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RESUMEN 

La fumo.bina DI es la más abundante de las fumonisinas las cuales son producidas 
por el hongo Fusarium moniliforme un hongo que se presenta como contaminante 
del grano de maíz almacenado. Esta toxina iohibe a la ceramida siatasa ea la vía de 
hiosíntesis de esfiogolípidos resultaodo eo uo aumento en la caatidad de bases 
esfiogoideas libres eo la célula. Se ha observado que FB, tiene efect.,. advenos en 
el establecimiento de la plántula de semillas de maíz, así como en la elongación 
radícular durante la germinación de éstas. En plantas, la A TPasa de H' de la 
m.embrana plasmática es un objetivo para varias toxinas microbianas. El propósito 
del presente trabajo fue establecer los efectos de FB, sobre la actividad ATPasa de 
H' de embriones de maíz. Se midió la fuga de electrolitos de embriooes embebidos 
eo presencia de 10 y 20 ¡1M como uoa prueba del efecto de la toxina sobre la 
membrana plasmática y se obtuvo que bubo de uo 61-80% de incremento en la fuga 
de electrolitos con esas dos dosis al comparar coo la fnga de electrolitos del 
embriones cootrol, sugiriendo que la FR, iocremeotó la permeabilidad de las 
membranas embriooarias. Los efectos de FR, sobre la ATPasa de la membraoa 
plasmática se realizaron tanto in vivo como in vi/ro. Los resultados de ambo.s 
experimentos muestrao que la FB, iohibe la hidrólisis de ATP de la ATPasa de H' 
de uo 23-43%. El tipo de inhibicióo de la FB, sobre la ATPasa de H' fue del tipo 
.competitivo (K¡ = 10.5 ¡1M). 
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1. INTRODUCCIÓN 

1. INTRODUCCIÓN. 

1.llnfección de plantas por bongos. 

Los hongos constituyen un grupo muy versátil de organismos eucarióticos 
heterótrofos de carbono. Algunos de ellos se han especializado en colonizar plantas y 
pueden ser divididos en tres grnndes categorías dependiendo de las bases de sus relaciones 
nutricionales con el hospedero: biótrofos, necrótrofos y hemibiólrofos. Los necrólrofos 
causan daño extenso al tejido y derivan su nutrición de células muertas o moribundas. Los 
biótrofos derivan nutrientes de la célula hospedera viva y causan daño menor al tejido 
durante las etapas tempranas de la infección. Algunos hongos que exhiben una corta fase 
biótrofa de desarrollo antes de obtener nutrientes necrotróficamente se les da el nombre de 
hemibiótrofos (Clarkson, 1992). 

La grnn mayoría de los hongos es estrictamente saprófita; un 10% de las 
aproximadamente 100,000 especies firngales conocidas es capaz de colonizar plantas, y una 
fracción más pequefia de éstos es capaz de causar enfermedad. Entre los organismos 
causantes de enfermedades infecciosas de plantas en cosecha, el agente patogénico fúngico 
tiene un papel relevante al causar epidemias devastadoras, que se traduce en cuantiosas 
pérdidas económicas por la destrucción de plantas creciendo en amplias superficies 
(Knogge, 1996). 

Las especies de plantas conocidas que producen flores, aproximadamente 300,000, 
son atacadas por hongos patogénicos. Sin embargo, una planta puede ser hospedera de solo 
unas pocas especies de hongos, y de manera similar, la mayoría de los hongos puede tener 
un rango limitado de hospederos. En la mayoría de los casos, el desarrollo de una 
enfermedad (no·resistencia o susceptibilidad) en plantas superíores es el resultado de una 
interacción específica entre el hospedero, el patógeno y las condiciones ambientales. Los 
efectos producidos por el patógeno sobre su hospedero se pueden clasificar en efectos 
macroscópicos. aquellos observados a simple vista o en efectos celulares que son de mayor 
comlejidad a nivel celular y molecular (planta en cultivo). 

1.1.1 Efectos macroscópicos. 

a) Crecimiento reducido: El efecto más importante de una enfermedad en una cosecha es la 
disminución en su producción. Esto es debido al daño en órganos específicos, tales como 
las hojas. aunque comúnmente se asocia con una disminución del crecimiento de la planta 
entera. Cuando un patógeno está involucrado en la enfermedad, el bajo crecimiento se debe 
a la capacidad reducida de toma de agua y solutos del suelo, por los efectos del patógeno 
en la raíz o por un biótrofo, el cual reduce la velocidad de asimilación de metabolitos o 
produce toxinas que interfieren con el metabolismo hospedero en alguna otra manera. 



1. INTRODUCCIÓN 

b) Muerte generalizada: En muchas de las enfermedades económicamente más importantes 
la planta muere rápidamente. Esto puede ser debido a uno o más tipos de mecanismos, 
como los siguientes: 

1. - Malogro (Dampin-oft). Es causado por patógenos que matan las células con las que 
están en contacto cercano y que se distribuyen a través de toda la planta por mecanismos 
diversos o por medio de múltiples infecciones. 

2. - Malogro de la plántuJa por enfermedad debido a condiciones húmedas. El dailo más 
importante en tales enfermedades se da en las plántulas, ya que las raíces y la base del tallo 
son infectadas por hongos patogénicos necrotrófos los cuales entran a través de heridas o a 
través de cuticulas delgadas como las que poseen las plántuJas, esto es, cuando el 
crecimiento transcurre en humedad y en condiciones de iluminación baja. Estos patógenos 
no son especializados. la mayoría de ellos son productores de enzimas pectolíticas y causan 
muerte local y colapso de los tejidos infectados. 

c) Marchitamiento. En enfermedades que presentan este tipo de síntoma, la planta 
hospedera se marchita debido a de la carencia de !urgor en las hojas y en otros órganos 
herbáceos. Tal pérdida de turgor puede tener muchas causas de tipo mecánico o 
bioquímico. Los patógenos que producen mayonnente enfermedades por marchitamiento 
son los hongos. El marchitamiento causado por ataque patogénico es irreversible. 

d) Pudrición de la parte inferior y raíces de la planta. Lo que se observa en las plantas que 
presentan este síntoma es que las partes de la planta en el nivel basal o por debajo de ésta 
se pudren. 

e) Antracnosis y costras. El término antracnosis es aplicado a una enfermedad donde el 
patógeno es un ascomiceto o un hongo imperfecto que produce lesiones negruzcas, donde 
se acumulan esporas negras. micelio o ambos. Este síntoma de antracnosis es acompafiando 
algunas veces por la presencia de lesiones parecidas a costras levantadas. 

f) Manchas en las hojas. Las manchas y la presencia de pequeñas áreas necróticas es un 
síntoma de enfennedad que se presenta extensamente. Hay muchas enfermedades con 
manchas en las hojas producidas por hongos, principalmente por ascomicetos u hongos 
imperfectos. 

g) Canker. Un canker puede ser definido como una lesión en la cual un área de necrosis, 
causada por el patógeno, se extiende lentamente, debido a que el crecimiento patogénico es 
lento, siendo reprimido en intervalos por sobre-crecimiento del hospedero, o a una 
combinación de estas dos circunstancias. La mayoría de los cankers ocurren en plantas 
leñosas. 

h) Defonnaciones hiperplásticas. Las deformaciones se inducen por la producción de 
sustancias estimuladoras del crecimiento por el patógeno y la estimulación inducida por el 
patógeno de dichas sustancias en el hospedero. Algunos ejemplos de tales deformaciones 
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son las asperezas o defonnación de tejidos ya existentes como un alargamiento del tallo. 
emoscamiento y distorsiones en las hojas causadas por una pocas especies de hongos, 
deformación de órganos florales, crecimiento de raíces en la base del tallo, etc. (Manners. 
1982). 

1.1.2 Efectos celulares. 

En las etapas muy tempranas de la infección por hongos biótrofos hay un flujo 
normal de nutrientes de la hoja no infectada hacia el hongo, éstos pueden ser suficientes 
para el desarrollo y reproducción del patógeno. Sin embargo, a medida que la población del 
hongo se incrementa, hay una redirección de los flujos de nutrientes del hospedero hacia el 
patógeno. Lo que resulta de la infección es una reducción en carbohidratos solubles, un 
incremento en la acumulación de almidón, y un incremento en la fijación de CO2 en 
aminoácidos, ácidos orgánicos y proteína en el hospedero. Las alteraciones en el transporte 
y metabolismo de carbohidratos en la hoja infectada dependeráo del tipo de patógeno. La 
infección puede ser acompañada por cambios en la fotosíntesis. Inicialmente la fotosíntesis 
se ve mejorada (por unidad de clorofila), sin embargo la mayoría de los sistemas 
fotosintéticos (Xlf unidad de área decrece (aunque la fotosíntesis por concentración de 
clorofila permanece alta), fmalmente la clorofila disminuye en el tejido a medida que la 
infección progresa. La velocidad de respiración del hospedero se incrementa en respuesta a 
la infección. La nutrición por nitrógeno puede también influir la respuesta a la infección. 
Aunque estos efectos generales están bien documentados, la secuencia precisa de los 
eventos y los mecanismos de éstos están pobremente entendidos (Leegood y Scholes, 
1992). 

Sin embargo, se han aislado algunos factores de patogenicidad y se han estudiado 
los mecanismos utilizados por la planta para reconocer al invasor microbiano e iniciar una 
respuesta de defensa. A pesar de esto, aún no es claro cuales componentes bioquímicos son 
fundamentales para el proceso. Se han podido distinguir dos tipos de respuesta de 
resistencia de la planta a patógenos potenciales: la respuesta de resistencia no-hospedera 
(frecuente) y la respuesta de resistencia hospedera específica de raza o cultivar 
(comparativamente rara). Esta última está genéticamente definida por la interacción directa 
o indirecta entre el producto de un gen de resistencia (R) dominante o semidominante del 
hospedero y el producto complementarío del gen de avirulencia (avr) dominante del 
patógeno. Este tipo de resistencia se presenta dependiendo de los genotipos que 
interaccionen. En contraste, la resistencia no-hospedera (incompatibilidad básica) se exhibe 
en todas las especies de plantas que responden a patógenos potenciales sin combinaciones 
de Rlavr. Aparte de esta distinción. sin embargo, los procesos bioquímicos que ocurren en 
la resistencia hospedera y no-hospedera son muy similares. 

El primer evento para que se presente una respuesta de defensa efectiva es el 
reconocimiento rápido de W1 invasor potencial, el cual se realiza por moléculas señal 
específicos del patógeno o derivadas de la pared celular, denominados estimuladores 
(elicitores ). 
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1. INTRODUCCiÓN 

1.1.2.1 Estimuladores y supresores. 

El término estimulador (elicitor) se usó originalmente para referirse a moléculas y 
otros estímulos que indujeran la síntesis de fitoalexinas en células de las plantas, pero 
ahora el ténnino es usado para describir moléculas que estimulan alguna de las respuestas 
de defensa observadas. 

Poco después del contacto con una planta, los patógenos son detectados por la 
planta y confrontados con el sistema de defensa activa. Una respuesta de defensa exitosa 
debe estar basada en un sistema efectivo que haga posible un pronto reconocimiento de la 
amenaza y, como una consecuencia, la activación del sistema de defensa específico que 
actúa para prevenir el desarrollo fungal posterior. Los patógenos exitosos, por otro lado, 
necesitan neutralizar la estrategia de defensa de la planta. 

Las bases moleculares para el reconocimiento de patógenos potenciales por las 
plantas, fuera de los sistemas gen por gen, son pobremente entendidos. Las plantas pueden 
reconocer a un agresor a través de factores que están presentes en la superficie fungal 
(fragmentos de quitina y gIucano) o que son secretados por el patógeno (proteínas), y/o a 
través de determinantes de sí mismas, tales como fragmentos de pared celular de la planta 
(oligogaractruonatos), que son liberados por un patógeno invasor a través de la actividad de 
enzimas hidrolíticas. Después del reconocimiento del patógeno, se inician una multitud de 
reacciones asociadas a la resistencia de la planta: flujos iónicos a través de la membrana de 
la planta por la apertura de canates iónicos específicos, generación de especies de oxigeno 
muy reactivas (explosión oxidativa), tales como '0,-, H,O, Y 'OH, probablemente vía la 
acción de oxidasas de NAD(P)H asociadas a membrana y/o a peroxidasas localizadas en el 
apopJasto~ fosforilación de proteínas específicas, activación de enzimas involucradas en el 
reforzamiento de la pared celular y activación transcripcional de numerosos genes de 
defensa. La identificación de muchos de los genes de respuesta a estimuladores ha revelado 
su participación en varias vías bioquimicas de metabolismo primario y secundario. Debido 
a la gran diversidad metabólica, es extremadamente dificil asegurar las contribuciones 
relativas de vías individuales y sus productos a la resistencia en plantas. A este respecto el 
metabolismo secundario se ha estudiado preferencialmente, porque éste genera productos 
de diversidad estructura1, muchos de los cuales muestran propiedades relacionadas a la 
defensa, tal como la actividad antimicrobiana que presentan las fitoalexinas o compuestos 
con la capacidad de modificar las características físicas de la pared celular (Somssich y 
Hablbrock, 1998). Esta serie de eventos incluyen la muerte celular localizada en los sitios 
de infección (la respuesta de hipersensibilidad HR) y la resistencia sistemática adquirida en 
órganos distantes de la planta. Se ha sugerido que la resistencia o susceptibilidad de una 
planta al patógeno es determinada después del intercambio secuencial de señales entre el 
patógeno y el hospedero. 

La producción de estimuladores (elicitores) y el reconocimiento resultante por la 
planta son contraproducentes para la patogénesis funga!. Una estrategia para eludir el 
reconocimiento es la secreción de supresores de la respuesta de defensa (Bushnell y 
Rowell, 1981). El modelo más común sobre la actividad del estimulador se explica por el 
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enlace del estimulador al receptor localizado en la superficie de la célula vegetal, iniciando 
la cascada de transducción de señales de la defensa de la planta contra el patógeno. A 
diferencia de estas moléculas, los supresores pueden interferir directamente con el enlace 
del estimulador, en la transducción de la señal, la activación génica, o los factores de 
actividad de defensa de la planta. La evidencia de la existencia de supresores, vino de la 
observación de que la infección de algunas plantas por razas virulentas fungales 
frecuentemente las hacía más susceptibles a razas de hongos que normalmente son 
avirulentos para ellas. Los supresores sólo han sido descritos para pocas especies de hongos 
fitopatógenicos, uno de ellos es MycospiuJerel/a pinodes patógeno de chícharo (Shiraishi el 
al. 1991b). 

1.1.2.2 Enzimas bidrolíticas. 

Para colonizar la planta, los hongos han desarrollado estrategias para invadir tejidos 
vegetales, optimizar el crecimiento en la planta, y propagarse. Bacterias y virus, así como 
algunos parásitos oportunistas fungales, dependen de las aperturas naturales o heridas del 
hospedero para su invasión. En contraste, muchos hongos patogénicos han desarrollado 
mecanismos para atravesar activamente las barreras exteriores de las plantas: la cutícula y 
la pared celular epiderrnal. Para lograr la entrada, el hongo generalmente secreta un cóctel 
de hidrolasas, incluyendo cutinasas, celulasas, pectinasas y proteasas. Alternativamente o 
en combinación con enzimas hidrolíticas, algunos hongos forman órganos de penetración 
parecidos a clavijas en la punta de sus tubos germinales. La clavija de infección se 
desarrolla y penetra a través de la cutícula y la pared celular, posiblemente auxiliada por 
enzimas hidrolíticas. 

