F. Efecto de las bases esfingoideas sobre la expresion de genes de la biosintesis de

fumonisinas.

Cuantificacion de los niveles de transcritos de los genes FUM1 y FUM8 por RT-PCR.

Para asociar los cambios que ocurren por la presencia de las bases esfingoideas en
los niveles de produccion de FB1, se cuantificaron los niveles de transcritos de dos genes
esenciales para la biosintesis de FB1 el gen FUM1 y el gen FUMS8. El gen FUM1, codifica
para una proteina con actividad de policétido sintasa (PKS). EI gen FUM8, codifica para la
enzima que condensa la L-alanina con el policétido.

Estos ensayos se realizaron a partir de muestras de RNA total obtenido del micelio
del hongo incubado por 2 y 3 dias con la base esfingoidea respectiva, como se describio
en los experimentos de produccion de FB1. Se utilizé el transcrito de tubulina (TUB) como

control de cargado, ya que este gen se expresa constitutivamente.

Efecto de la fitoesfingosina en los niveles de transcritos de FUM 1y FUM 8.

Control PSN Control PSN
2 dias 3 dias

FUM1

FUMS

TUB

Figura 32: Niveles de transcrito de los genes FUM1 y FUM 8 en muestras de 2 y 3 dias en
presencia de PSN 40 uM determinados por RT-PCR a partir de RNA total.

La cuantificacion de los niveles de transcrito se logré mediante la densitometria de
cada una de las bandas y la normalizacion de éstas mediante el control de cargado. Los

resultados obtenidos se reportaron como la relacion con respecto a su control (Fig. 33).
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Figura 33: Niveles de expresion de los transcritos de los genes FUM1 y FUM8, de muestras de 2
y 3 dias en presencia de PSN 40 uM, los resultados se expresan en veces respecto a su control.

Se puede apreciar que los niveles de expresion de ambos transcritos, FUM1 y

FUM8 en las muestras que corresponden a 2 dias de incubacion con PSN, son mucho

menores que el control respectivo. Esta reduccion es aproximadamente 8 veces con

respecto a los niveles detectados en el control. Sin embargo, a 3 dias de incubacién con

PSN, los niveles de ambos transcritos, FUM 1 y FUM 8, aumentaron discretamente (50 a

60%) respecto a las muestras no tratadas. Estos datos concuerdan con los resultados de

la cuantificacién de FB1 por HPLC, ya que cuando se cuantifican los niveles producidos en

presencia de PSN se observa que en muestras de 2 dias los niveles de FB1 son menores

respecto al control.
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Efecto de la esfinganina en los niveles de transcritos de FUM 1y FUM 8.

También la esfinganina provoco una reduccion en los niveles de transcrito de los
genes FUM8 y FUML1 a los 2 dias de incubacion (Fig. 34). A los 3 dias las diferencias en
los niveles del transcrito FUM1 ya no fueron tan claras, pero el nivel del transcrito de
FUMS8 decrecié de manera importante (Fig. 35). Esta observacion se reflej6 cuando se
hizo la cuantificacién por densitometria (Fig. 36), que refleja un decremento del 50 al 90%
en los niveles del transcrito FUM8 y una reduccion del 80% en los niveles del transcrito
FUML1 a los 2 dias. - + - + - + ESN

FUM 1

TUB

Figura 34: Niveles de expresién de los genes FUM 1y FUM 8 en muestras de 2 dias de
incubacion en presencia de ESN 40 pM.

- + - + - + ESN

FUM 1

FUM 8

TUB

Figura 35:Niveles de expresién de los genes FUM 1 y FUM 8 en muestras de 3 dias de incubacion
en presencia de ESN 40 uM.
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Figura 36: Niveles de expresioén de los transcritos de FUM1 y FUMS8, de muestras de 2 y 3 dias en

presencia de ESN 40 uM.
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Ensayo 3: Expresion de los transcritos de FUM1 y FUM8 en muestras de 2 y 3 dias

de incubacién en presencia de la mezcla de Fitoesfingosina/Esfinganina (PSN/ESN).

Para este ensayo se utilizé6 una mezcla de PSN 50uM y ESN 50 uM para tener una

concentracion final de 100uM.

