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.  RESUMEN

El maiz estad expuesto a agentes que limitan su produccion. EI hongo ascomiceto
Fusarium verticillioides, es el principal patogeno del maiz. Es responsable de enfer-
medades en plantulas y tallos, y en mazorcas produce pudriciéon de éstas y conta-
minacion por micotoxinas. La fumonisina B1 es la toxina mas abundante que produ-
ce esta especie y su presencia afecta la calidad del grano por sus efectos en anima-
les y humanos que lo consumen. En la interaccion entre F. verticillioides y el grano
de maiz, el pericarpio de este representa la primera barrera de la planta. El pericar-
pio esta formado por fibra, proteina, almidon, grasa y otras sustancias, entre las
cudles se encuentran en mayor proporcién compuestos fendlicos. Entre éstos, el
acido ferulico es el acido fendlico mas abundante y puede constituir hasta el 90% de
los compuestos fendlicos en el pericarpio de maiz. El acido ferulico (AF) tiene activi-
dad antifungica pues inhibe el crecimiento de F. verticillioides, asi como la produc-
cion de fumonisina B1. No se conoce su modo de accion, pero al igual que otros
compuestos fendlicos poseen actividad antioxidante. El objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto de la composicion del pericarpio de maiz sobre el crecimiento
de F. verticillioides y la produccion de fumonisina B1, y determinar si este efecto se
asocia con la actividad antioxidante de los principales acidos fendlicos.

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron distintos genotipos de maiz,
categorizados como de alto y bajo contenido de AF en el pericarpio de sus semillas.
Mediante analisis por HPLC se corrobor6 que el AF es el principal compuesto fendli-
co en el pericarpio de las semillas. Asimismo, se determind que los acidos fendlicos
presentes en el extracto de pericarpio de maiz, especialmente el AF, inhiben el cre-
cimiento in vitro de F. verticillioides. Aunque en este trabajo no fue posible determi-
nar que los extractos de pericarpio lograran una inhibicion significativa en los niveles
de FB1 producidos in vitro, se evalud la capacidad antioxidante de los extractos de
pericarpio de las distintas variedades. Encontramos una correlacién directa entre la
cantidad de AF en el extracto y la capacidad antioxidante de los mismos, siendo el
AF el mayor contribuyente a dicha capacidad, por encima de los demas acidos fené-
licos presentes. El AF es el acido fendlico que se encuentra en mayor cantidad en el
extracto de pericarpio y el que exhibe una mayor capacidad antioxidante, esto esta

relacionado con la inhibicidon que provoca del crecimiento in vitro de F. verticillioides,



y posiblemente con la tolerancia a la colonizacion y produccion de la toxina in plan-

ta.



Il. INTRODUCCION

A. Maiz

1. Botanica del maiz

El maiz (Zea mays L.) pertenece a la familia de las gramineas (Poaceae) y es
una planta anual de porte robusto dotada de un amplio sistema radicular fibroso
(CONACYyYT, 2011), posee un tallo simple, erecto, cuya altura varia entre uno y cinco
metros, con pocos macollos o ramificaciones. Las hojas nacen en los nudos de ma-
nera alterna a lo largo del tallo; se encuentran abrazadas a éste mediante la vaina
que envuelve el entrenudo y cubre la yema floral, de tamano y ancho variable. Las
raices primarias son fibrosas y presentan raices adventicias, que nacen en los pri-
meros nudos por encima de la superficie del suelo, la funcién de ambas es mante-
ner la planta erecta (Kato, et al, 2009).

Es una especie monoica de flores unisexuales, masculinas y femeninas, bien
diferenciadas en la misma planta: la inflorescencia masculina es terminal, se conoce
como panicula (o espiga), consta de un eje central o raquis y ramas laterales; a lo
largo del eje central se distribuyen los pares de espiguillas de forma polistica (se
disponen en varias filas o series) y en las ramas con arreglo distico y cada espiguilla
esta protegida por dos bracteas o glumas, que a su vez contienen en forma aparea-
da las flores estaminadas (Figura 1). En cada florecilla componente de la panicula
hay tres estambres donde se desarrollan los granos de polen. Las inflorescencias
femeninas (mazorcas) se localizan en las yemas axilares de las hojas, son espigas
de forma cilindrica que consisten de un raquis central u olote donde se insertan las
espiguillas por pares, cada espiguilla con dos flores pistiladas, una fértil y otra abor-
tiva, estas flores se arreglan en hileras paralelas, las flores pistiladas tienen un ova-
rio unico con un pedicelo unido al raquis, un estilo muy largo con propiedades es-
tigmaticas donde germina el polen. La inflorescencia femenina (mazorca) puede
formar alrededor de 400 a 1000 granos, arreglados en promedio de 8 a 24 hileras
por mazorca; todo esto encerrado en numerosas bracteas o vainas de las hojas (to-
tomoxtle). Los estilos largos se proyectan de la punta del raquis como una masa de
hilo sedoso y se conocen como pelo de elote; el jilote es el elote tierno, el grano