1.1.2.3 Toxinas. 

Las toxinas pueden ser definidas como productos microbiales que pueden estar 
dañando directamente las células de la planta, los cuales están involucradas en el desarrollo 
de la enfermedad. Las toxinas fungales son un grupo diverso de metabolitos secundarios de 
bajo peso molecular. 

Después de la penetración, la siguiente etapa en la estrategia fungal para colonizar 
una planta es la producción de toxinas o compuestos semejantes a fitohormonas que 
manipula la fisología de la planta para el beneficio del patógeno. La interferencia puede 
consistir en simplemente matar las células de la planta con el propósito de tomar nutrientes 
o una dirección más sutil de la maquinaria celular (Keen, 1986), y esto se logra por la 
producción de fitotoxinas con grado variable de especificidad hacia distintas plantas. 
Algonas toxinas son selectivas de la planta hospedera, mientras que otras son activas en un 
gran rango de especies de plantas. Las fitotoxinas se han sido identificado en un gran 
espectro de patógenos, pero su actual papel en la patogénesis ha quedado poco claro en la 
mayoría de los casos. Sin embargo, en algunas interacciones planta-hongo, estudios 
bioquímicos y genéticos detenninaron que las toxinas eran los determinantes de 

5 



1. INTRODUCCIÓN 

especificidad. En estos casos, la resistencia o susceptibilidad al hongo siempre correlaciona 
con la sensibilidad o insensibilidad a la toxina. Consecuentemente, estas toxinas del hongo 
selectivas para el hospedero, las cuales son producidas principalmente por especies del 
género Alternaria y Coch/iobolus, han atraído mucha atención. En contraste, las toxinas no 
selectivas del hospedero son activas sobre especies hospederas y no hospederas. Aunque el 
modo de acción de sólo una pequeña porción de estas toxinas se han dilucidado, dos 
ejemplos ilustran la función potencial de las toxinas no-selectivas. 

Varias toxinas fungales se dirigen a la ATPasa de H+ de la membrana plasmática. 
Esta ATPasa es activada por la fusicocina, una toxina no-selectiva del hospedero, y 
principal metabolito de Fusicoccum amygdali, patógeno del melocotón y la almendra, que 
es generalmente activo en plantas superiores. El incremento resultante de la toma de K+(y 
otros cationes), cr, y agua por las células guarda estomatales, causa la apertura irreversible 
de los estomas y el marchitamiento de las hojas, los cuales son síntomas típicos de la 
enfermedad. Un segundo proceso fundamental de la planta, la transferencia de energía 
durante la fosforilación dirigida por luz en c1oroplastos, es inhibida por una toxina 
diferente no selectiva del hospedero, tentoxina. En plantas sensibles, este tetrapéptido 
cíclico, el cual eS producido por el patógeno de Alternaria alternata y con un extenso rango 
de hospederos, causa la clorosis de los retoños y la detención del crecimiento de la planta. 
A pesar de la identificación de un objetivo específico para las acciones de la tentoxina y la 
fusicocina, no se ha demostrado inequívocamente que la sensibilidad de las especies de 
plantas a estas toxinas es el único factor responsable para la susceptibilidad al patógeno. 
La contribución de las toxinas no selectivas del hospedero a la patogenicidad del hongo que 
las produce, aún queda por ser definida (Knogge, 1996). 

1.1.2.3.1 La fumonisina B, 

La fumonisina B¡ (FB¡) es una toxina que se encuentra estructoralmente relacionada 
con la actividad promotora de cáncer en humanos y la cual es producida principalmente por 
el hongo Fusarium moniliforme. Se han encontrado grandes concentraciones de esta toxina 
en muestras de maíz en áreas con gran proporción de cáncer de esófago (Thiel el al. 1991). 
El hongo Fusarium monilifonne es uno de los hongos más asociados con maíz y otros 
granos destinados al consumo animal y humano. F. moniliforme puede encontrarse en el 
interior de la cubierta de la semilla de maíz aparentemente saludable, sin embargo, puede 
causarle podredumbre durante esta etapa o en la germinación. En la mazorca causa 
podredumbre de color rosa, observándose la contaminación en los granos por esta 
coloración (Neergaard, 1977). También es causa de ataques de leucoeDcefalomalacia 
(LEM) en equinos, la cual es una enfermedad neurotóxica de caballos y asnos producida 
por la ingestión de maíz infectado por F. moniliforme. Es extremadamente tóxico a 
animales en experimentación y es hepatocarcinogénico en ratas (Marasas, 1985), además 
de inducir síndrome de edema pulmonar en cerdos (PES). Hasta hace poco tiempo (1985), 
la toxicidad de este hongo no podía ser atribuida a alguna de las micotoxinas conocidas de 
Fusarium (fumonisinas. ácido fusárico, giberelinas, en ciertas líneas fusariocinas A y e, 
fusarina e y molinifonnina y zearalenona que se encuentran en muy baja proporción). Por 
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tanto, la estructura química de la micotoxina que causaba la leucoencefalornalacia equina y 
el cáncer de hígado en ratas era desconocida. 

Ya para 1988 se habían aislado y caracterizado las estructuras de la fumonisina B, 
(FB,) y fumonisina B, (FB,). Pero para 1990 se había confirmado que FB, era causante de 
LEM en equinos y de PES en cerdos. Además, se demostró que en ratas en 
experimentación se producía cáncer hepático al darles alimento contaminado con FB, 
(Marasas, 1996). Las fumonisÍDas pueden ser encontradas en el grano entero del maíz a 
niveles de 1.0 l1¡ifg o más bajos. Se ha propuesto que los niveles de fumonisina para causar 
una enfermedad animal son de 5 a 10 l1¡ifg (Bullerman, 1996). Además es fitotóxico y 
causa muerte rápida a la hierba hedionda, toloache (Da/ura s/ramonium), en una 
concentración de 2.5 m¡if50 mi y podredumbre ligera en hojas cortadas y expuestas a FB, 
en una concentración de 2.5 11¡ifIOO 111 durante un período de 24 horas. FB, es similar 
estructuralmente a la toxina TA, la cual es producida por Alternaria alternata Iycopersici y 
produce síntomas necróticos genotipo-específico que son idénticos a los producidos por 
esta toxina sobre hojas de líneas de tomate resistentes y susceptíbles. También se ha 
reportado que FB, es fitotóxica a la lenteja de agua (Lemna minor) y reduce el crecimiento 
as! como la capacidad para sintetizar clorofila en 0.7 l1¡ifml; a esta concentración la toxina 
TA inhibe también la síntesis de clorofIla, pero no reduce el crecimiento a la misma 
extensión que FB,. FB, Y TA causan reducciones en el crecimiento de retoños de maíz que 
son dependientes de las dosis y son más fitotóxicas que FB, y FB, Y que sus análogos FA 
(FA¡ Y FA,), Y que sus productos de hidrólisis AP¡ y AP,. En experimentos de virulencia 
sobre plántulas de maíz con cepas de Fusarium moni/iforme productoras (finnJ') y no 
productoras (finnT) de FB, se demostró que las cepas de Fusarium que producia FB¡ 
presentaban mayor virulencia que las cepas que no producían FB¡ y esto se observó ya que 
los síntomas de marchitamiento sobre las plántulas y reducción de la longitud de la radícula 
eran más severos cuando la cepa de Fusarium era productora de FB,. Al probar el efecto de 
la FB¡ aislada sobre las plántulas de maíz se observaron los mismos síntomas de 
enfermedad que con el hongo que produce la toxina pero a una extensión menor. Estos 
resultados propusieron que la FB¡ es un factor de virulencia de este patógeno ya que la FB¡ 
desempeña un papel en la virulencia al afectar la extensión del daño causado por la 
enfennedad pero su producción no es necesaria o suficiente para que el hongo pueda 
causar enfermedad en plantas. (Desjardins e/ al. 1995) 

1.1.2.3.1.1 Estructura. 

Se han caracterizado las estructuras de la fumonisina B¡ (la fumonisina más 
abundante de las naturales), las fumonisinas B" B, Y B4 Y sus productos de hidrólisis (de 
las series HB), as! como de las series A y e (ver figura 1). 

La fumonisína B¡ es una molécula anfipática, sin embargo su parte hidrofIlica, al 
igual que en las otras fumonisinas, hace que no sea soluble en disolventes orgánicos. La 
gran similaridad en la estructura de las fumonisinas hace dificil separarlas una de otra. Los 
pesos moleculares de FB¡ y FB, sóló difieren en 16 unidades de masa y FB, Y FB, son 
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isómeros. En estudios de resonancia magnética nuclear se ha observado que la FB¡ en 
disolventes polares se encuentra corno zwiterion y tiene interacciones fuertes con cationes 
metálicos (B1ackwell el al. 1996), además de que los desplazamientos químicos de la 
molécula dependen fuertemente del pH. 

Me RZ 
11 

R, R, R, a. 
Fumooisbta B, H OH OH H 
Tetnmetil FB, CH, OH OH H 
Fumnnisin.a B, H H OH H 
Fumonisioa Bl H OH H H 
Fumonisina Al H OH OH COCH, 
FumollÍSina el H C-I, H reemplaza CH, 
FB, hiclrolizada C-14, C-15 son OH. 

Fig. l. Estructura de algunas fumonisinas (Blackwell el aJ_ 1996) 

Un examen de la estructura de FB, (Fig. 1) muestra que la molécula contiene 10 
estereocentros, lo cual da un total de 1024 posibles estructuras estereoquímicas diferentes, 
por estudios de NMR se ha llegado a la conclusión de que sólo una se encuentra en 
solución (Blackwell el al. 1996). Según la nomenclatura de la lUPAC, la FB, es 1,1'-[1-(12-
amin04,9, II-trihidroxi-2-metiltridecil)-2-(I-metilpentil)-1 ,2-etanedil] éster, [2S-
[I[IR*(S*), 2S*(S*), 2(S*)],-2R*,4S*,9S',lIR*,12R*]]- 1,2,3- ácido 
propanetricarboxilico. 
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OH OH 

~ EsIJa&oúoa 
NH, 

OH OH 

~ EsIIopIIBO 

"H, 
OH OH 
~ FltocsIIDgo_ 

OH N"1 

OH OPOH 

~ 
NH, 

OH OH 

CHlOR CHlOH 

R= COCJ! C\!(COOII) C\! COOH , , 

EsllDgoslll~ 1-
fosfato 

Fig. 2. Estructura de bases esrmgoideas y la fumonisina B,o 
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1.1.2.3.1.2 Mecanismo. 

Se ha demostrado que varias de las fumonisinas (FB" FB2 Y HB¡) son inhibidores 
potentes de la biosíntesis de esfingolípidos y que actúan específicamente sobre la actividad 
de la ceramida sintasa. Aunque se desconocía el mecanismo de acción de las fwnonisinas, 
se observó que estos compuestos tienen sintilaridad estructural con la esfingosina, la cual 
es una base esfmgoidea de cadena larga, que constituye el esqueleto covalente de la 
esfrngontielina, =ebrósidos y otros esfingolípidos. Se ha reportado que en hepatocitos, la 
fumonisina BI inhibe la biosíntesis de novo de esfingolípidos por la inhibición de la 
conversión de esfinganina a dihidroceramidas, lo cual precede a la introducción del doble 
enlace 4,5-trans de la esfingosina. De acuerdo con estas observaciones, la fumonisina BI 
inhibió la actividad de esfingosina N-aciltransferasa en microsomas de hígado de rata 
(Wang el al. 1991) e inhibió la ceramida sintasa en microsomas de cerebro de ratón (Merril 
el al. 1993). En plantas como tomate se ha observado que la fumonisina B¡ produce la 
acumulación de bases esfingoideas como la fitoesfingosina y esfinganina que se encuentran 
comwunente en bajas concentraciones, lo cual sugiere que la lesión bioquímica primaria es 
la inhíbición de novo de ceramida y por tanto de esfrngolípidos. 

Estudios recientes han mostrado que estas bases de csfrngolípidos son inhibidores 
potentes de proteinas cinasas C y de A 1Pasas de Na + y Ca2+ en animales. Por lo que se ha 
propuesto que la célula utiliza los productos de hídrólisis de esfingolípidos para regular el 
comportamiento celular, de manera similar a los segundos mensajeros lipídicos 
(diacilglicerol, ac. araquidónico y sus metabolitos), que son derivados de fosfoglicéridos. 
Además, el aumento de los niveles de estas bases se les ha vinculado directamente con 
diversas enfermedades con síntomas de neurotoxicidad, hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, 
inmunotoxicidad y carcinogénesis. 

También se ha reportado que la FB¡ es inhibidor de fosfatasas de proteinas (PPs), 
las cuales se encuentran involucradas en el control de actividades biológicas. Se ha 
propuesto que el tipo de inhíbición que produce esta toxina es muy parecida a la que 
produce el ácido okadaico (OA), el cual es un inhíbidor conocido de PPs (aunque debe 
notarse que AO inhibe a concentraciones de 0.04 a 5000 nM mientras que FBI de 80 a 
30ool1M). Esto podría sugerir que la FBI podría alterar vias de transducción de señales 
donde podrían estar participando estas PPs (Fulruda el al. 1996). 

1.1.3 Inducción de la producción de metabolitos por la planta 

1.1.3.1 Filoalexinas. 

Durante la infección, las plantas producen metabolitos secundarios, los cuales 
normalmente están ausentes o en pequeñas cantidades en plantas sanos. Mochos de ellos 
tienen propiedades antibióticas, a éstos se les llama fitoalexinas. Su producción es una 
reacción de defensa. Las fitoalexinas son compuestos antimicrobianos de bajo peso 
molecular, que son sintetizadas en células moribundas alrededor del sitio de la infección. 
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Cuando se cuantifican los niveles de fitoalexinas en secciones muy cercanas al sitio de la 
infección se encuentran niveles de estos compuestos suficientemente altos como para 
iohibir el crecimiento de hongos y bacterias, así como para matar las células de la planta. 
En células de sorgo que son enfrentadas con Co/lelolrichum graminicola, se acumulan 
fitoalexinas pigmentadas en vesículas intracelulares. Cuando estas vesículas se fusionan y 
revientan, se liberan grandes concentraciones de fitoalexinas, matando tanto a las células 
de plantas como a las células del hongo invasor (Walton, 1997). 

Se han caracterizado cientos de fitoalexinas. Estas se presentan especialmente en 
Fabaceas (Leguminosas) y Solanaceas, pero también se encuentran en otras 15 familias. 
Las fitoalexinas no son cosmopolitas. Éstas se presentan en avena, sorgo y arroz, pero 
aparentemente no en maíz. Las fitoalexinas son químicamente diversas, pero un gran 
número de éstas son productos de la vía de los fenilpropanoides. Las fitoalexinas 
flavonoides incluyen a la kievitona y la faseolina de frijol (habichuela), la pisatina en 
chícharo y la gliceolina de frijol soya. El gossipol de algodón, el casbeno de grano de 
ricino, y el rishitin de plantas solanaceas son ejemplos de fitoalexinas biosintetizadas a 
través de la vía del ácido mevalónico (Walton, 1997). 