_ + i + PSN /ESN

2 2 3 3 Tiempo
FUM1
FUMS
TUB

Figura 37: Niveles de expresion de los genes FUM 1y FUM 8 en muestras de 2 y 3 dias de
incubacion en presencia de una mezcla de PSN/ ESN 100uM.

En la figura 37 se observa que la mezcla de las bases afecta la expresion de los
transcritos de FUM 1 a los 2 tiempos de incubacion, ya que la intensidad de las bandas se
ve disminuida, mientras que para los transcritos de FUM 8 parece solo afectar su
expresion a los 3 dias de incubacién en presencia de la mezcla. Para cuantificar los
efectos que se provocan en la expresion de los transcritos se realizo la densitometria de
cada una de las bandas y la normalizacion de estas utilizando el control de cargado. Los
resultados se reportan en veces con relacion al control (Fig. 38)

En la grafica podemos observar el efecto que tiene la mezcla de las bases
esfingoideas en la expresion de FUM 1y FUM 8, donde se ve que los niveles de expresion
alcanzados a los 2 y 3 dias de incubacién con la mezcla son alrededor de un 20%

menores que los niveles detectados en los controles.
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Lo anterior concuerda con los niveles de FB1 detectados por HPLC en presencia de
la mezcla de las bases ya que en ese ensayo observamos que los porcentajes de
disminucion de los niveles de FB1 para ambos tiempos son muy cercanos entre las
muestras, este mismo efecto lo observamos en la grafica de arriba, donde vemos que los

niveles de expresion de ambos transcritos a los dos tiempos son casi iguales.
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Figura 38: Niveles de expresion de los transcritos de FUM8 y FUM 1, de muestras de 2 y 3 dias
en presencia de ESN 40 uM.
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VII. DISCUSION.

Efecto de las bases esfingoideas fitoesfingosina y esfinganina en el crecimiento y
desarrollo de Fusarium verticillioides.

Los esfingolipidos son considerados biomoléculas con importantes implicaciones en
el reconocimiento y comunicacién celular, asi como en la regulacién del crecimiento y
otros procesos relacionados con la patogénesis. Se ha demostrado que la esfingosina
(ESN ) es una molécula altamente bioactiva en mamiferos, que se puede difundir a través
de las membranas celulares muy facilmente, lo cual le permite tener efectos en diferentes
compartimentos celulares aunque no se han caracterizado sus funciones, mientras la
fitoesfingosina (PSN) se encuentra de manera abundante en plantas y levaduras. La PSN
en Saccharomyces cerevisiae desarrolla un papel muy importante en la respuesta al
estrés por calor (Hannun et al., 2001). Se ha demostrado que la PSN y la ESN (4pg/ml)
tienen un efecto antifingico sobre Aspergillus niger (Mormeneo et al., 2008), induciendo el
proceso de muerte celular irreversible (Cheng et al., 2003).

En este estudio evaluamos los efectos producidos por las bases esfingoideas
(fitoesfingosina y esfinganina) sobre el desarrollo de F. verticillioides. Nuestros resultados
indican en general que la fitoesfingosina (PSN) tiene un efecto discreto sobre el desarrollo
de F. verticillioides, mientras esfinganina (ESN) presenta un mayor efecto sobre éste, lo
anterior se ve reflejado en la disminucion del nimero de conidias producidas, en la
disminucion del crecimiento radial y en la disminuciéon en la geminacion de sus conidias
en presencia de diferentes concentraciones de bases esfingoideas.

Se observo que la fitoesfingosina provoco una disminucion en la produccion de
conidias, esto se determind por cuenta directa, sin embargo, es dificil obtener una
conclusion sobre el efecto de esta base esfingoidea pues el control con etanol causé una
reduccién de aproximadamente el 30% en el nimero de conidias, mismo efecto que
mostrd la concentracion mas alta de fitoesfingosina (40 uM). Ademas, los datos con las
distintas concentraciones de fitoesfingosina mostraron una gran dispersion. También se
utilizé un método indirecto donde se midié la turbidez de la suspension de conidias y la
produccién de pigmento rojo espectrofotométricamente, con el fin de relacionar estos

resultados con los niveles de biomasa producidos, sin embargo, a pesar de los resultados
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obtenidos no podemos afirmar que este parametro guarde una relacién proporcional con la
biomasa debido a que para establecer esta relacion se deben de estudiar otros factores.