constituye aproximadamente el 42% del peso seco de la planta. Por las caracteristi-



cas mencionadas, el maiz es una planta de polinizacion abierta (anemdfila) propen-
sa al cruzamiento, la gran mayoria de los granos de polen viajan de 100 a 1000 m
(Kato, et al, 2009), Hay varios tipos de grano, que se distinguen por la composicion
quimica de los compuestos de reserva (CONACyT, 2011).

El desarrollo de la planta se puede dividir en dos fases fisiolégicas. En la pri-
mera, o fase vegetativa, se desarrollan y diferencian los distintos tejidos hasta que
aparecen las estructuras florales. A su vez, la fase vegetativa consta de dos ciclos:
1) En el primero se forman las primeras hojas y el desarrollo es ascendente; en este
ciclo, la produccion de materia seca es lenta y finaliza con la diferenciacion tisular de
los 6rganos de reproduccion. 2) En el segundo ciclo se desarrollan las hojas y los

organos de reproduccién; y concluye con la emision de los estigmas (FAO, 1993).
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Figura 1: Planta de maiz con las partes que la constituyen, recurso digital,
tomado de https://es.wikipedia.org/wiki/Poaceae.

La segunda fase, también llamada fase de reproduccion, se inicia con la ferti-
lizacion de las estructuras femeninas que se diferenciaran en espigas y granos. La
etapa inicial de esta fase se caracteriza por el incremento de peso de las hojas y
otras partes de la flor; durante la segunda etapa, el peso de los granos aumenta con
rapidez (FAO, 1993). Desde que se siembran las semillas hasta la aparicién de los
primeros brotes, transcurre un tiempo de 8 a 10 dias, donde se refleja el continuo y
rapido crecimiento de la plantula (CONACyT, 2011).
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2. Produccién de maiz en México vy usos del maiz

Durante 2019, en México se destinaron 7,143,102 ha para el cultivo de maiz
en grano, con una produccion total de 21,162,038 ton y un rendimiento de 4.233 ton/
ha. (SIAP, 2020). La producciéon de maiz de grano se divide en blanco y amairillo. El
maiz blanco representa 86.94% de la produccion y se destina principalmente al con-
sumo humano. Esa produccion satisface la totalidad del consumo nacional. El maiz
amarillo se destina a la industria en la fabricacién de alimentos y para la produccion
pecuaria. Esa producciéon satisface solo el 24% de los requerimientos nacionales
(SAGARPA, 2017). La Tabla 1 presenta los datos de los ultimos cinco afios al res-

pecto del cultivo de maiz en México.

Tabla 1: Datos de los ultimos cinco afios sobre superficie destinada a cultivo de
maiz, produccion y rendimiento (SIAP, 2020).

2019 7,143,102 21,162,038 4.233
2018 7,345,786 21,185,003 3.915
2017 7,567,017 21,545,631 3.841
2016 7,794,917 22,251,777 3.828
2015 7,626,771 19,504,050 3.582

El maiz es el cultivo mas representativo de México por su importancia eco-
ndémica, social y cultural. Con un consumo promedio per capita al afo de 196.4 kg
de maiz blanco, especialmente en tortillas, representa 20.9% del gasto total en Ali-
mentos, Bebidas y Tabaco realizado por las familias mexicanas (SAGARPA, 2017),
es consumido en varias formas: en elote, en tlaxcal, tamales, bebidas fermentadas,
pero principalmente en forma de tortilla, con un consumo per capita de 100 kg de
maiz al afio en diferentes formas. La tortilla es considerada como un alimento de
primera necesidad para el 94% de la poblacién mexicana (Gonzalez-Cortés, et al,
2016).