La habilidad de N haemlococca para desmetilar pisatina, es indispensable en la 
tolerancia a esta fitoalexina y para la patogenicidad hacia chícharo. Aunque la acumulación 
de estos metabolitos en plantas ayuda a evitar la infección por hongos o bacterias, a ciertos 
niveles llega a matar a las células de la planta que las produce. 

Las fitoalexinas afectan el crecimiento del hongo, inhibiendo la elongación del tubo 
germinal, crecimiento de la colonia (velocidad de crecimiento rarlial) y la acumulación de 
peso seco. El principal efecto de las fitoalexinas sobre el hongo es la pertorbación de la 
membrana de la hifa fungal. La membrana plasmática es perturbarla rápidamente y es 
afectada la integridad estructural, resultando en una pérdida masiva de electrolitos. 
También hay evidencias de que las fitoalexinas interrumpen las vías metabólicas de 
respiración. Hay alguna evidencia de que las fitoalexinas inhíben la acción de enzimas que 
sintetizan pared celular fúngica, pero esto puede ser una pertorbación primaria del sistema 
integrado de sintesisllisis de crecimiento de pared en la punta de la hífa. Sin embargo, los 
efectos de las fitoalexinas sirven para restringir el crecimiento del hongo en los tejidos de 
la planta hospedero aunque su función en la resistencia a la enfermedad es controversial 
(Isaac, 1992). 

1.2 La membrana plasmática en plantas. 

La célula vegetal contiene un número de organelos y sistemas membranosos 
incluyendo los cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas, Golgi, tonoplasto, reticulo 
endoplásmico, una variedad de vesículas bien definidas y un núcleo. todos embebidos en el 
citoplasma y encerrados por la membrana plasmática, la cual a su vez está rodeada de la 
pared celular, misma que confiere estabilidad y protección contra daño mecánico a la 
célula. Además la membrana plasmática mantiene en el interior de la célula un medio 
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relativamente constante para el metabolismo intracelular> llevando a cabo un intercambio 
balanceado de metabolitos con el resto del organismo y sus alrededores (Larsson, 1990 y 
referencias). 

Los principales componentes de la membrana plasmática son lípidos, proteínas y 
C8Ibohidratos. Algunas membranas plasmáticas como las de bojas de espinacas y cebada 
contienen un 40 y 30% (plp) de proteina, respectivamente; es incierto cómo se divide el 
restante 60-70% entre C8Ibohidratos y lípidos. Sin embargo se ba reportado un porcentaje 
para carbohidratos del 20% en membranas de plantas. La densidad de las vesículas de 
membrana que se ha determinado por centrifugación en gradientes de densidad de sacarosa 
se localiza en la mitad del rango de 1.10-1.24 g cm" . A partir de datos de la medición del 
grosor de la membrana plasmática de frijol soya, espinaca, cebolla, entre otros, por 
microscopia electrónica se obtuvo que su valor es de 9 a 11 nm (Larsson, 1990). 

En las membranas biológicas existen cargas positivas y negativas debido a las 
proteínas, Iípidos y carbohidratos. Datos electroforéticos muestran que la mayoria de las 
membranas, si no es que todas, poseen una carga neta negativa a pH neutro. El punto 
isoeléctrico que se ha determinado por este método ha sido de 3.44.4. La carga neta 
negativa en la membrana produce un potencial de superficie negativo. La medida del 
potencial superficial depende tanto del número de cargas negativas como de la 
concentración y tipo de cationes en el medio con los que se encuentra en contacto la 
membrana. Las vesículas de membrana plasmática aisladas de raíces de cebada, trigo y 
avena tienen asociados Ca2+ y Mi+ a su superficie apoplástica exterior en cantidades casi 
igoales. El papel de estos iones es desconocido, pero hay posibilidades de que puedan 
estabilizar la membrana plasmática o ser cofactores para enzimas y puedan también 
modular el potencial de superficie (Larsson, 1990). 

1.2.1 Estructura y composición 

1.2.1.1 Composición lipídica. 

Todas las membranas biológicas están constituidas de una bicapa Iipídica, la cual 
constituye el armazón estructural en el cual las proteínas membranales están ancladas. 
Debido a la fluidez de la bicapa lípidica, los lípidos y las proteínas pueden moverse con 
libertad en el plano de la bicapa al menos que su movimiento sea restringido por 
interacciones con otras moléculas o con el citoesqueleto. La descripción anterior de la 
membrana plasmática corresponde al modelo del mosaico fluido de las membranas 
biológicas (Fig. 3). 

Las principales clases de lípidos en la membrana tanto de plantas como de animales 
son los esterales, glicolípidos y fosfolípidos. La mayoría de los esteroles se encuentran 
libres, los esteroles que predominan en plantas son: el sitosterol, campesterol y 
estigmasterol. Otros esterales poco comunes encontrados en algunas especies son: 
cicloartenol (avena), espinasteroJ, estigrnastanol y 7-estigrnastenol (espinaca). También se 
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encuentran ésteres de estos esteroles, así como gJicósidos y glicósidos acilados, los cuales 
parecen ser más abundantes en plantas que en membranas plasmáticas de mamíferos. La 
composición de esteroles varia de un órgano a otro de la planta como raíz y hoja (Rochester 
el al. 1987). 

I'MAao 
EXTERIOR 

I'MACIO 
INTERIOR 

.... ........... . -

Fig. 3 Modelo actual del mosaico ftuido para representar la estructura de la membrana 
(Lebo¡og_r el aL 1993) 
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El glucocerebrósido es el principal glicolipido, pero también se encuentran 
pequeñas cantidades de monogalactosildiacilglicerol (MGoo) y digalactosildiacilglicerol 
(0000). La fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE) son los principales 
fosfolípidos en membranas de plantas y de animales. En mamíferos la pe se sustituye en 
algunas ocasiones por esfingomielina (EM), ya que ambos fosfolípidos contienen como 
grupo cabeza a la colina, sin embargo no es muy probable que esto suceda en plantas ya 
que aún DO se ha detectado la existencia de EM en membranas plasmáticas de células 
vegetales. En plantas el ácido fosfatídico (PA), le sigue a la pe y la PE en abundancia. El 
fosfatidilinositol (PI), el cual juega un papel importante en la transducción de seiíales a 
través de la vía el ciclo de fosfoinosítidos, está presente en cantidades menores (Rochester 
el al. 1987). 

En las membranas plásmaticas de animales se observa asimetría con respecto a la 
distríbución de fosfolípidos en ambas caras de la bicapa, como por ejemplo la pe y la EM 
en animales se encuentra preferencialmente en la cara exterior de la bicapa mientras que la 
fosfatidilserina (PS) y la PE se localizan mayormente en la cara citoplásmica. Seria de 
esperarse que hubiera dicha asimetría en las membranas de plantas aunque no hay aún 
evidencia al respecto, el hajo punto isoeléctríco de la superficie apoplástica de estas 
membranas (pi = 3.44.4), sugiere que hay una distribución preferencial de fosfollpidos 
muy ácidos, fosfatidilglicerol (PG) y PA en la cara exterior de la bicapa. 

Los principales ácidos grasos en glicerolípidos de membranas plasmáticas son los 
ácidos palmitico (16:0), linoléico (18:2), y linolénico (18:3), lo cual contrasta con las 
membranas plasmáticas de mamíferos, donde predominan el ácido palmitico, esteárico 
(18:0) y araquidónico (20:4). A pesar de estas diferencias, el grado de insaturación de los 
ácidos grasos en membrana plasmática es similar en membranas plasmáticas de plantas y 
animales (Larsson, 1990). 

1.2.1.2 Composición polipeptídiea. 

Los polipéptidos membranales pueden ser divididos en dos grupos principales: 
integrales (intrínsecos) y periféricos (extrínsecos). Los polipéptidos integrales tienen 
secuencias hidrofóbicas relativamente grandes y se expanden a través de la membrana una 
o varias veces. Por lo tanto los polipéptidos integrales están firmemente anclados en la 
membrana y pueden ser liberados sólo por detergentes o tratamientos similares. Los 
polipéptidos periféricos son hidrofilicos y están enlazados a la superficie de la membrana 
por fuerzas electrostáticas y se les remueve al lavar las membranas en soluciones con 
concentraciones altas de sal y pH (Larsson. 1990). 

Los polipéptidos integrales son de particular interés, ya que ellos constituyen (o son 
subunidades de) proteínas que participan en: transporte de solutos, síntesis de pared celular, 
transducción de señales y transporte electrónico, por lo tanto, están relacionadas con 
funciones de comunicación a través de la membrana como se muestra en la figura. Muchas 
membranas biológicas muestran heterogeneidad lateral, es decir, ciertas proteínas y lípidos 
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se encuentran principalmente en áreas o dominios específicos. 

Se han identificado sólo unos pocos de los muchos polipéptidos que componen la 
membrana plasmática de plantas, tales como: la ATPasa de Ir con un peso molecular de 
lOOkDa, una ATPasa de Caz+ de 140 kDa, un supuesto transportador de sacarosa de 42 kDa 
y el receptor de fusicocina que contiene dos polipéptidos de 30 y 31 kDa. También se han 
clonado otra serie de proteínas integrales tales como: el simportador de aminoácidos 
NAT2/AAPl (Arabidopsis), el cual es un polipéptido de 52.9 kDa (Chang y Bush, 1997) y 
el transportador de lisina-hlstidina (LHTl en Arabidopsis), este es una proteína de 50.5 
kDa (Chen y Bush, 1997). Además se han clonado y caracterizado transportadores de 
azúcares como HUPI y STPI, los cuales son simportadores de glucosa en Arabidopsis, así 
como el transportador de monosacáridos (MSTl), el cual fue clonado de Nicoliana 
labacum; el simportador de monosacárido-Ir, HUP2, en Chlore//a kessleri (alga verde). 
Algunos transportadores de disacáridos como la sacarosa se encontraron en espinaca 
(SoSUTl) y en papa (StSUTI), en Arabidopsis se identificaron AtSUCI y AtSUC2 o de 
Plantago majar, PmSUCl y PmSUC2 (Sauer el al. 1994). 

1.3 La ATPasa de H' de la membrana plasmática. 

La A TPasa de Ir de la membrana plasmática de plantas impulsa el transporte de Ir 
mediante la hidrólisis de A TP. Esta enzima tiene un estricto requerimiento de Mi'+ y es 
específica para su sustrato ATP. Diferentes reportes muestran que la K", para MgA TP se 
encuentra en el rango de 0.3 a 1.4 mM Y el pH óptimo en aproximadaruente 6.6 (Becker el 
al., 1993; Brauer el al., 1989). La actividad específica de la enzima en vesículas de 
membrana plasmática purificada es del orden de 1 a 2 ¡tmolP¡ miémg-' de proteína hasta 
13 ¡tmolP¡ min-'mg-' de proteína (Palmgren y Christensen, 1993). Algunos inlúbidores de la 
actividad de esta enzima son: el vanadato (K¡~ 1 ¡1M), la diciclohexilcarbodiimida (K¡~ 20 
11M) Y el dietilestilbestrol (K¡~ 40 ¡1M). Esta enzima es resistente a la NaN, (5mM) Y a la 
oligomicina (5 ¡tg mr' ; ambos inhibidores de la A TPasa mitocondrial), a 0.1 M de KNO, 
(un inhlbidor de la ATPasa vacuolar) y a 0.1 mM de molibdato (un inlúbidor de fosfatasas 
no específicas presentes en las preparaciones de membrana plasmática). El ciclo catalítico 
de esta enzima implica la formación de un intermediario de aspartil-fosfato en un residuo· 
de la enzima. Por eso, esta enzima pertenece a las ATPasas tipo P, a las cnales también se 
les llama ATPasas E,E" lo cual se refiere al hecho de que este tipo de ATPasas pasan a 
través de dos diferentes estados conformacionales durante su catálisis (Michelet y Boutry, 
1996). 

Esta enzima es estimulada por K+ in vilro~ aunque el K+ actúa como un simple 
efector y no es transportado por la A TPasa. Sin embargo, por analogía con lo que se ha 
observado en levadura, se postula que el K+ se transporta por una asociación estrecha entre 
la ATPasa y un canal de K+ (Briskin y Hanson, 1992; Serrano, 1989). 

La clonación molecular de los genes de A TPasa de Ir ha hecho posible deducir su 
estructura primaria. En Arabidopsis thaliana (JO), Nicoliana plumbaginifolia (9), arroz, 
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maíz, papa y frijol se han aislado varios genes de esta enzima cuyas secuencias 
corresponden a proteínas de 948 a 957 aminoácidos y con una masa molecular predicha de 
104-105 kDa (Michele! y BoulIy, 1996). 

1.3.1 Estructura y (unción. 

Los estudios de hidropatía de la A TPasa de H' de la membrana plasmática en 
plantas han dado diferentes modelos que predicen de ocho a diez segmentos 
traosmembranales. Por analogía a la A TPasa de levadura, se ha propuesto que los extremos 
amino y carboxilo terminales son citoplásmicos (Michele! y BoutIy, 1996). Los cruces 
traosmembranaJes de la enzima delimitan trechos hidrofilicos, los cuales constituyen 
aproximadamente un 80% de la proteina. Se ha predicho que sólo el 7% de la proteína está 
expuesta en la cara exterior de la membrana plasmática y que el resto, una gran región 
hidrofilica intermedia tiene localización citoplásmica al ignal que los extremos amino y 
carboxilo (Wach el al. 1992). Las predicciones de la estructura secundaria son descritas por 
Michelet el al. 1989. Los segmentos traosmembranaJes, de aproximadamente 20 
aminoácidos cada uno, podrían fonnar a-hélices trasmembranales. Estos. jooto con sus 
extensiooes (de los trechos transmembranales) que rodean del exterior hacia la membrana, 
pudieran constituir el canal traosmembranal. Se han asignado funciooes catalíticas a 
diferentes regiones conservadas de la ATPasa por analogía a otras ATPasas tipo-P. La 
secuencia de algunos péptidos después de tripsinizar la enzima y varias secuencias 
nucleotídicas, indican que la A TPasa de membrana plasmática de planta contiene todas las 
regíones conservadas de las ATPasas eucarióticas (E-P) y que además está estrechamente 
relacionada a A TPasas de H' fungales (Scballer y Susman, 1988). 

La región conservada 3 (ver fig. 4), la cnal contiene el intermediario fosforilado, 
estaría localizada eo la apertura citoplásmica del canal, en una posición ideal para acoplar 
el transporte iónico con la hidrólisis de A TP. El acoplamiento implica etapas de 
fosforilación y desfosforilacióo. Estudios de mutagénesis dirigida en levadura dan apoyo a 
la participación de las regiones conservadas 4-7 en el dominio de cinasa, incluyendo la 
unión de ATP Y la formación del intermediario fosforilado y que la región 2 es parte de un 
dominio de fosfatasa separado, el cual cataJiza la hidrólisis del intermediario fosforilado. 
Las A TPasas (E.P) existen eo dos conformaciones, las cuales alternan durante el ciclo 
catalítico. En la conformación El el dominio de cinasa es activo, pero el de fosfatasa no y 
el sitio del enlace del protón en la entrada del canal enlaza protooes con gran afinidad del 
lado citoplásmico de la membrana. En la conformación E, el dominio de fosfatasa es 
activo, mientras que el dominio de cinasa no y el sitio del enlace del protón en la entrada 
del canal une protooes con baja afinidad del lado externo de la membrana. Por lo tanto, 
para que la enzima complete su ciclo catalítico, ésta debe alternarse entre ambas 
conformaciooes para poder realizar el bombeo de protooes (Serrano, (989). 