En los experimentos en los que evaluamos el efecto en la germinacion de las
conidias se observa una reduccion del nimero de conidias en presencia de cada una de
las bases siendo el efecto mas evidente en presencia de ESN. Lo anterior concuerda con
los resultados reportados por Castro et al., 2008, donde se evaluaron los efectos que
produce la fitoesfingosina (PSN 10 pg/ml) sobre el hongo Neurospora crassa. Dos
parametros importantes que se observaron en este trabajo fueron la viabilidad de las
esporas sexuales (conidias) de N. crassa después de la exposicion a PSN y el efecto que
tiene sobre la germinacion. La exposicién de las conidias de N. crassa wt a PSN por un
tiempo prolongado (120 min) da como resultado la muerte del 80% de las células.
También evaluaron el efecto de la PSN sobre la germinacién, donde se encontré que ésta
fue inhibida en 50% Yy el inicio de la germinacion tuvo en retraso de 2 h con respecto a los
controles (Castro et al., 2008). Un efecto similar observamos cuando se exponen las
conidias de F. verticillioides a PSN o ESN, ya que se presentdé una disminucién en la
germinacion y en la longitud del tubo germinativo a las 22 y 42 horas de incubacién. Con
base en la informacion presentada por Granjo et al.,2007 donde se presentan los
resultados de las curvas de crecimiento de las conidias de F .verticillioides en medio de
cultivo Jacson& Benett, el cual es un medio rico en sales, glucosa y factores de
crecimiento (ver apéndice) lo cual favorece la aparicion del tubo germinativo en las
primeras 4 horas pos inoculacién por lo que se esperaria que para tiempos de incubacion
mayores de 4 horas en medio GYAM, el cual es un medio rico en glucosa que favorece el
desarrollo de las conidias, estas contaran con la presencia del tubo germinativo, y al
rededor de las 24 horas comenzara la formacion de las hifas, esto siguiendo sus
condiciones de estudio, por lo que lo anterior solo podemos tomarlo como una
aproximacion. Pues, nosotros vemos que las conidias que se incubaron en agua tienen la
aparicion del tubo germinativo dentro de las primeras 24 horas y a las 42 horas ya ha
comenzado la formacion de hifas. Mientras las conidias incubadas en medio GYAM
presentan la aparicion del tubo germinativo durante las primeras 9 horas, y a las 21 horas
ya se ha comenzado la formacion de hifas. Cuando tenemos presentes alguna de nuestras
bases estos cambios morfolégicos se observan a tiempos mas largos.

El efecto de las bases esfingoideas sobre el desarrollo de F. verticillioides también

se observo a través de la determinacion del crecimiento radial de la colonia en medio de
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cultivo PDA. Al suplementar este medio con PSN o ESN se observé una reduccion
significativa y dependiente de dosis en el tamafio de la colonia. Varios experimentos
realizados por Dickson et al. (2002) en la levadura Saccharomyces cerevisiae muestran a
los esfingolipidos como metabolitos que regulan el crecimiento aunque su modo de accion
aun no es claro. Un ejemplo de esto es la inhibicién del crecimiento al adicionar bases
exogenas, los cuales bloquean la absorcidon de nutrientes del medio de cultivo, esto
sugiere que LCB’s exdgenos podrian regulan el transporte de nutrientes o afectan la
membrana del hongo. Tomando en cuenta lo anterior podemos pensar que la disminucion
del diametro de la colonia esta relacionada con una deficiente absorcién de nutrientes o

bien por la induccion de un proceso de muerte celular.

Efecto de las bases esfingoideas en la producciéon de fumonisina B1.

La mayoria de las micotoxinas, incluyendo la FB1 pertenecen a los metabolitos
secundarios de los hongos, es decir estos compuestos se producen después de que uno o
mas nutrientes son limitados. Los metabolitos secundarios son producidos a partir de uno
0 mas metabolitos primarios. Los metabolitos primarios son compuestos producidos antes
de que los nutrientes sean absorbidos, catabolizados y después metabolizados a
compuestos como acetatos, aminoacidos o acido glutdmico. La produccion de metabolitos
secundarios esta regulada principalmente por la existencia de las condiciones que
favorecen el crecimiento del hongo. (Miller, 2001). En hongos filamentosos, generalmente
los genes de las enzimas responsables de la biosintesis de los metabolitos secundarios se
encuentran en agrupados en regiones denominadas cluster (Proctor et a.,| 2002). En el
caso de F. verticillioides se ha localizado un locus FUM en el cromosoma 1, que esta
conformado por 15 genes FUM, los cuales han recibido el nombre de genes estructurales
de la ruta biosintética de la fumonisina.