Se siembra en diversas regiones agroecoldgicas que van desde nivel del mar

hasta cerca de los 4,000 metros snm, se cultiva desde el ecuador hasta altas latitu-



des en los dos hemisferios, se siembra en regiones de precipitacion pluvial desde
menos de 400 mm hasta los 3000 mm, en suelos y climas muy variables, la mejor
produccion se logra en climas donde las temperaturas medias en los meses caluro-
sos varian entre 21 y 27°C, con un periodo libre de heladas en el ciclo agricola va-
riable de 120 a 180 dias (Kato, et al, 2009).

Gran parte del territorio nacional es propicio para la produccion de maiz en
grano; en estados como Tamaulipas y Nuevo Ledn hay zonas con gran potencial de
aprovechamiento. De las 7.76 millones de hectareas de grano sembradas en 2016,
el 75.59% de la superficie se encuentra no mecanizada, 65.06% no cuenta con tec-
nologia aplicada a la sanidad vegetal, mientras que el 30.16% del territorio sembra-
do con este cultivo conté con asistencia técnica. Por otro lado, 3.55% de la produc-
cion es por modalidad de riego de gravedad, 0.19% de riego por bombeo, 42.25%
de otro tipo de riego y el resto es de temporal (SAGARPA, 2017).

Las variedades cultivadas fundamentalmente para la alimentacién compren-
den el maiz dulce y el reventador, aunque también se usan en buena medida el
maiz dentado, el amilaceo o harinoso y el cristalino; este ultimo también se utiliza
para piensos. El maiz harinoso es un grano con endospermo blando que se emplea
mucho como alimento en México, Guatemala y los paises andinos. El maiz de tipo
dentado tiene un endospermo calloso y vitreo a los lados y en la parte posterior del
grano, en tanto que el nucleo central es blando. El maiz de tipo cristalino posee un
endospermo grueso, duro y vitreo, que encierra un centro pequefio, granuloso y
amilaceo (FAO, 1993), también se utiliza para la elaboracion de jarabe y almidon;
este ultimo tiene aportes energéticos importantes para los seres humanos y es fuen-
te de materias primas para la industria alimentaria, tanto humana como pecuaria
(SAGARPA, 2017).



3. Composicion quimica del grano de maiz
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Figura 2: Grano de maiz con las partes que lo constituyen (Aimar Betiana, 2014).

El grano de maiz constituye aproximadamente la mitad de la materia seca de
la planta, con exclusién de las raices; es un fruto compuesto por un pericarpio que
encierra una unica semilla. Este tipo de fruto, en el cual el pericarpio no se abre para
liberar a la semilla, es caracteristico de los cereales y se conoce como cariopside.
En el grano de maiz existen tres partes bien diferenciadas: pericarpio, endospermo
y germen. El componente mayoritario es el endospermo, con aproximadamente 85%
en peso, seguido por el germen, 10% en peso, y finalmente el pericarpio, 5% en
peso (Brites, et al, 2007), la Figura 2 muestra con detalle el grano de maiz con cada
una de las partes que lo componen.

El grano de maiz esta formado por fibra, proteina, almidén, grasa (Bartolo-
Pérez, 1999) y otros componentes, entre los cuales destacan los compuestos fenali-
cos, por sus niveles y su actividad (Atanasova-Penichon et al, 2016). La Tabla 2
presenta los contenidos porcentuales aproximados de proteinas, grasas (extracto
etéreo), fibra, minerales (cenizas), almidones y azucares por fraccion del grano.



Tabla 2: Composicion quimica proximal promedio de las partes principales de
los granos de maiz (FAO, 1993).

Proteinas 3.7 % 8.0 % 18.4 %
Extracto etéreo 1.0 % 0.8 % 33.2 %
Fibra cruda 86.7 % 2.7 % 8.8 %
Cenizas 0.8 % 0.3 % 10.5 %
Almidon 7.3 % 87.6 % 8.3 %
Azucar 0.34 % 0.62 % 10.8 %

4. Pericarpio: estructura y composicion guimica

La estructura mas externa del grano se denomina pericarpio, su grosor varia
dependiendo del genotipo y oscila entre 25 ym y 140 uym, representando alrededor
del 5% - 6% del peso total. Estd formado por un conjunto de capas discontinuas,
firmemente adheridas unas a otras, entre éstas se distinguen cuatro: epidermis, me-
socarpio y las capas de células transversales y tubulares. La superficie externa de la
epidermis, llamada cuticula, es rica en cutina y ceras cuticulares (polimeros lipofili-
cos que la hacen impermeable al agua) (Tafolla-Arellano, et al, 2013). La funcién de
la cuticula es evitar la pérdida de humedad durante el desarrollo del grano. EI meso-
carpio esta compuesto por células alargadas de pared gruesa que forman una es-
tructura compacta, practicamente sin espacios intercelulares, las capas internas de
células transversales y tubulares estan compuestas de células muertas ricas en ce-
lulosa que exhiben numerosos espacios intercelulares porque se contactan parcial-
mente entre si. Debido a estas caracteristicas se genera entre el mesocarpio y las
capas internas del pericarpio una linea de debilitamiento a lo largo de la cual se se-
para facilmente el pericarpio del resto del grano (Brites, et al, 2007; Mansilla, 2018).