Es probable que fisiológicamente la A TPasa de H' en plantas se eocuentre en un 
estado autoinhibido, por ejemplo, estudios in vitro sobre la proteólisis controlada de la 
porción de 7 a 10 kDa del e-terminal de la A TPasa de H' resultan en una activación del 70 
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a 590%, el bombeo de W por esta enzima, dependiendo de la especie de planta usada 
(Palmgren el al. 1990, 1991). Este resultado ha sido confirmado por otros reportes. Aunque 
no se asegura que esta activación se presente ín vivo, sugiere algunos mecanismos de 
modulación de esta enzima por otros factores. 

___ CANAL IONICO -....... 

- ro-
APOPLASTO - "'- ro- r- - r-- r--

MEMBRANA 
PLASMATICA 

CITOPLASMA - - - r- - - "--

NH3 - ~COOH 3 

Dominio 7 

1 fosfa(asa Dominio cinasa 

2 4 5 

Fig, 4. Modelo propuesto de la estructura de la A TPasa de W de la membrana 
plasmática en la membrana, dominios y regiones conservadas (seHaladas en negro). 
(Serrano, 1989) 
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1.3.2 Funciones fisiológicas. 

En plantas la toma de nutrientes minerales del suelo ocurre contra un gradiente de 
concenlraeión. El papel de la A TPasa es importante ya que energiza sistemas de transporte 
secundario en la membrana como canales de K+. simportes H'IK+. el simporte H'/NO;. 
etc, asi como otros nutrientes como sacarosa y aminoácidos: simportes de azúcariH' y 
aminoácidosiH'·. Se ha propuesto otra función importante de la A TPasa cuando se somete 
a la planta a estrés osmótico. En células vegetales en cultivo sometidas a estrés osmótico se 
activa el eflujo de H' producido por la A TPasa., esto ilustra que esta enzima puede estar 
permitiendo la toma de K+ seguida por adaptación osmótica y como la A TPasa puede estar 
involucrada en varios fenómenos relacionados con IUrgor tales como el crecimiento celular 
y de la planta, movimiento de órganos y estomal, y tolerancia a la salinidad. El pH 
intracelular se regula por la ATPasa de H' y por la utilización intracelular de H', 
especialmente en el metabolismo de malato. Ya que la ATPasa tiene un pH óptimo de 6.6, 
muy abajo del pH fisiológico de la célula de la planta (7.2-7.5), al acumularse los H' en el 
citoplasma, la actividad de la A TPasa se incrementa, lo que resulta en la expulsión de un 
exceso de H' de la célula. La alcalinización del citoplasma, puede disparar eventos 
importantes en la respuesta a señales hormonales y del desarrollo. Consecuentemente, la 
ATPasa puede actuar como un intermediario en ciertas vías de transducción de señales más 
que simplemente ser un objetivo final (Michelet y BoulIy, 1995). 

1.3.3 Regulación de la ATPasa de 11'. 

1.3.3.1 Modulacióo de la actividad de la enzima por: fosfolípidos, auxioa, luz, y 
cinU8S. 

La capacidad de los fosfolipidos para modular otros tipos de A TPasas tipo P ha sido 
conocida por algún tiempo. Cuando los efectos de estos compuestos fueron probados sobre 
la A TPasa de H' de la membrana plasmática de plantas. se demostró que activan a la 
enzima por incrementar su V ron sin alterar su 1<,. para MgA TP o el pH óptimo (Palmgren 
and Sornmarin, 1989; Palmgren et al. 1990, 1991). Esto muestra que hay gran similaridad 
entre la activación proteolítica (al remover el carboxilo terminal de la enzima) y aquella 
por fosfolípidos. 

Además de la aoxina se han propuesto otras fitohormonas como el ácido abcísico y 
brassinolidos como moduladores de la actividad de la A TPasas de H+ Esto es 
especialmente interesante en el crecimiento celular. ya que la auxina activa la bomba de.Ir 
resultando en el aflojamiento de pared celular. tanto por la ruptura de enlaces lábiles al 
ácido o por activar enzimas líticas dentro de la pared celular (Rayle y Cleland, 1992). Se 
puede tomar en cuenta otro nivel de regulación: postraduccional. Se ha propuesto que la 
A TPasa de H' se transporta a la membrana plasmática por una via secretora. También se 
sabe que la aoxina mejora el flujo membranal del retlculo endoplasmático a la membrana 
plasmática (Hager el al., 1991). Ya que la auxina también induce un incremento rápido 
tanto en la cantidad y la actividad de la A TPasa de W en la membrana plasmática, es 
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probable que su transporte sea acelerado en el proceso. Si se considera la velocidad de la 
respuesta de la auxina observada en el estudio de Hager el aJo (1991), la regulación 
traduccional y la degradación proteínica también pueden estar involucradas. De datos de 
inhibición de síntesis de proteínas por cicloheximida, Hager el aJo sugirieron que la poza de 
A TPasa que era insertada en la membrana de novo durante el tratamiento con auxina tiene 
1Ul8 vida media muy corta de cerca de 12 mino Si esta vida media corta resulta de la 
desestabilización indirecta por cicloheximida de 1Ul8 isoforma estable de la A TPasa o de la 
inducción de Wl8 isoenzima más inestable por auxina, es desconocido. 

Para la inducción del efecto de la luz sobre los estomas se tiene que activar la 
A TPasa de W en células guardia. El mecanismo de esta modulación es desconocido, pero 
es interesante que la activación de la A TPasa de Ir' es paralela a la modificación inducida 
por la luz en el fosfoinosítido de la membrana plasmática y por la activación de una cinasa 
dependiente de Ca'+ Icalmodulina. En avena la A TPasa de Ir' es fosforilada por una cinasa 
estimulada por Ca'+ asociada con la membrana plasmática. Ya que los niveles de calcio 
intracelular durante eventos de transducción de seftales se encuentran en las 
concentraciones que este tipo de cinasa requiere ( 1 a 7 ).lM), se ha sugerido que esta 
enzima puede estar modulando la actividad de la A TPasa. Esto puede ser importante, ya 
que se ha identificado un sitio de fosforilación en el carboxilo terminal (12 kDa) de la 
ATPasa de Ir' del alga Duna/ie/la acidophi/a. Se ha mostrado que un estimulador fúngico 
de naturaleza peptídica induce la desfosforilación de la ATPasa resultando en la activación 
de la enzima (Vera-Estrella el al. 1994). 

1.3.3.2 Modulación de la actividad de la A TPasa por toxinas bacterianas y de bongos. 

Las toxinas comunmente causan un incremento en la pérdida de iones celulares y/o 
agua y es díficil afirmar si esto refleja una acción primaria sobre la membrana plasmática o 
si esto es sólo un efecto secundario debido a decaimiento celular o a la respuesta de 
hipersensibilidad (HR). Esto sugiere que algunas toxinas pueden tener influencia sobre la 
A TPasa de la membrana plasmática. 

Varias micotoxinas tienen como blanco a la A TPasa de Ir' de la membrana 
plasmática, la mejor estudiada de todas es la fusicocina cuyo efecto es activar a la enzima. 
La fusicocina (FC) es una toxina no-selectiva del hospedero, y es el principal metabolito de 
Fusicoccum amygdali, patógeno del melocotón y la almendra (Rasi-Caldogno y 
Pugliarello, 1985). El incremento que resulta de la acción de esta toxina en la toma de K\y 
otros cationes), cr, y agua por las células guarda estomatales, causa la apertura irreversible 
de los estomas y el marchitamiento de las hojas, típico de la enfermedad. Esta toxina activa 
a la ATPasa de Ir' de muchas plantas y aún en el alga Duna/ie/la acidophila, FC 
incrementa la V rM.X de la enzima, si bien hay reportes en conflicto en cuanto a si esta toxina 
decrece la K", para MgA TP. El efecto de 1. FC se manifiesta sólo en valores de pH 
fisiológicos de la planta (7-7.5) Y por tanto no en el óptimo de la A TPasa. La activaciún 
sostenida de la A TPasa de W por FC se explica por un cambio del pH óptimo hacia valores 
más alcalinos, haciendo capaz a la A TPasa de mantenerse trabajando a su máxima 
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actividad a un pH citoplásmico alcalino (Rasi-Caldogno el al. 1993). 

El mecanismo de modulación es indirecto, ya que la molécula a la cual se une FC 
no es la ATPasa misma. Parece que la modulación de la A TPasa por FC involucra al C­
terminal autoinhibitorio de la enzima, ya que el efecto estimulatorio de la FC y la 
proteólisis no son aditivos. El receptor de FC ha sido purificado e identificado como 
perteneciente a la familia de proteínas reguladoras 14-3-3. Los miembros de la familia de 
proteínas 14-3-3 sirven para una multitud de distintas funciones, a través de regular el 
estado de fosforilación de las proteínas. Aunque para fusicocina no se ha demostrado que la 
vía de señalización que conduce a la estimulación de la ATPasa sea a través de la 
modulación de la actividad de proteínas cinasas/fosfatasas (De Michaelis el al. 1996). 

En el caso de la toxina Beticolina-I producida por el hongo Cercospora belicola, 
ésta inhibe la actividad de la A TPasa solubilizada o reconstituida en Iiposomas, por lo que 
se ha sugerido que la A TPasa es un objetivo directo de la Beticolina-I (Gomes el al. 1996). 

Los péptidos NlPI y NlP3 producidos por Rhynchosporium secalis también 
estimulan la actividad de hidrólisis de ATP de la ATPasa de W, esto se refleja en la 
pérdida de rigidez de las células epidérmicos y en daño en la pared celular (Wevelsiep el 
al. 1993). También ciertos estimuladores de Cladospurium fulvum productos de genes avr 
(avirulencia) inducen la desfosforilación transitoria de la ATPasa de W y posteriormente 
una refosforilación en la cual están involucradas dos cinasas. la primera tipo PKC (proteína 
cinasa C) y la segunda es dependiente de Ca2+/Calmodulina. Este mecanismo de 
fosforilaciónldesfosforilación es utilizado por la planta para regular la activídad de la 
A TPasa de W para hacer frente al ataque del patógeno (Xing el al. 1996). 

También varios patógenos bacterianos de plantas producen toxinas que afectan la 
actividad de la ATPasa de W, como la siringomicina, producida por Pseudomonas 
syringae (Bidway el al. 1987). Esta toxina estimula la activídad de la ATPasa de W, sin 
embargo el mecanismo por el cual produce el aumento en la actividad es aún desconocido, 
pero se ha observado que esta toxina induce in vitro la fosforilación de la A TPasa. Esto 
también sugiere que el efecto de siringomicina está mediado por proteínas cinasas 
asociarlas con la enzima (Susuki el 01.1992). 

Es interesante que estudios in vilro demostraron que la suprescina B (supresor de la 
respuesta de defensa de la planta) inhiba la A TPasa de W de la membrana plasmática de 
chícharo en una manera no competitiva (Kato el al. 1993). Este metabolito es producido 
por el patógeno Mycosphaerella pinodes. Sin embargo, inhibe a la enzima en membranas 
aisladas de cuatro especies no hospederas. Por estudios citoquímicos en combinación con 
microscopía electrónica se reveló que la A TPasa era inhibida sólo en la planta de chicharo 
(Shiraishi el al. 1991a). Estos datos indican que los supresores no sólo actúan para inhibir 
el enlace del estimulador al receptor en membranas sino también afectando la vía de 
señalización que conduce a la activación de los genes de la respuesta de defensa. 
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ELICITORES 
FUNGALES 

FUSICOCINA 

IONES, SOL UTOS 

MEMBRANA 
PLASMATICA 

ELICITOR (NO ESPECiFICO) 

Fig. S. Efectos de toxinas microbianas y elicitores fungales sobre la actividad de la 
ATPasa de Ir' de la membrana plasmática. 
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1.3.3.3. Regulación de la expresión génetica. 

Las plantas poseen un gran número de genes que codifican para la ATPasa de H', 
por lo que se ha propuesto que varios de estos genes e isoenzimas poeden estar 

expresándose o funcionando en tipos celulares especificos o bajo ciertas coodiciones 
ambientales. La A TPasa es una de las proteínas membranales más abundantes. aunque en 
promedio esta enzima representa el 1% de la proteína membrana! total, en algunos tipos 
celulares el porcentaje es mayor, como en el caso del cap de la raíz, epidermis, y el cilindro 
central (Larsson, 1990). En otros estudios también se ha encontrado en los vellos 
radiculares y en las células acompañantes del tejido vascular de la planta, siendo el orden 
de reactividad a anti-ATPasa en forma decreciente: células acompañantes. pericicJo, 
parenquima y eododermis (parets--Soler el al., 1990). 

En estudios con la técnica del gen reportero, por medio de fusionar el promotor 
transcripcional del gen de interés en un gen reportero exógeno, el cual codifica una enzima 
cuya actividad se puede medir facilmente, se ha monitoreado la expresión de los genes de 
la A TPasa. Se ha demostrado que el gen de Arabidopsis thaliana aha3 se expresa 
específicamente en el floema de todos los orgáoos analizados, también se encontró la 
expresión en polen y óvulos. Otra isoforma en Arabidopsis ahaJO, se encontró en semilla 
en desarrollo. Un estudio siotilar en N. plumbaginifolia de seis genes de la ATPasa sellala 
nuevamente a su especiaIización diferencial y a la regulación de ellos por factores 
ambientales (Michelet y Bontry, 1996). También se ha propuesto otro nivel de regulación 
de la expresión genética de esta enzima, ya que varios mRNAs de A TPasa presentan una 
región 5' no traducida muy larga (más de 250 nucJeótidos), la cual contiene un pequeño 
marco de lectura abierto (3 a 9 residuos). Estas son características típicas de regulación 
traduccional. El significado fisiológico de estas observaciones y los modos de regulación 
posibles aún no han sido descritos (Michelet y Boutry, 1995). 
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2. HIPÓTESIS 

Dada la naturaleza ant'ipática de la fumonisina B 1> es posible que ésta interactúe con 

la membrana, siendo factible que la fumonisina B, modifique las propiedades de algunos 

componentes membrnnales. 

Ya que uno de los componentes membranales más importantes es la A TPasa de 

membrana plasmática, es posible que la FB, interactúe con esta enzima. 
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3. OBJETIVOS 

Se estudiará el efecto de la fumonisina B, en los siguientes parámetros para 

dilucidar su posible mecanismo de acción sobre la A TPasa de H' en embriones maíz: 

1. En la germinación de embriones de maíz. 

2. En la permeabilidad membranal de embriones de maíz enteros. 

3. En la actividad de la ATPasa de H' de la membrana plasmática en embriones enteros y 

vesículas de membrana plasmática aisladas. 
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4. MATERIALES y MÉTODOS. 