La caracterizacion molecular de FUML1 (poliquétido sintasa), FUM6 (citocromo P450
monooxigenasa), y FUM8 (aminotransferasa), demostré que su presencia es critica para la
biosintesis de FB1 pues la interrupcion de cualquiera de ellos provoca una reduccion
significativa en los niveles de produccién de la toxina (Shankar et al, 2006).

El producto de FUM8 es muy similar a la clase Il de a aminotransferasas, las cuales
pertenecen a un grupo de enzimas que catalizan la condensacion de los aminoacidos con

acil-CoA (Seo et al., 2001). Cuando este gen es eliminado, no se detectan fumonisinas.
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Dada la importancia de estos dos genes en la biosintesis de fumonisinas se
determinaron los niveles de transcrito de estos genes como una medida de su expresion.
Cuando las colonias son tratadas con PSN 40uM por 2 dias, se observo que los niveles de
expresion de los transcritos tanto de FUM1 como de FUM8 se redujeron aproximadamente
un 90 % con respecto al control, lo cual se vio reflejado en los niveles de FB1
cuantificados por HPLC, donde también se observé una reduccion. Al cuantificar los
niveles de ambos transcritos en colonias tratadas con PSN 40uM por 3 dias, se observo
que los niveles de expresion aumentaron discretamente con respecto al control. Estos
resultados nos reflejan que la PSN provoca una alteracion en la biosintesis de FB1 aunque
no es claro cual es el blanco especifico de esta base esfingoidea, pero el efecto que
produce es disminuir los niveles de FB1.

El efecto que se observo en los niveles de los transcritos de FUM1 y FUM8 al
exponer a F. verticillioides a la presencia de ESN 40uM por 2 dias, fue una reduccion en
su expresion de alrededor de un 90% respecto a su control. Este efecto concuerda con los
niveles cuantificados de FB1 por HPLC, ya que estos fueron menores a su control. Sin
embargo, los niveles de expresion de FUM1 a los 3 dias de tratamiento con ESN
aumentaron casi un 20 % respecto a su control, pero este efecto no se observé con el
transcrito de FUMS, ya que a los 3 dias de tratamiento con ESN los niveles de expresion
se redujeron casi un 40 %.

Cuando utilizamos una mezcla de las bases PSN/ESN (40uM), se observo que la
expresion de los genes FUM1 y FUM8 a los 2 y 3 dias se ve disminuida alrededor de un
18% respecto a su control. Estos resultados también se ven reflejados en los niveles de
FB1 cuantificados por HPLC, ya que para ambos tiempos la produccion se ve disminuida
con respecto a su control y para ambos casos esta reduccion es cercana al 50%.

En el escenario de la interaccion Fusarium — maiz el hongo produce fumonisinas
que interrumpen el metabolismo de esfingolipidos en la célula vegetal, causando la
acumulaciéon de bases esfingoideas que posiblemente median la muerte celular, y
eventualmente la lisis celular. Por esta lisis, las bases esfingoideas acumuladas se liberan
y entran en contacto con el hongo, posiblemente afectando entonces su crecimiento y la

produccién de fumonisinas.
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VIIl. CONCLUSIONES.

Se observé que la presencia de las bases esfingoideas (ESN y PSN) provocaron una
disminucion en el crecimiento y desarrollo de F. verticillioides (crecimiento radial, la

germinacion y conidiacion).

Observamos que la mezcla (50/50) de ESN y PSN no produce efectos mayores que los

gue se presentan cuando se adiciona cada base de manera individual.

Las bases esfingoideas (PSN y ESN) alteran la biosintesis de fumonisina, de manera
transitoria, lo cual provoca una disminucion en la produccién de FB1 y en la expresion

de genes de la ruta biosintética

. PERSPECTIVAS.

Realizar un ensayo en el que se estudie el efecto de concentraciones menores de las
bases esfingoideas sobre la produccion de fumonisina y la expresion de los genes de

la ruta biosintética.