El pericarpio se extiende desde la parte superior del grano hasta la base, en
donde desaparece la epidermis, confundiéndose con la zona de union a la mazorca.
El pericarpio es mas grueso en la base del grano que en las regiones central y supe-
rior, alcanzando su minimo espesor sobre el germen (Brites, et al 2007), se caracte-
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riza por un elevado contenido en fibra cruda, aproximadamente el 87%, la que a su
vez esta formada fundamentalmente por hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y ligni-
na (0.1%) (FAO, 1993).

B. Acidos fendlicos

1. Diversidad Quimica

Los compuestos fendlicos son metabolitos distribuidos de manera ubicua en
plantas superiores, originan una de las clases mas importantes de metabolitos se-
cundarios en plantas. Poseen un anillo aromatico y contienen uno o mas grupos hi-
droxilo, incluyendo sus derivados funcionales (Shahidi, Naczk, 1995). Se dividen en
dos grupos, flavonoides (flavonas, flavonoles, flavanonas, antocianinas y chalconas)
(Figura 3A) y no flavonoides (estilbenos, lignanos y acidos fendlicos) (Figura 3B). La
mayoria de estos compuestos se derivan de la fenilalanina y en menor cantidad de
la tirosina (Figura 4) (Porras-Loaiza, Lopez-Malo, 2009).

copde

Flavona Flavanona Flavonol Resveratrol

(o]

Antocianina Chalcona

OH OH

Enterodiol

Figura 3: Compuestos fendlicos presentes en plantas. A) Estructuras repre-
sentativas del grupo de los flavonoides. B) Estructuras representativas del grupo de
los no flavonoides, exceptuando acidos fendlicos (Resveratrol como estilbeno y En-
terodiol como lignano). Estructuras dibujadas y tomadas de: https://www.fishers-
ci.es/es/es/search/chemical/substructure.html
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p-Cumarico \
3 . .
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idroxi . Acido Caféico
p-Hidroxibenzoico 14 -—
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Acidos 340 Acido Ferulico
Acido Vanilico [« Protocatéquico 5-O-cafeoilquinico -
o Gentisico v
L E Acido Sinapico
Acido Galico

Acido Siringico

Acido Veratrico

Figura 4: Esquema de los derivados fendlicos por la via del acido shikimico. 1. Feni-
lalanina amonio liasa, sale NH3, 2. Oxidasa, sale C2H4, 3. Acido benzoico 4-hidroxi-
lasa, entra OH, 4. Acido p-hidroxibenzoico 3-hidroxilasa, entra OH, 5. Acido protoca-
téquico 5-hidroxilasa, entra OH, 6. Acido protocatéquico 3-O-metiltransferasa, entra
CHs, sale H, 7. Acido vanilico 4-O-metiltransferasa, entra CHs, sale H, 8. Acido vani-
lico 5-hidroxilasa y Acido vanilico 5-O-metiltransferasa, entra OCHs, 9. Acido cina-
mico 4-hidroxilasa, entra OH, 10. Tirosina amonio liasa, sale NH3, 11. Acido p-Cu-
marico 3-hidroxilasa, sale OH, 12. Acido caféico 5-hidroxilasa, entra CHs, sale H, 13.
Acido ferulico 5-hidroxilasa y Acido caféico/5-hidroxifertlico O-metiltransferasa, en-
tra OCHgs, 14. 4-cafeato CoA ligasa y quinato O-hidroxicinamoil transferasa, (Tomado
y editado de Heleno, et al, 2015).