4.1 MATERIAL BIOLóGICO. 

Se utilizaron embriones de semillas de maiz del híbrido H·355 
(pRONASE, 1993). Los embriones se disecaron manuabnente con navaja de un 
sólo filo. Se realizaron las incisiones en la semilla para la separación del embrión 
del endospermo, procurando dejar intactos el escutelo y el eje embrionario. 

4.2 IMBmICIÓN DE EMBRIONES. 

El material utilizado como pipetas, cajas petri (junto con discos de papel 
filtro del diámetro de la caja), matraces, etc., se esterilizó a 120 oC en horno o 
autoclave. También se esterilizó el agua para embeber los embriones en autoclave 
a 120°C por 20 minutos. 

Los embriones se desinfectaron de la siguiente manera: 

- Se lavaron añadiendo a los embriones una dilución en agua 1:37 de una 
solución de hipoclorito de sodio comercial con un contenido de 6% de 
cloro activo y se agitaron por dos minutos. Se decantó la solución de 
lavado y posteriormente se enjuagaron los embriones con agua bidestilada, 
agitando dos minutos (tres veces). 

- Los embriones desinfectados se transfirieron a cajas de petri a las cuales 
se añadió una dilución 1:2 con agua desionizada estéril de una solución 
stock , la cual también fue esterilizada previamente y que contenía los 
siguentes compuestos: KCl 50 mM, MgCl, 1OmM, Tris-HCl 50 mM pH 
7.6, sacarosa 2% y cloramfenicol 10 "glm!. En los casos en que la 
imbibición de los embriones se llevó a cabo con fumonisina BJo se 
adicionó el volumen necesario de una solución acuosa stock de ImM de 
esta toxina para una concentración final en el medio de imbibición de los 
embriones de 10 ó 20 11M según sea el caso. La siembra de embriones se 
realizó en área estéril proporcionada por la flama de un mechero Fisher en 
condiciones asépticas para evitar la contaminación con hongos o bacterias, 
especialmente porque algunas incubaciones fueron muy largas. 

Las cajas de petri se introdujeron a una estufa con temperatura constante 
de 29°C para su incubación (en la obscuridad) por los tiempos que se 
indican más adelante. 
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Al final de la siembra e imbibición de los embriones, todo el material que 
estuvo en contacto con la FB 1 se desinfectó por inmersión con una 
solución de hipoclorito de sodio comercial al 3% por 24 horas o más 
tiempo. 

4.3 DETERMINACIÓN DEL PORCENTAJE DE GERMINACIÓN. 

Se seleccionaron 60 embriones de maíz en lotes de 20 embriones por caja. 
los cuales se distribuyeron en 3 cajas petri. Se pusieron a germinar bajo las 
condiciones descritas en la sección anterior. 

El conteo de los embriones germinados se realizó a los distintos tiempos 
de incubación (4, 8, 12, 16,20,24,.30,36,48,60,72 Y 100 horas). Se consideró 
germinado un embrión cuando la radícula se asomó 2 mm por lo menos de la 
estructura respectiva. 

4.4 MEDICIÓN DEL ESCAPE DE SOLUTOS DE EMBRIONES DE MAíz 
ENTEROS. 

Para medir el escape de solutos de los embriones de maíz se determinó la 
conductancia eléctrica de una solución que contenía a los embriones de maiz. 
Para esto se realizaron los siguientes pasos: 

1.- Se calibra el conductlmetro (conductímetro portátil rango de 0-1999 IlS 
CONMETl HANNA instruments). La calibración se realiza con una solución 
estándar de KCI 0.01 N. 
2.- Se embeben los embriones según se describe en la sección 4.2, ya sea en 
presencia o en ausencia de FB¡ por 24 horas. 
3.- Se enjuaga el exceso de sales del medio de imbibición en los embriones con 
agua desionizada. El enjuague debe ser muy rápido para evitar la fuga de 
electrolitos.autes.de..q¡¡e.ppeda.secJlledida... 
4. Se toma la temperatura del agua desionízada. 
5. Se vierten los embriones en el agua desionizada (35 mI.) del tubo en el cual se 
encuentra el electrodo del conductímetro sumergido y en funcionamiento, y se va 
midiendo la conductancia eléctrica cada 0.5 mino despues cada minuto, 5 minutos 
y por último cada lO minutos hasta las 1.5 horas. 

6. Cuando se termina la medición de conductancia en los periodos sellalados 
anteriormente, se retira el electrodo del conductímetro y se coloca el tubo con el 
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agua y los embriones en agua en ebullición por unos \O minutos. 

7. Después de esto se deja enfriar el tubo y se toma la temperatura hasta que 
llegue a la temperatura a la cual se realizaron las mediciones del experimento y se 
toma la lectura de la conductancia eléctrica. Esta última lectura es la que se toma 
como la de los electrolitos totales. 

4.5 OBTENCIÓN DE LAS VESÍCULAS DE MEMBRANA PLASMÁTICA. 

La obtención de vesículas de membrana plasmática se realizó después de 
la imbibición de 5· \O g de embriones en ausencia o presencia de FB, por 24 horas 
como se describe en la sección 4.2. 

Procedimiento de homogenizaci6o. Se realizó de acuerdo a lo descrito 
por Sanchez-Nieto el al. (1997). Se congelaron los embriones con nitrógeno 
líquido y se bomogenizaron con mortero y pistilo preenfriados (15 min.) hasta 
obtener un polvo fino. Todo el procedimiento se llevó a cabo a 4 oC. Se transfirió 
este polvo fino a un recipiente pequeño y se le añadió medio I en una relación de 
Igde embrión por 2 mI. de medio (El medio I se compone de sacarosa 250 mM, 
EDTA 2 mM, ATP ImM, Tris-HCI 70 mM pH 8.0, DTE o DTT* 4 mM, p­
mercaptoetanol*15 mM, TPCK* 100 "glml, T1.CK* 50 "glml y quimostatina* 
7"glml). En seguida se realizó una segunda homogenización con el triturador de 
tejidos por 2 mio a 12 000 rpm. El homogenado se filtró a través de 4 capas de 
gasa y el residuo se re-homogenizó con la misma relación de volumen de 
tejido:medio. Por último, se combinaron ambos filtrados para posteriormente 
obtener la fracción membranal. El homogenado se centrifugó a una velocidad de 
5000 g por 10 mino 

El sobrenadante de ésta centrifugación fue denominado fracción de 
homogenado sin núcleos (H-N). Posteriormente a esta fracción de H·N se le 
midió cantidad de proteína por el método de Lowry descrito anteriormente. 

Para la obtención de vesículas enriquecidas en membrana plasmática se 
siguió el procedimiento descrito por Larsson el al. (1994), buscándose las mejores 
condiciones para obtener el mayor enriquecimiento en vesículas de membrana 
plasmática (VMP) de embriones de maíz. El procedimiento es como sigue: 

El volumen de fracción de H-N correspondiente a 50 mg de proteína se 
añadió a una mezcla de fases (que se preparó poco antes de usarse o un día 
anterior), pesando en la balanza los siguientes componentes: 
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MEZCLA DE FASES 

CODC. Stock Cantidad Cone. final 

Dextran T-500 20% (P/p) 11.52 g 6.4% 

Polietilen~licol3350 40% (¡¡Ip) 5.76 g 6.4% 

Sacarosa sólida 3.05 g 330 mM 
0.2 KH,PO, pH 7.8 0.675 mI. 5mM 
Agua aforar a 27g 

Después de agregar la fracción de H-N, se ajustó a una concentración de 
KH,PO, 5 mM pH 7.8, 330 mM de sacarosa y a un peso de 9 g. 

La fracción de H-N más la mezcla de fases se agitó invirtiendo 25 veces el 
tubo para centrifugarse después a 1500 g por 5 minutos a 4°C De ésta 
centrifugación se lograron separar dos fases: La superior (pEG) a la que se le 
denominó U 1 (constituida preferencialmente por las vesículas de membrana 
plasmática) y la fase inferior (Dextran), L, (constituida por otras vesículas 
celulares). 

Por último, la fracción de U, enriquecida en vesículas de membrana 
plasmática se diluyó 1:1 en sacarosa 250 mM Y Tris/HCI pH 7.5 10 mM y se 
centrifugó a 100,000 g por 3.5 bs. a 4°C. El sedimento obtenido se resuspendió en 
200-S00JJI de medio n (éste tiene la misma composición que el medio 1 pero no 
contiene Il-mercaptoetanol), almacenándose en alícuotas de 50-lOO ¡ti, a _70°C 
Esta fracción es la que se utilizó para medir la actividad de hidrólisis de A 1P. 

4.6 MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE HIDRÓLISIS DE ATP. 

Para realizar este ensayo se utilizó un volumen final de medio de hidrólisis 
de 150 I'i. Este medio contiene sacarosa 250 mM, Tris/HCI 20mM (pH 7.0), 
CCCP 7¡¡M, A1Prrris 10 mM (pH 7.0), MgCl, 10 mM. Además, 
Iisofosfatidilcolina 100 11M para los casos en que se indica. También se utilizaron 
inhibidores especificos para algunas enzimas presentes en la fracción obtenida de 
vesículas de membrana plasmática. N.N, 1 mM se usó para inhibir. la A 1Pasa 
de W mitocondrial y Na, VO, 200 !1M para la A 1Pasa de W de la membrana 
plasmática. Para la medición de la actividad de A TPasa en presencia de FB¡ se 
agregó esta toxina en las siguientes concentraciones según se señale en el 
experimento 5, 10,20, 50, 60 !1M. 

*Éstos se ai!adieron justo antes de usarse la solución 

28 



4. MATERIALES Y MÉTODOS 

La reacción se inició con la adición de 5-10 ¡Lg de proteína, dejándose proceder 
por 1,2 03 hs a 30°C; la reacción se detuvo con la adición de 150 ¡LI de SOS 24% 
(99.9% de pureza). La hidrólisis de ATP se midió con la liberación de fosfatos y 
los resultados se expresaron en nmolPi mg" h". La cuantificación del fosfato 
liberado se llevó a cabo por el método de González-Romo el al. (1992) descrito 
en la sección 4.7. 

Al final de los experimentos todo el material que estuvo en contacto con 
FB, se desinfectó cen una solución de hipoclorito de sodio al 3% por 1 día 
aproximadamente, 

4.7 DETERMINACIÓN DE FOSFATO INORGÁNICO. 

Para la determinación de fosfato inorgánico se utilizó el método de 
González-Romo el al. (1992). Para realizar el ensayo de determinación de fosfato 
inorgánico todas las soluciones, así como el material de vidrio que se utilice, 
deben estar contenidas en recipientes libres de fosfato inorgánico, Esto se logra 
lavando el material de vidrio con un detergente libre de fosfatos (Extran) y luego 
sumergiéndolo en ácido sulfiírico concentrado. En este procedimiento se 
añadieron 150 ¡ll de la muestra con fosfatos o la solución estándar de fosfato de 1 
mM de K,HPO, y se aforó con agua bidestilada a 150 1'1 , se le añaden 150 ¡LI de 
SOS al 24% y 300 ¡Ll de mezcla B-C ( molibdato de amonio al 2% y ácido 
ascórbico al 12%, disueltos por sepamdo en HCI 1 N Y mezclados en relación 
1:1), La mezcla se incubó de 3-10 min a tempemtura ambiente y se agregaron 
después 450 ¡Ll del reactivo E (citrato de sodio 2%, metaarsenito de sodio 2% y 
ácido acético 2%). Después de 20 min a temperatura ambiente se midió la 
absorbencia de las muestras a 850 nm. 

4.8 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA. 

Se determinó la concentración de proteína por el método de Lowry 
modifieado por Peterson (1977). Se llevó a cabo el procedimiento que se indica: a 
0.9 mI. de agua bidestilada se añadieron de 2-5 1'1 de la muestra problema ( si es 
homogenado sin núcleos 2 ¡LI , si es fracción de membrana plasmática se añaden 
2-5 ¡tI de medio TI como blancos). Se añadieron después 0.1 mI de DOC 
(desoxicolato de sodio) al 0.15 %, seguido por la adición del reativo A (partes 
iguales de agua bidestilada, NaOH 0.8N, SOS al 10% y CTC que es una solución 
de Na,CO, 10%, CUSO, 0.1% y K,C,H.,06 0.2%). Además de estos reactivos se 
añadieron 0.5 mI. de reactivo B ( I volumen de reactivo de Folin Cincalteu más 5 
volúmenes de agua bidestilada). Se espeTÓ 30 minutos y se midió la absorbancia 
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de las muestras en un espectrofotómetro UVI60 SHIMADZU a 750 nm. Parn la 
curva estándar de proteína se usaron de 10 a 100 I'S de BSA (Albúmina de suero 
de bovino), siguiéndose el mismo tratamiento indicado para las muestras. 

4.9 CÁLCULO DE LAS CONCENTRACIONES DE SUSTRATO 

Se añadieron cantidades equimolares de A lP Y Mg al medio de reacción. 
El cálculo de las especies presentes a pH 7.0 se realizó considerando las 
constantes de disociación parn las especies ácidas A lPHt Y A lPH'" expresarlas 
como constantes de estabilidad global y las constantes de estabilidad global para 
los complejos A lPMg, A lPH2Mg, A lPHMg" Y A lPMg'". Los valores usados 
fueron 7"3XIO' mor' para AlPMg, 1.78XI012 mor'parn AlPH2Mg, 
4.45XIO'mor' para AlPHMg" y 8.9X101O mor' para AlPMg2

". El complejo 
predomínaote a pH 7"0 fue A lPHMg"1 Las concentraciones de sustrato nsarIas 
están expresarlas en términos de la concentración de AlPHMg", las cuales se 
calcularon por un programa de computadora (FORTRAN IV) según lo describen 
O'Sullivan y Smitthers (1979). 

30 



4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.10 ANÁLISIS cINÉTICO. 

Los datos de hidrólisis de A TP a diferentes concentraciones de sustrato fueron 
analizadas usando un programa de regresión no-lineal, ajustándolos a la ecuación 
de tipo hiperbólico correspondiente a la ecuación de Michaelis-Menten: 

Yo 
Y~[s) 

Km + [s) 

Para el análisis de los datos de dobles expresados como recíprocos de la 
actividad de la ATPasa se utilizó un programa de regresión lineal que ajustaba los 
datos a la ecuación del recíproco de la ecuación de velocidad para inhibición del 
tipo acompetitivo: 

IKml 1 [l] 

-~--+ -[1+--] 
Y Y_ [S) Y""", K¡ 

Para esta ecuación se considera y ~ mx + b, en donde m (pendiente) 
corresponde a K./V""" y b (intercepto con el eje) corresponde a IN""" [1+ [I]/K¡] 
Y a la ecuación: 

1 
b ~ -- + -- (1) en donde el intercepto corresponde a IN""" Y la pendiente 

Y""" Y~,K¡ alN"""K¡. 

Para l. obtención de K¡ se utilizaron los datos obtenidos del análisis de regresión 
lineal m y b, Y entooces se despejó el valor K¡ . 
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s. RESULTADOS 

Primero se determinó el efecto de la FB, sobre la germinación de los embriones 
de maíz. Para esto se midió el porcenÚ\je de germinación de los embriones de 
maíz durante un período de aproximadamente 100 horas según se describe en la 
sección 4.3 de materiales y métodos. Los datos obtenidos se representan en la fig. 
6. En esta figura se observa que el porcentaje máximo de germinación de los 
embriones control fue de 90 a 100% y el de los embriones embebidos con FB, en 
una concentración de 20 ¡1M de un 85%. También se observó que la P50, es decir, 
el tiempo de imbibición en el cual la población de embriones ya ha germinado en 
un 50%, para los embriones control fue de 24 horas mientras que para los 
embriones embebidos con FBI era de 48 horas. Esto indicaba que la FB, no 
sup.ime significativamente el porcentaje máximo de germinación de los 
embriones pero si afecta la velocidad en que estos embriones germinan. 