Estudiar el efecto de las bases sobre la produccion de FB, debido a que esta

fumonisina es la segunda mas abundante a nivel produccion.

Estudiar el efecto de las bases esfingoideas en los niveles de expresion de los genes

reguladores de la biosintesis de fumonisinas en F. verticillioides.
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X. APENDICE.

A. Soluciones.

Alcohol acido para la solucion de p-anisaldehido.

Reactivos:

90%Metanol

5% Acido sulfarico

5% Acido acético

1.-Se vierte el metanol en un vaso de precipitados con un agitador magnético.
2.-Se agrega el acido acético y se mezcla por un minuto.

3.-Se agrega el acido sulfdrico y se mezcla por un minuto.

Medio de cultivo Jackson & Benett.

REACTIVO CANTIDAD (g/L)

Glucosa 90
Sulfato de amonio 3.5
Fosfato monobésico de potasio. 2

Sulfato de magnesio heptahidratado 0.3
Cloruro de calcio dihidratado 0.4
Sulfato de magnesio monohidratado 16
Tiamina 500
Riboflavina 500
Pantotenato 500
Niacina 500
Piridioxiamina 500
Acido tiotico 50
Acido félico 50
Biotina 50
Vitamina B> 50




Preparacion de la fase movil para el analisis por HPLC.
Buffer de fosfatos:
Se disolvieron 6.9 g de NaH,PO,4-H,0 en 1 litro de agua y se ajusto el pH a 3 (con 1 mL de

acido fosforico)

Para preparar 500 mL de fase movil

Metanol (grado HPLC) 350 mL

Buffer de fosfatos (50 mM, pH 3.0) 150 mL

Una vez mezclado, ajustar el pH a 3, afiadiendo aprox. 2 mL de acido fosforico. Verificar

usando papel pH.
Buffer de boratos, 50 mM, pH 9.7
Pesar 1.9 g de tetraborato de sodio (Na;B,O7 - 10H,0; P.M. 381.4 g/mol) y disolver en 80

mL de agua. Ajustar el pH a 9.7 con NaOH, 1M y aforar a 100 mL

SOLUCION STOCK DE OPA 7.45 mM (o-phthaldialdehyde; SIGMA P-0657): P.M. = 134.1

g/mol

Solucion de OPA (esta se debe preparar el dia del anélisis)

Pesar 2 mg de OPA

- Disolver en 400 uL de metanol grado HPLC

- Diluir con 2 mL de amortiguador de boratos 50 mM, pH 9.7.

- Afiadir 3 puL de p-mercaptoetanol

- Mezclar bien y almacenar en el refrigerador (4°C) o en hielo. Solamente utilizar

fresca el dia de la preparacion.
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Determinacién de la longitud de onda para la la cuantificacién espectofotométrica

del pigmento de Fusarium verticillioides.

Absorbancia

T T T
350 390 430 470

T
510 550

590 630 670
longitud de onda

Elaboracion de curvas de calibraciéon para el analisis de FB1 por HPLC.

Tabla 14.Cantidades y concentraciones utilizadas en la preparacion de la curva patrén de FB1

Muestra OPA ACN:H20 fmol en 20ul
Blanco 50ul 400pl 0
2.5 ul FB,50uM 50pl 397ul 62.5
5.0 ul FB;50uM 50ul 395pl 125
7.5 ul FB150uM 50pl 393yl 187.5
10 pl FB;150uM 50pl 390yl 250
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Gréficas de Calibracién del numero de ciclos para los transcritos de Tubulina, Fum1

y Fum 8.

40
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20
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10 \ \

26 28 30 32 34

densitometria

nimero de ciclos

Calibracion del numero de ciclos para Tub. Se observa que la parte lineal se encuentra en el rango
de 28-30 ciclos.

Calibracion del Numer de ciclos para Fum 1

gl 7

densitometria

28 30 32 34

nimero de ciclos

Calibracion del numero de ciclos para Fuml. Se observa que la parte lineal se encuentra en el
rango de 32-34 ciclos.
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Calibracion del Numero de cilcos para Fum 8

60
55 | . o
50 pall

45 -
40

35 - ./'/

30

densitometria

22 24 26 28

nimero de ciclos

Calibracion del numero de ciclos para Fum8. Se observa que la parte lineal se encuentra en el
rango de 24-26 ciclos
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