Dentro del grupo de los compuestos no flavonoides, los acidos fendlicos son
predominantes en cereales, son derivados del acido benzoico o del cinamico (Figu-
ras 5B y 5C). Los acidos fendlicos existentes en cereales se encuentran tanto de
forma soluble (libre) e insoluble (unidos a la pared celular), tienen fuerte actividad
antioxidante y para algunos de ellos se ha demostrado actividad antifungica (Atana-

sova-Penichon, et al, 2016; Vazquez-Olivo, et al, 2019).
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En el pericarpio de maiz, el acido ferulico (AF) es el compuesto mayoritario,
forma homodimeros llamados dehidrodimeros de acido ferulico (Figura 5D), éstos
compuestos son fuertes antioxidantes y se encuentran unidos mediante enlaces és-
ter a los polimeros de pared celular (Atanasova-Penichon, 2012), principalmente con
el polimero de lignina, el cual recientemente se caracterizé como antioxidante (Vaz-
quez-Olivo, et al, 2019). Los niveles mas altos de los dehidrodimeros de acido feru-
lico en los granos de cereales se encuentran entre 250 y 475 ug/g (Atanasova-Peni-
chon, et al, 2016).

Los acidos fendlicos comunmente existen como ésteres, glicosidos o amidas
en la naturaleza, pero no en su forma libre. El factor determinante en las propieda-
des de los acidos fendlicos es el numero y la localizacién de los grupos hidroxilo en
el anillo aromatico (Teodoro, et al, 2015), algunos estudios en acidos cinamicos han
demostrado la importancia del grupo catecol (dihidroxibenceno) para la eficacia de
la actividad antiradical (capacidad de un compuesto de eliminar radicales libres al
donarles un hidrégeno), ya que aportan mayor estabilidad a la molécula (Silva, et al,
2000), en el caso de las moléculas que contienen el grupo catecol, los radicales fe-
noxilo formados al donar un protén se estabilizan formando quinonas (Figura 6),
esto no se ve favorecido en compuestos como el acido ferulico, ya que el grupo me-
toxilo en la posicion orto al hidroxilo interfiere con la capacidad de formar el doble
enlace con el oxigeno deficiente. Los radicales fenoxilo también facilitan la dimeriza-
cion (Figura 5D) (Anouar, et al, 2009).
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Figura 5: Estructuras de algunos acidos fendlicos importantes presentes en plantas.
A) Estructuras del fenol (estructura base de los acidos fendlicos) y de los acidos
benzoico y cindmico, precursores de los acidos fendlicos. B) Acidos fendlicos deri-
vados del 4cido benzoico que se encuentran presentes en las plantas. C) Acidos fe-
nolicos derivados del acido cinamico que se encuentran presentes en las plantas. D)
Estructuras de algunos dehidrodimeros de ferulico (Anouar, et al, 2009). Estructuras

dibujadas y tomadas de: https://www.fishersci.es/es/es/search/chemical/
substructure.html.
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2. Funciones de los compuestos fendlicos en plantas

Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas y actian como agentes protectores frente a patogenos,
siendo secretados como mecanismo de defensa a condiciones de estrés, tales
como infecciones, radiaciones UV, entre otros. Tienen una funcion vital en las plan-
tas como precursores para la sintesis de la lignina (Muhoz Jauregui, et al, 2007), la
composicidon de la lignina no es completamente clara debido a la complejidad de su
aislamiento, pero los mondmeros candnicos de los que tipicamente estda compuesta
son: alcohol p-cumarico no metoxilado, alcohol coniferilico monometoxilado y el al-
cohol sinapico dimetoxilado, que respectivamente forman las unidades H (hidroxife-
nil), G (guayaquil) y S (siringil) en el polimero, unidos mediante enlaces tipo éter -
0O-4, éstas unidades se forman a partir de algunos acidos fendlicos desde la via del
acido shikimico (Barros, et al, 2015). Asimismo, los compuestos fendlicos protegen a
las macromoléculas de las células vegetales contra la radiacién UV solar ya que tie-
nen una alta absorcion en el rango entre 195 a 400 nm (Reuber, et al, 1996).

Los acidos fendlicos, como el acido ferulico y el acido galico, tienen actividad
antimicrobiana pues son capaces de interferir con las membranas celulares de bac-
terias Gram positivas y Gram negativas, ya que inducen un cambio en la hidrofobici-
dad y carga de la superficie celular, causando una fuga del contenido citoplasmico.
También es importante sefalar que los antifungicos poliénicos (compuestos que tie-
nen dos o mas dobles enlaces en su estructura, como los acidos fendlicos) también
causan filtracion de los contenidos celulares mediante la union directa con el ergos-
terol, distorsionando la funcién de la membrana (Teodoro, et al, 2015).