A partir de éstos datos se seleccionó un tiempo de 24 horas para la 
imbibición de los embriones de los que se obtendrían vesiculas de membrana 
plasmática para los estudios de actividad de la A TPasa de ¡.( de la membrana 
plasmática. A las 24 horas de imbibición el porcentaje de germinación de la 
población de embriones fue del 50% o más, y fue un tiempo al cual no había 
riesgo de contaminación o crecimiento de microorganismos en los embriones o en 
el medio de imbibición, lo cual facilitó su manipulación. 

En la hipótesis se babia planteado que la naturaleza antipática de la 
molécula de la fumonisina BI la hacia un buen candidato para interaccionar con 
la membrana plasmática de las células del embrión de la semilla de maíz. El 
observar el efecto de la FB, sobre al menos una propiedad membrana! nos 
proporcionada una prueba de esta posible interacción con la membrana 
plasmática. Una de las propiedades que pueden ser modificadas por la acción de 
la molécula de la FBI es la permeabilidad membrana!. Un método rápido y simple 
aunque indirecto de medir la integridad de las membranas celulares y por tanto de 
su permeabilidad, es la cuantificación de la fuga de solutos o en este caso 
electrolitos, a través de las membranas celulares por la medición de la 
conduetancia eléctrica en un fluido como agua desionizada. Se realizó la 
medición de los electrolitos liberados por los embriones en agua desionizada 
después de una imbibición de 24 horas en ausencia y en presencia de 10 Y 20 J..tM 
la FBI. Los resultados obtenidos se grafican en la fig. 7 , en donde se observa 
inicialmente que hay una fuga rápida de eléctrolitos en los primeros minutos de la 
medición posteriormente esta fuga va siendo menor basta llegar a una meseta, 
donde los incrementos de la conductancia en función del tiempo es muy lenta. De 
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aquí se obtiene que el porcentaje máximo promedio de electrolitos liberados por 
los embriones embebidos sin fumonisina (control) fue de un 26% mientras que 
para los embriones embebidos en presencia de la FB¡ 10 Y 20 11M fue de 39.6% Y 
43% respectivamente, lo que representa un 52% y 65% sobre el valor promedio 
del control para eada una de las concentraciones de la FB¡ utilizadas en l. 
imbibición. Esta diferencia se hizo más evidente a tiempos largos de la 
determinación de electrolitos. 
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Fig. 7. Medición de la conductancia eléctrica de electrolitos liberados de 
embriones de maíz en agua desionízada. 20 embriones de maíz por 
tratamiento fueron em.bebidos en la ausencia y presencia de la FB. por 24 
boras. Posteriormente fueron transferidos a agua desionizada para m.edir la 
conductancia eléctrica del Ouido a los tiempos indicados en la gráfica. 
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paJa poder observar si la actividad de la ATPasa de H' de la membrana 
plasmática, era afectada por la FB¡ realizamos dos tipos de experimentos: 1) 
medición de la actividad de hidrólisis de ATP de vesículas de membrana 
plasmática de embriones de maíz que habían sido embebidos 24 horas en 
ausencia de la FB¡ yen presencia de esta toxina en concentraciones de 10 Y 20 
¡1M (experimentos de la acción de la toxina in vivo) y 2) medición de la actividad 
de hidrólisis de ATP en presencia de la FB¡ 10 Y 20 ¡1M adicionada al medio de 
reacción de la actividad de la enzima, la cual se encontraba en vesículas de 
membrana plasmáticas de embriones embebidos 24 horas sin la FB¡ 
(experimentos de la acción de la toxina in vi/ro). 

Estos dos tipos de experimentos dieron información del efecto de la FB¡ 
sobre la actividad de la A TPasa 1) in vivo y 2) in vitro. En el primer sistema 
podrán participar elementos membranales y citosólicos, ya que las membranas y 
las células en general son expuestas in silu a la toxina. En el segundo sistema 
podrán involucrarse sólo elementos membranales ya que la toxina es añadida a 
una preparación de membranas plasmáticas (como se describe en la sección 4.6). 
Los resultados obtenidos se presentan en las tablas 1 y II . En estas tablas se 
presentan las actividades de hidrólisis de ATP totales (o sea toda la hidrólisis de 
A TP presente en la prepaIación membranal), así como la actividad de hidrólisis 
de A TP correspondiente a la A TPasa de la membrana plasmática. Esta última 
medida de dos maneras: una indirecta (i) y otra directa (d) como la actividad de 
hidrólisis de A TP no inhibida por azida (inhibidor de la A TPasa mitocondrial) y 
como la actividad de hidrólisis de ATP inhibida por vanadato (inhibidor 
específico de la A TPasa de membrana plasmática). Por eUo se calculó la 
diferencia entre la actividad de hidrólisis de ATP total (la actividad en ausencia 
de inhibidores de A TPasas) y la actividad de hidrólisis de A TP que fué inhibida 
por azida o vanadato. 

En la tabla 1 se presenta el efecto in vivo de la FB¡ en las actividades de 
hidrólisis de ATP, obteniéndose que la actividad total de hidrólisis de ATP era 
inhibida entre uo 18 y un 20 % en embriones embebidos con la FB¡ 10 y 20 ¡1M 
respectivamente, comparado con el control. 

Se encontró que la actividad de la A TPasa de la membrana plasmática se 
inhibió cuando los embriones se embebieron con la FB¡ siendo la inhibición de uo 
35-43 % (considerando las formas directa e indirecta de medir la actividad de 
ATPasa de la membrana plasmática) a la concentración 10 ¡1M Y de 24-30"10 a la 
concentración de FB¡ 20 ¡1M. Es importante hacer Dotar que los resultados 
obtenidos de las dos formas en que se mide la actividad de A TPasa de membrana 
plasmática son muy similares lo que nos da confianza en los valores medidos de 
esta actividad. 
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TABLA L- EFEcrO IN VIVO DE FUMONISINA B. SOBRE LA 
HIDRÓLISIS DE ATP DE EMBRIONES DE MAÍZ. 5.0 g. de embriones de 
malz del hibrido H-355 se embebieron durante 24 horas con FB. adicionada 
al medio de imbibición en concentraciones delO y 20 "M (el control proviene 
de embriones elDbebidos en las misma condiciones que los anteriores pero en 
ausencia de la toma). De los embriones embebidos en este período se 
oblnvieron las veslCllIa. de membrana plasm'tica con las que se midió la 
hidrólisis de A TP por dos hora., conteniendo en el medio de reacción una 
concentración final de sastrato ATP-Mg de 8.11 mM a pH de 7.0. La reacción 
de hidrólisis de A TP se comeDZÓ adicionando al medio de reacción de 5-10 "g 
de protelna membraaaL La actividad total de hidrólisis de ATP es la 
actividad medida en ausencia de inhibidores específicos de ATPasa •. La 
actividad de ATPasa de membrana plasmtica se determiBó por medir la 
bidrólisis de ATP en presencia de azida de sodio (ATPasa de MP(I) y también 
por medir la actividad de la bidrólisis total de A TP que es inhibida por 
YaOadato de sodio (ATPasa de MP(4). 

Hidrólisis de ATP (nmolPi/rng proteína/h) 
Actividad Control lO 11M %Inbibición 2011M %Inbibición 
._. ______ .. __________ FB. ___ .__ FBI .. ____ FBL_ ..... __ .FBL._ ...... _ 
TOlal 
A TPasa de MP(d) 

A TPasa de MP", 

1357±124 
1094±114 
1025±134 

1091±123* 20 1 114±333* 18 
621±J3S* + 43 762±J36*+ 30 
669±193 * 35 781+144 24 

(i) :: Actividad medida como insensible a azida. 
(d) ~ Actividad medid. como oensible a vaoadato 
• Estas medias son significativamente distintas: del control sobre la base de la prueba estadística de 
la tde Student en Ja queP< o.OS. 

+ Estas medias son estadísticamente distintas entre sí 
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Cuando el efecto de la FB, sobre la ATPasa se midió in vilTo se observó 
que la actividad total de hidrólisis de ATP se inhibió de un 23-26% cuando se 
añadió FB, al medio de reacción de hidrólisis de ATP. La actividad de hidrólisis 
de A TP correspondiente a la A TPasa de la membrana plasmática disminuyó con 
respecto al control un 31 % al agregarse una concentración de 10 ¡1M de FB, y de 
un 23-28% a una concentración de 20 J.iM de FB, en el medio de hidrólisis de 
ATP. 

Ya que el efecto de la FB, sobre la ATPasa era inhibitorio, se exploró el 
tipo de inhibición que esta toxina producía con estudios clásicos de cinética Lo 
primero que se hizo fue medir la actividad de la enzima a diferentes 
concentraciones del sustrato A TP-Mg (A TPHMg es la especie predominante a 
pH= 7, que es el pH al cual se realizó el experimento). Todas las mediciones de la 
actividad se hicieron sin agregar la FB, al medio de hidrólisis de ATP. De esta 
manera obtuvimos el patrón del comportamiento cinético de la enzima en 
ausencia del inhibidor. 

Los resultados de estos experim ... 'Iltos se muestran en las gráficas de 
actividad de hidrólisis de ATP vs la concentración de ATPHMg (Fig. 8). Los 
datos calculados de Km y V =. para cada experimento independiente, se 
muestran en la tabla ID. Como se puede observar de las gráficas, en ocho 
diferentes experimentos la enzima presentó un comportamiento cinético que se 
ajustó matemáticamente a una curva hiperbólica, que correspOnde a un sistema 
saturable, del tipo que describe la ecuación de Michaelis-Menten. Esto se 
corroboró en los regráficos de los dobles recíprocos de los datos de en las gráficas 
anteriores. En estos gráficos se observó el trazo de una linea recta que 
corresponde al patrón de enzimas michaelianas en las gráficas tipo Linewaver­
Burk. En la tabla ID se pueden observar los valores de Km y V ~ calculados de 
los experimentos realizados (n= 7), en donde el valor promedio para Km fue de 
1.24 mM Y el de V =. de 2311 nmolPilmg/h. 
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TABLA 0.- EFECTO L'V VITRO DE FBI SOBRE LA HIDRÓUSIS DE A TP 
EN VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA DE EMBRIONES DE 
MAIZ. Se embebieron embriones de maíz del bíbrido 8-355 durante 24 
horas, posteriormente de estos embriones se obtuvieron las vesículas de 
membrana plasmática con las cuales se midió la bidrólisis de A TP (total, de 
ATPa .. de MPm Y de ATPasa de MP(d) en las mismas condiciones del 
experimento anterior, pero en presencia de FR. al medio de bidrólisis de A TP 
en concentraciones de 10 y 20 11M. 

Hidrólisis de ATP (runolPi/rng proteína/h) 
Control IO¡tM %Inhibición 20¡tM %Inhibición 

.FBJ .JBL ........ FBL ......... FBL .. . 
Toml 1613±554 1 247±262 23 1I9I±359* 26 
ATPasa de MP(d) 973±388 672.i129· 31 747±355 23 
ATPasa de MP(Q 1347±396 931+76' 31 976+106' 28 
(i) - Actividad medida como insensible a aziela. 
(d) = Actividad medida como sensible a vanadato 
• Estas medias son significativamente distintas del control sobre la base de la prueba estadística de 
la t de Student en la que P< 0.05. 
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Fig. 8. Cinética de hidrólisis de ATP de la ATPasa de la membrana plasmática de embriones 

de maíz embebidos 24 horas en ausencia de la FB¡, Se realizó la medición de la hidrólisis 

de ATP variando la concentración de sustrato ATPHMg como se describe en materiales y mé­

todos. La actividad de membrana plasmática se midio como la actividad de hidrólisis de A TP 

insensible a azida. Se presentan aquí los datos de 7 experimentos independientes, cada punto 
es el promedio de un triplicado. Los resultados se ajustaron por análisis de regresión no-lineal 

a la ecuación de una enzima que se comporta según la ecuación de Michaelis-Menten. 



s. RESULTADOS 

TABLA 10.- CONSTANTES CINÉTICAS CALCULADAS PARA LA 
ACTIVIDAD DE HIDRÓLISIS DE ATP DE LA ATPASA DE Ir' 
MEMBRANA PLASMÁTICA DE EMBRIONES DE MAÍZ GERMINADOS 
DURANTE 24 HORAS. De embriones embebidos durante 24 horas se 
obtuvieron vesíc .... de .. embrana plasmática y se midió la hidrólisis de A TP 
con coDcenlnlciones de sustrato ATPHMg de 0.18, 0.3, 0.5, 0.9, 1.5, 2.8, 4.5, 
6.0. 8.0 mM. La concentración de Mi' libre se mantuvo constante a 0.035 
mM. Los resultados obtenidos se procesaron con un programa de análisis no 
lineal correspondiente a una curva hiperbólica correspondiente a la ecuación 
de MichaeIis-Menten. De este análisis se obtuvieron los valores 
correspoadieates • V ... Y K,.. 

A. Experimento Constantes cinéticas 
K.n 

... _. __ ......... __ ........... 11ll11A2 .. 
1 1.62 
2 0.47 
3 1.62 
4 0.58 
5 1.04 

V~ 

....... (nlll()ll'iJl1l&'!t2 
\167.\3 
557.92 
2080.97 
958.75 
2009.41 

6 
7 

2.17 2453.12 
.:.;;1.2"-____ ...:;3:::84.::5"'.7:.::6_ . ___ . 

B. Valores promedios 
K.n promedio V ~ promedio 

. ___ i!t!ML __ .. _.. ..(nmo'!pjI!"~L 
t.24± 0.61 2311±978 
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Habiéndose establecido el comportamiento cinético de la enzima y sus 
constantes cinéticas, se procedió a realizar la medición de la actividad de ATPasa 
de membrana plasmática a distintas concentraciones del sustrato y bajo diferentes 
concentraciones de la FB¡_ Los resultados obtenidos se graficaron como el 
porcentaje de actividad con respecto al control (actividad de A TPasa medida sin 
FB¡), en función de la concentración de FB, y se presentan en la figura 9A-F. Se 
observó que a medida que se incrementó la concentración de sustrato para medir 
la actividad de la enzima, en presencia de distintas concentraciones de FB¡ las 
pendientes de las curvas trazadas se fueron baciendo más negativas. De los datos 
de estas familias de curvas se calculó la 1"" es decir la concentración de FB¡ a la 
cual se inhibe el 50"10 de la actividad de la enzima (Tabla lV). Se obtuvo que a 
concentraciones de 0.3 y 0.9 de ATPHMg, las concentraciones de FB, que se 
necesitaban para inhibir la actividad de esta enzima eran enormes. Sin embargo, a 
medida que se incrementaba en el medio de reaccÍón la concentración del 
sustrato, disminuía la cantidad de FB, que se necesitaba para inhibir parciabnente 
la actividad de la enzima, hasta llegar a la concentración de sustrato de 8.0 mM. 
con la cual la concentración de FB, necesaria para inhibir la actividad de la 
enzima un 50% es de 33.8~. 