El modo de accion de los compuestos fendlicos mejor caracterizados aportan
pistas para deducir el mecanismo de accion de algunos de ellos; por ejemplo, la iso-
quercetina, curcumina y lariciresinol pueden danar la membrana celular, por otro
lado, el eugenol y metileugenol causan reduccion considerable en la biosintesis de
ergosterol y subsecuentemente afecta la membrana celular, efecto similar al de la
epigalocatequina-3-galato, timol y carvacrol, estos efectos se han observado contra
levaduras como Candida sp. (Teodoro, et al, 2015), también son fuertes antioxidan-

tes y actuan como inhibidores de enzimas fungicas (Ferrochio, et al, 2013).
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3. Actividad Antioxidante

La actividad antiradical de los compuestos fendlicos depende de su estructu-
ra molecular, en particular a la deslocalizacion de los electrones en el nucleo aroma-
tico y de la disponibilidad de hidrégenos fendlicos y en la posibilidad de la estabiliza-
cion de los radicales de fenoxilo resultantes de la donacioén de los protones, muchos
acidos fendlicos son conocidos por ser potentes antioxidantes, probablemente me-
diante su actividad de secuestrante de radicales. Cuando estos compuestos reac-
cionan con los radicales libres, generan un nuevo radical que se estabiliza mediante
el efecto de resonancia en el nucleo aromatico (Figura 6A), y en el caso de los aci-
dos hidroxicinamicos, como AF, también ocurre resonancia en la cadena alifatica
(Figura 6B), siendo posibles para éste ultimo caso los mecanismos propuestos en la
Figura 6Ay 6B (Cuvelier, et al, 1992; Silva, et al, 2000).
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Figura 6: Representacion de las estructuras resonantes del acido ferulico al
donar un proton a un radical libre. A) Movimiento del electrén a través del anillo
aromatico. B) Movimiento del electron a través de la cadena alifatica.

Los acidos fendlicos consisten en dos grupos: los acidos hidroxibenzoicos y
los acidos hidroxicinamicos (Figura 5B y 5C). Debido a que la presencia de mas de
un grupo hidroxilo y una mayor separacion del grupo carbonilo al anillo aromatico
aumentan la capacidad antioxidante de estos compuestos, los acidos hidroxicinami-
cos presentan mayor actividad antioxidante que los acidos hidroxibenzoicos (Pefia-
rrieta, et al, 2014).

Los acidos hidroxibenzoicos son compuestos que presentan un grupo carbo-
xilico y grupos hidroxilo en un anillo aromatico, los acidos hidroxicinamicos (entre los
que se encuentra el AF), se caracterizan por la presencia del grupo CH=CH-COOH
en reemplazo del grupo COOH presente en los acidos hidroxibenzoicos. El doble

enlace carbono (C=C) de la cadena aumenta la resonancia quimica, que puede ser
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descrita como una deslocalizacion de los electrones en los enlaces 11 estabilizando
los radicales libres y por lo tanto, incrementa la capacidad antioxidante de la molé-
cula (Figura 6B) (Penarrieta, et al, 2014). Este comportamiento antioxidante de los
compuestos fendlicos parece estar relacionado con su capacidad de quelar metales,
ya sea manteniendo o incrementando su actividad catalitica o reduciéndolos (Po-
rras-Loaiza, Lépez-Malo, 2009).

Los compuestos fendlicos son considerados los mayores contribuyentes a la
capacidad antioxidante total de los granos de cereales, en el maiz se ha encontrado
que varias partes de la planta tienen capacidad antioxidante, la comparacion entre
diferentes 6rganos demostré que el pericarpio de maiz es el que contiene mayor
cantidad de compuestos fendlicos (Vazquez-Olivo, et al, 2019), en la tabla 3 se
muestran los contenidos de algunos compuestos fendlicos en pericarpio de maiz,
divididos entre las fracciones ligada y soluble, asi como la actividad antioxidante que
presentan.

Diferentes estudios han mostrado que los radicales libres presentes en el or-
ganismo humano causan dafo oxidativo a diferentes moléculas, tales como lipidos,
proteinas y acidos nucléicos y tiene que ver en la iniciacién de algunas enfermeda-
des degenerativas. El consumo de componentes antioxidantes en la dieta contribuye
a neutralizar radicales libres, y pueden tener una actividad importante en la modula-
cion de detoxificacion enzimatica, estimulacion del sistema inmune, disminuciéon de
la agregacioén plaquetaria y modulacién del metabolismo hormonal (Mufioz Jauregui,
et al, 2007).
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Tabla 3: Contenido de fenoles y acidos fendlicos en salvado de maiz y su ac-
tividad antioxidante (Urias-Orona, et al, 2016).

Soluble | 3,027 £291 |24 £0.52| 18 £1.90 Ausencia 2114+ 1.84

Ligada | 9718 + 1630 | 4527 + | 664 + 110 Presencia 64.95 £ 5.40
341

C. Fusarium verticillioides

1. Taxonomia y caracteristicas generales

Fusarium verticillioides es un hongo ascomiceto ubicuo, perteneciente a la
subdivision Deuteromycota (De la Torre-Hernandez, et al, 2014), es una especie to-
xigénica y la principal toxina que produce es la fumonisina B1 (FB1). La taxonomia
de este género es sumamente compleja y ha estado sujeta a multiples revisiones
basadas en distintos criterios. La clasificacion, propuesta por Wollenweber y Rein-
king, basada en aspectos morfologicos y coloniales, reconocen 65 especies de Fu-
sarium, agrupadas en 16 secciones. Cada seccidn incluye especies con caracteristi-
cas comunes, y algunas como F. verticillioides pertenece a la seccion Liseola (espe-
cies de Fusarium que producen microconidias en cadenas y/o falsas cabezas y ma-
croconidias, pero que no producen clamidosporas) (Leslie y Summerell, 2006), que
incluye a otras especies como; F. thapsinum, F. proliferatum y F. subglutinans (Nel-
son, et al, 1983). La revision mas reciente incluye a F. verticillioides como miembro
del complejo Fusarium fujikuroi, el cual incluye varias especies morfoldégicamente
diversas. Este complejo de especies esta dividido en los clados americano, asiatico
y africano, con F. verticillioides posicionado filogenéticamente en el clado africano,
basado en analisis multilocus (Blacutt, et al, 2018).

Como Deuteromiceto, F. verticillioides presenta una fase sexual o forma per-
fecta (teleomorfica), que es muy dificil de observar en la naturaleza y se requieren

condiciones especiales para observarla in vitro. Esta forma de reproduccion sexual
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corresponde a Gibberella moniliformis, que es una especie heterotalica, ya que el
apareamiento ocurre entre colonias de distintos grupos. En el estado anamorfo, o de
reproduccion asexual, hay abundante produccién de microconidias; éstas son célu-
las ovaladas con la base aplanada y agrupadas en cadenas, (Figuras 7A'y 7B). Al-
gunas cepas también generan macroconidias, que son alargadas y delgadas, con
cinco o seis septos. Las macroconidias tienen dos células caracteristicas: una api-
cal, que es curva, y otra basal, en forma de pie. Este tipo de conidias se producen
con estructuras que aparentan racimos denominados esporodoquios. Aunque F. ver-
ticillioides no produce clamidoconidias, hay células contenidas en una hifa engrosa-
da que pueden ser confundidas como tales. Las caracteristicas y la morfologia de la
colonia de esta especie varian de acuerdo con el medio de cultivo. Por ejemplo, en
agar papa-dextrosa (PDA), el micelio es blanco al inicio, y forma pigmentos que van
desde gris hasta violeta (Figuras 7C-D). En cambio, en algunos cultivos ya envejeci-
dos, la hifa del hongo produce melanina para conformar estructuras llamadas escle-
rocios (De la Torre-Hernandez, et al, 2014).

-

\. /

Figura 7: Caracteristicas morfologicas y de colonias de Fusarium verticillioides. Mi-
croconidias de F. verticillioides producidas en esporodoquios (A) y en cadenas (B).
Cultivos de F. verticillioides en agar papa-dextrosa (C-D), (De la Torre-Hernandez, et
al, 2014).
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2. FE vetticillioides como patdégeno del maiz. Pudricion de mazorca y se-

milla.

El maiz, como todos los cultivos, es susceptible a la infeccion por multiples
microorganismos patdégenos que incluyen a los hongos. Fusarium spp. contiene va-
rias especies responsables de enfermedades como la pudricién de la mazorca, una
de las enfermedades de maiz mas importantes, debido a las pérdidas que produce
anualmente (Picot, et al, 2010), de entre éstas, F. verticillioides y F. proliferatum son
especialmente importantes ya que ocurren a nivel mundial y son productoras de mi-
cotoxinas (Ferrochio, et al, 2013).