Para obtener las constantes cinéticas de actividad de hidrólisis de ATP en 
presencia de FB¡ se graficaron las actividades obtenidas en función de la 
concentración del sustrato A TPHMg. La gráfica que se obtuvo se presenta en la 
figura lOA . Aquí se observa claramente que si se traza una curva para cada 
concentración de FB¡ probada a lo largo de varias concentraciones de sustrato, la 
concentración de sustrato con la cual se llega a la saturación de la enzima es 
menor a medida que se aumenta la concentración de FB ,. Esto se observa 
claramente por los valores de la V =, Y de la Km calculados para cada una de 
estas curvas (Tabla V). Dicho de otra manera, concentraciones altas de sustrato 
parecen favorecer el efecto inhibidor de la FB ,. 
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diferentes preparaciones de membranas plasmáticas en presencia de FR, 
cuando se varia la coaeeatraeió. de .... trato A TPHMg. Se midió la hidrólisis 
de ATP de la enzima en presencia de concentraciones de FR, entre 5 y 50 11M 
Y a distinta. concentraciones de .... trato A TPHMg : A) 0.3 (tineas 
discontinuas), 0.9 (\lneas continuas), B) 1.5 (líneas discontinuas), 2.8 (lineas 
continuas), C) 6.0 Y D) 8.0 mM. Las curvas represeatadas de A}-D) 
eorrespoJldea a experimentos independientes. E) Actividad de bidrólisis de 
ATP promedio ea presencia de FR, 5-50 11M para 0.3, 0.9, 1.5,2.8,6.0 Y 8.11 
mM de ATPHMg. JI) Actividad de hidrólisis de ATP en presencia de FR" 
representada como porcentaje de actividad con respecto al coJltrol (actividad 
de 'idrólisis de ATP en ausencia de FR,) en la. concentraciones de 
ATPHMg: 0.3,0.9,1.5, 2.8, 6.0 Y 8.11 mM, mismas que se muestran en E). 

TABLA IV.- 1" PARA LA FR, CALCULADAS PARA LA IIIDRÓLlSIS DE 
ATP A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE SUSTRATO. La actividad 
de hidrólisis de A TP fue medida en vesiculas de membrana plasmática de 
embriones embebidos 24 horas (sin la FB,). En este experilDento se realizaron 
las medíeioJles con concentraciones de sustrato de ATPHMg de 0.3, 0.9, 1.5, 
2.8, 6.0 Y 8.0 mM. Para cada una de las concentraciones de sustrato se midió 
la hidrólisis de A TP adicionando al medio de hidrólisis concentraciones de la 
FR, de 5, 10, 20 Y 50 11M. Los cálculos de la I,. se realizaron con un programa 
de computadora con la ecuación de 1 .. que es Ao·I50JI50+X. 

ATPHMg(~_._._~. ____ .... 
0.3 00 

0.9 00 

1.5 95.1 
2.8 82.8 
6.0 38.0 
8.0 33.8 
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TABLA V.- CONSTANTES CINÉTICAS CALCULADAS PARA LA 
ACTIVIDAD DE HIDRÓLISIS DE ATP DE LA ATPASA DE MEMBRANA 
PLASMÁTICA EN PRESENCIA DE CONCENTRACIONES 
CRECIENTES DE FB,. De embriones embebidos durante 24 lloras se 
obtuvieron vesícula. de membrana plasmática y se midió la hidrólisis de ATP 
con concentraciones de .u.trato ATPHMg de 0.18, 0.3, 0.5, 0.9, 1.5,2.8, 4.5, 
6.0, 8.0 mM. l'ara cada una de esta. concentraciones de sustrato se midió la 
aetividad de hidrólisis en presencia de concentraciones de la FB, eDtre 5, 10, 
20 Y 50 11M. Los resultados obtenidos se procesaron con UD programa de 
análisis no lineal como en el ca.o de los datos de la tabla V. 

FB, 

.. _JIllML. 
O 
5 
10 
20 
50 

Km 

.{rnM! 
1.32 
0.78 
0.56 
0.30 
0.18 

CODstantes cinéticas 

V= 
... .....RIll()II'i/lllpll. __ .. 

2608.30 
2141.18 
1742.39 
1226.18 
1065.49 

Para determinar el tipo de inhibición que producía la FB¡ se realizó el 
gráfico de los recíprocos, es decir el inverso de la actividad de A TPasa vs. el 
inverso de la concentración de sustrato. Como se observa en la figura 10B se 
obtuvo un conjunto de rectas paralelas, las cuales interseclan el eje IN (inverso 
de la velocidad de la enzima) dando valores menores a medida que se incrementa 
la concentración de la FB¡. Este es un patrón típico de una inhibición del tipo 
acompetitivo. Esto fue corroborado por el gráfico de Dixon (IN vs 
concentración de la FB¡).el cual también presentó un patrón de rectas paralelas, 
característico de acompetitividad. A partir de estos datos se graficaron los valores 
de los interceptos de las rectas trazadas en Mción de la concentración de FB¡ y 
se calculó la K; (según se describe en la sección 4.10 de la sección de materiales y 
métodos) para una inhibición del tipo acompetitivo, obteniéndose un valor de 
10.5 ¡M. 

44 



S. RESULTADOS 

A) 

B) 

• <5 

."" 

.al 

~ 

• 
• 
• • 

• 
• 
• 

• 
• 

O~~~--~'-~--r-~-r~--,-__ --,T-~ 

'0018 

'1D18 

.0014 

.1D12 

OlXXO 

o.,.. 

o 2 3 4 5 6 

· '" • <5 
• ~o ... . .., 

1/ATI'HMg 

4S 



S. RESULTADOS 

C) 
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[FB,1 

Fig. 10. DetermiD.ción del tipo de inbibición de la FB, sobre la actividad de la 
ATPasa de H" de la membrana plasmática por análisis cinético. A) Se 
preoenta la actividad de bidrólisis de A TP en fundón de 12 concentración de 
sustrato A TPBMg, para concentradones de FB, añadida al medio de 
bidrólisis de S, 10, ZO y SO !1M. Los resultados obtenidos se procesaron 
matemáticamente con un programa de análsis no-lineal. B) y C) Gráficos de 
Lineweaver-Burk y Dixon para 12 determiDadón del tipo de iDbibición de la 
FB, sobre 12 ATPasa de H" de la membrana plasmática. De los datos 
obtenidos de la r¡gura A) se cal<ul.ron los recíprocos de la activid.d versus el 
recíproco de la concentración de snstrato para cada una de las 
concentradones de la FB, que se usaron en B) y C). A los resultados 
obtenidos se aplicó un programa de análisis de regresión lineal. 
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6. DISCUSIÓN. 

Efecto de la FBt sobre la germinación de embrioaes de maíz. 

El propósito de este trabajo fue estudiar el efecto de la micotoxina fwnonisina BIen 
la membrana plasmática de plantas, específicamente sobre la A TPasa de H' de la 
membrana plasmática de embriones de maíz en germinación. Ya se babía reportado que la 
FBI tenia propiedades fitolóxicas hacia varias especies de plantas, entre eUas el maíz (Van 
Asch el al. 1992) y se ha observado que la producción de esta toxina por F. moniliforme 
tiene un papel importante en la virulencia de este microorganismo en plántulas de maíz 
(Desjardins el al. 1995). Además de estos datos en estudios efectuados sobre el efecto de 
FBI en la germinación de semillas de maíz, se reportó que la FBI no inhibía la emergencia 
de la radícula, es decir no inhibía la germinación, y que al variar la concentración de FBI 
de 1.4 ¡.1M a 140 ¡.1M no babía diferencia en los porcentajes máximos de germinación de 
las semillas. Sin embargo, sí se observaha diferencia en el crecimiento de la radícula al 
incrementar la concentración de la FBI en el tratamiento de las semillas de maíz en 
germinación, disminuyendo el crecimiento de la mdícula en las semillas con siete días de 
germinación (DoehIert el al. 1994). Dumnte el presente estudio del efecto de la FBI en los 
embriones de la semilla de maíz, se encontró también que la FBI no inhibía la germinación, 
puesto que los porcentajes máximos de germinación de los embriones embebidos con la 
FBI en concentración 20 ¡.1M fueron similares al que presentaban los embriones embebidos 
sin la FBI' Sin embargo, el hecho de que la germinación fuera más lenta en embriones 
tratados con la FB¡, puede ser consecuencia del efecto inhibitorio de la FBI sobre el 
crecimiento de la radícula, ya que se considera germinado un embrión cuya mdícula mide 2 
mm. de longitud. Aunque aún no se ha dilucidado el mecanismo por el cual la FBI inhibe el 
crecimiento mdicular, sí se ha observado que la FBI inhibe amilasas de bajo pi que pueden 
ser importantes para la hidrólisis del almidón durante el proceso de germinación (Doeblert 
el al. 1994), además de que los productos de hidrólisis de este material de reserva son 
importantes para el crecimiento celular, especialmente para las células de la radícula 
(Simon, 1984). Otra posibilidad es que el transporte de estos productos del almidón y de 
otros hacia la células de la radícula se viem afectado por la acción de la FB¡, haciéndolo 
más lento. Dentro de esta posibilidad una de las actividades importantes que podría resultar 
afectada es la de la A TPasa de H' de la membrana plasmática, toma parte en el 
funcionamiento de sistemas de transporte de nutrientes (Michelet y Boutry, 1995), así 
como para el crecimiento celular (Hager el al. 1991 j. 

Efecto de la FBI sobre la permeabilidad membranal de embriones de malz en 
germinación. 

Un hecho bien documentado es que cuando las semillas se ponen a germinar, la 
imbibición en agua es acompañada por una fuga de solutos como iones, además de una 
gran variedad de azúcares. ácidos orgánicos y aminoácidos. La fuga de estos componentes 
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es mayor en embriones de las semillas en las que se ha removido la testa. Se sabe que esta 
fuga de sustancias proviene del citoplasma y la vacuola, lo cual nO debería ocurrir debido a 
que éstas son retenidas naaturalmente por la membrana plasmática de las células. Se ha 
propnesto que las membranas celulares más extensas, tonoplasto y membrana plasmática, 
han perdido su integridad durante la etapa final de la formación de la semilla y el posterior 
estado seco. Esta pérdida de capacidad retentiva se expresa al primer contacto con el agua 
de imbibición. Pero a medida que la imbibición continúa, la integridad membraual se 
restablece, disminuyendo la fuga de posterior solutos (Simon y Raja-Harun, 1972). 

En concordancia con lo dicho anteriormente, se ha reportado que algunas toxinas, 
especialmente toxinas no-selectivas del hospedero, ocasionan en plantas un incremento en 
la pérdida de iones celulares y/o agua. En general, éstas son toxinas con estructuras 
anfipáticas, es decir, estructuras tipo detergente (como por ejemplo beticolinas, 
siringomicina y ácido fusárico), las cuales podrían interactuar directamente con la fase 
Iípídica de la membrana plasmática, interrumpiendo la estructura membraual. Sin embargo, 
no se pnede descartar un efecto sobsecuente en las endomembranas celulares, 
particularmente al incrementar las concentraciones de la toxina (Kauss, 1990). La FB, con 
su estructwa antipática podría ser un caso parecido. ya que se reportó que cuando se 
expusieron discos de hoja de Datura stramonium a diferentes concentraciones de FBl en 
condiciones de luz u oscuridad y por diferentes tiempos, se observó una fuga de electrolitos 
que era proporcional a la concentración de FB, y al tiempo de exposición a la toxina 
(Abbas, et al. 1992). Este efecto sobre la permeabilidad membraual podría presentarse en 
los embriones de maíz expuestos a la FB" y de encontrarse, podría constituir un indicio 
inicial de un efecto de la FB, sobre la membrana plasmática. Los resultados obtenidos 
indicaron una liberación de electrolitos de embriones embebidos durante 24 horas con la 
FB,. La cantidad máxima de electrolitos liberados y medidos por la conductancia eléctrica 
del fluido (agua), fue superior para los embriones embebidos por 24 horas en presencia de 
FB, (52% Y 65% sobre el control para 10 Y 20 ¡1M de FB¡ respectivamente). Esto es 
semejante al efecto de la FB¡ reportado para Datura stramonium pero además se observó 
en los experimentos con hojas de esta planta que la fuga de electrolitos era máxima 
después de 24 horas de exposición a la toxina. Esto sugería perturbaciones membrauales 
significativas por efecto de la toxina, lo cual se corroboró por estudios u1traestructurales 
del tejido del mesófilo en donde se reportó que las células presentaban ruptura de 
estructuras membranosas como la membrana plasmática y el tonoplasto, así como 
dispersión del citoplasma. Estu estaría de acuerdo con la fuga de electrolitos presentada por 
los discos de las hojas. De hecho, se sugirió que el sitio primario de acción era la 
membrana plasmática o el tonoplasto, con los subsecuentes efectos hacia el citoplasma, 
probablemente además de la contribución de esta toxina a la interrupción del metabolismo 
de lipidos, lo cual lIevaria a un deterioro membranal y a disfunciones en los sistemas de 
transducción de señales (Abbas et al. 1992). 

Ya que la FB¡ es un ácido arninopolicarboxílico que tiene una estructura lipofilica 
parecida a la de una base esfingoidea, podría interactuar con la rase lipídica de la 
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membrana. Una evidencia de esta premisa es que se ha detectado por ESR (electron spin 
resonance) que la FB, perturba el ordenamiento de las membranas e incrementa la 
permeabilidad membranal en Iiposomas de fosfatidilcolina de yema de huevo (Yin el al. 
1998). El hecho de que las membranas de los embriones embebidos con la FB, liberen más 
electrolitos que los embriones control, indica que la FB, aumenta la permeabilidad de las 
membranas de las células embrionarias quizás por la inserción de moléculas de la FB, en la 
membrana lo cual produce efectos perturbadores en el empaquetamiento de la fase lipídica, 
o induciendo "huecos" en su estructura. En otro tipo de efeclo muy interesante, se ha 
observado que las beticolinas, toxinas producidas por el hongo Cereospora bel¡eo/a, 
presentan una estructura anfipática e inducen la formación de estructuras membranales tipo 
cauales por la capacidad de esta toxina de ensamblarse de manera multimérica en la 
membrana. Estos canales tienen pobre selectividad, permitiendo la permeabilidad a 
distintos iones como cr, K+, Na+ y Ca2+ (Goudet el o/. 1998). 

Efeeto de la FB, sobre la A TPasa de membrana plasmática. 

Aún no se ha definido si el efecto de la FB, sobre la membrana plasmática es una 
acción primaria directa sobre la membrana o si éste sólo es un efecto secundario originado 
por el decaimiento celular, mediado por la interrupción del metabolismo de esfingolípidos 
o por la acumulación de sus precursores. Algunas toxinas que son no-selectivas del 
bospedero también afectan procesos específicos de transporte en la membrana plasmática, 
como en el caso de la fusicocina, la cual estimula el bombeo de I{' en la membrana 
plasmática llevando a la célula a un desajuste metabólico (Rasi-Caldogno el al. 1993). 
Además se ha sugerido que la toxina beticolina-I actúa directamente sobre la A TPasa de 
I{' inhibiendo su actividad (Simon-Plas el al. 1996), así como la siringomicina y otros 
elicitores fungales que afectan la actividad de esta enzima a través de inducir procesos que 
producen la fosforilación o desfosforilación de esta enzima (Bidway el al. 1987; Vera­
Estrella el al. 1994). Adicionalmente, es importante hacer notat que un análogo estructural 
de la FB" la esfingosina, la cual se ha propuesto que tiene acción de segundo mensajero, 
inhibe a la A TPasa de Ca2

+ de microsomas de páncreas de rata en un 50% a concentraciones 
menores a 2511M (pandol el al. 1994), así como a la ATPasa de Na+/K+ de sinaptosomas de 
cerebro de rata con una Iso de 16 11M (Oishi el al. 1990). Con estos antecedentes se decidió 
estudiar el efecto de la FB, sobre la A TPasa de I{' de la membrana plasmática de los 
embriones de maíz en germinación. 

8. EIperimentos in vivo 

En los estudios efectuados con FB, sobre la actividad que presentaba la A TPasa de 
I{' de la membrana plasmática de los embriones expuestos a FB" se observó una inhibición 
de aproximadamente 39% y 27% de la actividad de la enzima en vesículas de membrana 
plasmática obtenidas de embriones embebidos 24 horas en presencia de FB, 10 y 20 11M 
respectivamente. Esta disminución de la actividad es interesante, ya que según los 
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antecedentes de la literatura. la FB¡ puede tener un efecto pertwbador en la membrana 
plasmática. así que podria estar interompiendo el ordenamiento de los lípidos que rodean a 
la A TPasa o interaccionando directamente con los dominios hidrofóbicos de la enzima. 
Esto seria plausible, ya que la composición y el estado físico de las membranas inflnyen 
sobre la conformación y actividad de muchas enzimas membranales y la A TPasa de H' en 
plantas no es la excepción. Se sabe que la actividad de esta enzima es muy susceptible a 
cambios en su entorno lipidico, probablemente porque se esté propiciando un ambiente 
lipidico desfavorable para la A TPasa, cuando sus lípidos esenciales son reemplazados por 
moléculas como las de los detergentes (palmgren el al. 1990b). 

b. Experimealos iD vilro; 

Sin embargo, también era importante saber si el efecto inhibitorio de la FB¡ sobre 
esta enzima membranal involucra solamente a la membrana plasmática o también podia 
estar mediado por elementos citoplásmicos, para lo cual la comparación de los resultados 
de nuestros ensayos in vi/ro e in vivo del efecto de esta toxina sobre la A1Pasa nos reportó 
información muy valiosa. Lo que se observó en los ensayos in vilro también fué un efecto 
inhibitorio de la FBI sobre la actividad de esta enzima. Los resultados mostraban que en 
comparación con los resultados de los ensayos in vivo, el porcentaje de Úlhibición en ambas 
condiciones eran mny parecidos (31% Y 26% para 10 Y 20 !1M respectivamente). Esto 
sugeria que el efecto inhibitorio de la FB¡ sobre la actividad de la ATPasa era a nivel de la 
membrana plasmática, si bien en el caso de la inhibición de la actividad en embriones 
enteros, no se puede descartar la participación de elementos no membranales en el efecto 
observado por la toxina en la actividad de la A TPasa Esta inhibición de la actividad 
podria atribuirse a una interacción directa de la FB¡ con la enzima, sustitoyendo lípidos 
esenciales para la actividad de la enzima que proporcionan la conformación adecuada para 
la actividad óptima de la enzima (pabngren el al. 1990b). Además de este efecto, en el caso 
de los experimentos con exposición directa de los embriones enteros a la FB¡, se podria 
considerar un incremento en la inserción de bases esfingoideas o una disminución de 
esfmgolipidos en la membrana. debido a una inhibición de la FB¡ sobre la ceran¡ida sinlasa 
Con ello, también se influiría en el empaquetamiento original de los lípidos de la 
membrana o del entorno lipidico de la enzima. Es interesante hacer notar que fue siempre 
ligeramente mayor el porcentaje de inhibición de la actividad de A TPasa en los 
experimentos de medición de la actividad de la enzima que se realizaron con una 
concentración de FB, 10 ¡¡M, comparándola con la inhibición producida con una 
concentración de FB, de 20 !1M, a pesar de que se esperarla tener un efecto inhibitorio 
proporcional a la concentración de FB,. Esto podria explicarse por una saturación del 
fenómeno en este rango de concentraciones de FB¡, ya que a menudo las toxinas ejercen 
efectos a concentraciones menores a 10 !1M. Cuando se hace la comparación de los efectos 
de la FB, en los experimentos in vivo e in vitro, cabe hacer la consideración de que al 
ailadir 10 ó 20 !1M de FB, a las membranas plasmáticas, en el sistema in vitro 
prácticamente toda la toxina está accesible a las membranas. mientras que en el sistema in 
vivo, al agregar las mismas concentraciones de la FB" es difícil que ésta en su totalidad 
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alcance a la membrana plasmática, ya que otros componentes tisulares del embrión y del 
sistema de incubación mismo, pueden captar parte de la toxina antes de que ésta alcance a 
la membrana. De ser así, el efecto observado en los experimentos in vivo se obtendria a 
concentraciones mucho más bajas de FB 1 Y también podria involucrar componentes 
celulares diferentes. 

Se ba demostrado que esta acumulación de bases esfingoideas, especialmente de 
esfmgosína y esfinganina, afecta múltiples vías reguladoras en la célula, lo cual incluye la 
inhibición de la proteína cinasa e, la fosfatasa del ácido fosfatídico, la A TPasa de Na + /K+ 
(Oishi el al., 1990), cinasas c-src y v-src y otros sistemas, incluyendo la activación del 
receptor del factor EFG. Bajas concentraciones de estas bases esfingoideas son mitogénicas 
en algunas líneas celulares y en otras resultan, altamente citolóxicas (Merrill el al. 1993). 
Además, la esfingosina-I-fosfato, la cual es un intermediario de la degradación de estas 
bases, está implicada como un mediador de la liberación de calcio de reservorios 
intracelulares (pandol el al. 1994). En nuestros experimentos in vivo, no podemos descartar 
que algunos de estos efectos de la FB, pueden existir en nuestro sistema 

Efecto de la FB, oobre la einética enzimática de la ATPasa de H'" de la membrana 
plasmática_ 

Habiéndose encontrado que el efecto de la FB, sobre la actividad de ATPasa de 
membrana plasmática era inhibitorio, se realizaron experimentos de cinética enzimátíca 
para tratar de averiguar el típo de inhibición que la FB, producía sobre ésta, lo cual nos 
podria dar una idea del mecanismo de acción de la FB, sobre la ATPasa de W. 1.0 que se 
obtuvo de los datos cinéticos con esta enzima en ausencia de FB" fue un comportamiento 
del tipu Micbaelis-Menten, indicando que la enzima es una enzima no cooperativa, lo cual 
ya se babía reportado para la enzima de rafces y hoja de maíz (Dupont el al. 198 1; Perlin y 
Spanswick, 1981; Gallagher y Leonard, 1982). Además, se obtuvo una Km promedio para 
A TP de 1.24 mM, misma que está dentro del rango de Km reportada en otros tejidos y en 
otras especies de plantas, como por ejemplo en células guarda de Vicia faba con una Km de 
1.0 mM Y en mesófilo de esta misma especie de 1.2 mM para ATP (Becker el al. 1993); 
para rafces de maíz el valor encontrado fue de 0.7 mM para ATP (De Micbaelis y 
Spanswick, 1986),0.89 mM (Gallaghery Leonard, 1982) Y otro reporte de 1.3 mM (Dupont 
el al. 1981), basta un valor de 0.39 mM para ATP en coleoptilos de maíz ( Hager Y Biber, 
1984) y de 0.31 mM en hojas de maíz (perliny Spanswick, 1981). 

Sin embargo, al realizar los experimentos de cinética en presencia de FB" se 
observó que no se presentaba inhibición de FB, sobre la actívidad de la enzima a 
concentraciones de sustrato (ATPHMg) cercanas o muy por debajo de la Km. A 
concentraciones cercanas a la saturación (entre 1.5 y 2.8 mM de sustrato), se observaba una 
inhibición moderada. Pero a concentraciones de sustrato satunmtes de la enzima, (6.0 y 8.0 
mM de ATPHMg), se observaba una inhibición significativa de la actividad de hidrólisis de 
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ATP. El hecho de que a concentraciones bajas de sustrato no se presentara inhibición y de 
que a medida que aumentaba la concentración de sustrato se observaba una mayor 
inhibición, es algo característico de una inhibición de tipo acompetitivo y descarta por 
tanto la inhibición del tipo competitivo, ya que este tipo de inhibición disminuye a medida 
que se incrementa la concentración de sustrato. Para poder asegmar que esto era asi, 
también se calcularon las Km y V nv.x experimentales y se observó que habia disminución en 
el valor de ambas constantes, lo cual también es característico de la inhibición del tipo 
acompetitivo, a diferencia de lo que se presenta en una inhibición del tipo no competitivo, 
en donde al agregarse el inhibidor, la Km no cambia pero sí la V~. Al revisar el regráfico 
de los dobles recíprocos, observamos una serie de rectas paralelas, lo cna! es el patrón 
típico de inhibición del típo acompetitivo. 

Este tipo de inhibición ha tratado de explicarse por medio del modelo donde el 
inhibidor, en este caso la FBt. tiene que unirse al complejo formado por la enzima y su 
sustrato, de tal manera que forma un nuevo complejo enzima-sustrato-inhibidor, el cna! va 
a ser inactivo, por lo que no llevará a cabo la catálisis. Entre mayor sea la concentración de 
sustrato, mayor será la concentración del complejo enzima-sustrato, especie a la que se une 
el inhibidor y por tanto mayor será la inhibición sobre la enzima. El hecbo de que la K¡ sea 
de 10.5 11M. nos sugiere que la afinidad de la FB, por la enzima es grande para la 
formación del complejo ElS. Este valor está en el rango de las K¡ para otros inhibidores de 
la ATPasa, algunos tan específicos como el inhibidor clásico de la ATPasa, el vanadato, 
cuya K¡ va desde 1 a 10 11M (O'Neill y Spanswick, 1984). En estudios cinéticos efectuados 
con beticolina-l se ha observado que esta toxina produce una inhibición de la A TPasa del 
50 % a concentraciones de la toxina de 1.5 a 4.5 11M. por lo cna! se ha sugerido que la 
enzima es un objetivo directo de esta toxina. De hecho se observó que la beticolina-l 
bloquea la transición del intermediario fosforilado del ciclo catalítico de la enzima de E,P 
a EzP o incluso impide la formación de E,P (Simon-Plas el al. 1996). 

Un mecanismo de regulación de la A TPasa que se ha postulado y que puede estar 
involucrado en la inhibición o activación de esta enzima por moléculas como detergentes o 
toxinas microbianas, es la posible interacción de estas moléculas con el dominio hidrofilico 
autoinhibitorio del extremo carboxilo terminal, el cna! al ser eliminado de la enzima por 
proteólisis controlada, activa a la enzima (Serrano, 1993). En el caso de toxinas fungales 
como la fusicocina, la cna! activa permanentemente a la A TPasa, se pensaba que 
interactuaba directamente con la enzima, pero posteriormente se descubrió que la toxina 
hace contacto primero con tul receptor, mismo que pertenecía a una familia de proteínas 
eucatióticas que están implicadas en varias funciones reguladoras: las proteínas 14-3-3. 
Este receptor se enlaza a la región reguladora del carboxilo terminal de la A TPasa y 
recientemente se ha descubierto que la secuencia a la cual se une contiene un residuo de 
fosfotreonina (Thr-948), el cnal parece ser necesario para el enlace de la proteína 14-3-3; 
el papel de la fusicocina es estabilizar este enlace de forma irreversible (OI55On el al. 
1998), sosteniendo así la activación de la ATPasa. No se podría deseartar que la FB, 
pudiera tener una interacción directa con la región autoinhibitoria del carboxilo terminal o 
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a través de otra proteína receptora que podría desencadenar una serie de reacciones, las 
cuales podrían llevar a la inhibición de la ATPasa (quizás a través de una fosforilación). 
Sin embargo, también se ha observado que algunas toxinas como la beticolina-l no 
interactúan con la región reguladora del carboxilo tennina! de la enzima y se sugiere que su 
interacción principal puede establecerse con las regiones hidrofóbicas (segmentos 
transmembranales) de la enzima y una vez que se producen los cambios confonnacionales 
en la enzima como consecuencia de esta interacción, se podría hacer un rearreglo de la 
región hidrofilica del carboxilo termina! (Gomés el al. 1996). Esto último también pudiera 
ser especialmente cierto para la FB" ya que en los estudios de resonancia del espín 
electrónico se observó que la FB, tiene efectos perturbadores principalmente sobre la parte 
superficial de las bicapas lipídicas, más que hacia la parte central, lo cual ha llevado a 
proponer que los grupos de ácidos tricarboxílicos de la FB, puedan estar interactuando con 
los grupos cabeza polares de los lípidos membranales y que la región del esqueleto 
hidrocarbonado semejante al de las bases esfingoideas interactúa con la regiones 
hidrofóbicas de la membrana. Ambas posibilidades podrían ser válidas en su interacción 
con la A TPasa, y su resultado seria la fonnación del complejo ES! durante la catálisis 
enzimática por un mecanismo que, como en el caso de la beticolina-l podría involucrar la 
interrupción del ciclo cata!itico de la enzima (Yin el al. 1996). 
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7. CONCLUSIONES. 

1) La fumonisina B, inhibe aproximadamente un 23-31% la actividad de la ATPasa de la 
membrana plasmática, cuando la FB, se añade a vesículas de membrana plasmática 
aisladas. 

2) La fumonisina B, inhibe aproximadamente un 24-43% la actividad de la ATPasa de la 
membrana plasmática de vesículas de membrana plasmática de embriones que fueron 
expuestos a la fumonisina B,. 

3) El hecho de que se observe prácticamente el mismo efecto cuantitativo de la FB, en la 
A TPasa tanto en membranas aisladas como en embriones, sugiere que gran parte del 
efecto de la FB, sobre la ATPasa es directamente sobre la enzima. Pero no se puede 
descartar que simultáneamente exista un efecto de la FB, sobre la fase lipídica de la 
membrana. 

4) En este trabajo se estableció que el efecto ínbibitorio de la FB, sobre la actividad de 
ATrasa de ¡( de la membrana plasmática es de tipo acompetitivo, con una K¡ de 10.5 
¡1M Y una 1,. de 34 ¡1M. 

CONCLUSION GENERAL 

La Fumonisina B, altera una propiedad membranal como es la permeabilidad y modifica la 
actividad de una enzima membranal como es la A TPasa de membrana plasmática, lo cual 
sugiere que la FB, está interactuando con los componentes de la membrana plasmática 
tanto lipidicos como proteicos. El patrón de inhibición de la A TPasa de H' por la FB, y el 
bajo valor de K¡ sugieren que un mecanismo de acción de la FB, es a través de una 
interacción directa con la enzima. 

El efecto de la FB, sobre la A TPasa puede contribuir a la fisiologia de la interacción 
entre la planta y el patógeno. 
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