F. verticillioides puede colonizar al maiz a través de distintas rutas de entrada:
las conidias que sobreviven en el suelo pueden infectar la raiz de una plantula que
esta en desarrollo, el patégeno crece en la superficie de la raiz y puede causar pu-
dricion de ésta si las condiciones son propicias y el indculo es abundante y, luego,
sobrevive como saprofito en el rastrojo. También, los insectos pueden acarrear las
conidias del hongo hacia tallo o mazorca y las heridas que causen éstos constituyen
una via de entrada para el patégeno. Sin embargo, durante las etapas tempranas de
la infeccion el hongo adquiere una base biotrofa, al grado de que puede sobrevivir
como enddfito en la semilla, las conidias y el micelio del hongo pueden diseminarse
hacia las mazorcas en formacion donde pueden colonizar de manera asintomatica
durante el desarrollo de la planta, y es capaz de provocar pudricion en 6rganos
como la raiz, el tallo y la mazorca, este ciclo se puede observar con detalle en la Fi-
gura 8. Tal circunstancia resulta de la compleja interaccion entre varios factores
como son la virulencia de la cepa, el genotipo y la etapa del desarrollo del maiz, asi
como las condiciones ambientales. El clima caliente y humedo favorece la pudricion
de la mazorca durante el periodo de llenado del grano (de la Torre-Hernandez, et al,
2014; Blacutt et al, 2018).
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Figura 8: El ciclo de infeccion de F. verticillioides, centrado en el ciclo de vida del
maiz. A. La semilla que germina en suelo infestado con Fusarium puede desarrollar
infeccion en las plantulas. B. La colonizacién endofitica ocurre bajo condiciones que
no favorecen a la infeccién. C. Las lesiones en tallo provocadas por dafio mecanico
o ataque de insectos se vuelven puntos de acceso para F. verticillioides y pueden
derivar en pudricion del tallo. D. En el estado de floracién, el hongo puede colonizar

los granos de maiz a través del canal estilar, dando origen a los patrones tipo “star-
burst”. E. Los insectos pueden alimentarse de varios érganos de la planta, causando
heridas que se vuelven vias de entrada para el patdgeno. F. Después de la cosecha,
el hongo puede sobrevivir y esporular en el residuo. Tomado y editado de Blacutt, et

al, 2018.

La resistencia de las plantas a Fusarium y a sus micotoxinas es un mecanis-

mo altamente complejo. Se han clasificado cinco grandes tipos de resistencia para

trigo y son aplicables también a cebada y maiz, sin embargo, los mecanismos aso-

ciados a uno de estos cinco tipos pueden ser especificos para cada hospedero. La

resistencia de tipo | en maiz se asocia a la resistencia en el rastrojo, la resistencia

de tipo Il limita la extension de la infeccion en el hospedero, la resistencia tipo Il es
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referente a la infeccidn en los granos, la tolerancia tipo 1V se refiere a la habilidad de
mantener el rendimiento y finalmente la resistencia de tipo V reune todos los meca-
nismos de resistencia ante la acumulacion de micotoxinas (Boutigny, et al, 2008). Se
ha propuesto dividir la resistencia tipo V en dos componentes, el primero, llamado
tipo V-1, representa la resistencia a la acumulacién de toxinas mediante transforma-
cion metabdlica incluyendo la modificacion bioquimica catalizada por enzimas como
UDP-glicosiltransferasas, glutation-S-transferasas o citocromo P450 monooxigena-
sas, el segundo tipo (V-2) corresponde a la inhibicidon de la sintesis de micotoxinas
mediante la accién de los compuestos endoégenos de la planta, estos compuestos
incluyen tanto los compuestos constitutivos y los compuestos inducidos en respues-

ta a la infeccion (Atanasova-Penichon, et al, 2016).

D. Fumonisinas

1. Diversidad quimica estructural

La infeccion por F. verticillioides no sélo merma el cultivo por el tizon de plan-
tulas y pudricién de mazorca y granos, sino que también lo contamina por la capaci-
dad que tiene producir micotoxinas (Sampietro, et al, 2013). Esta especie sintetiza
varias toxinas, pero las principales, por los niveles de produccion, son las fumonisi-
nas, de las cuales se han identificado una variedad de analogos (alrededor de 60),
siendo la mas abundante la FB1, seguida por las fumonisinas B2 y B3 (Dall'Asta, et
al, 2012).

Las fumonisinas son micotoxinas derivadas de policétidos (Picot, et al, 2010),
cuya estructura quimica consiste en un esqueleto de aminopentol y dos cadenas de

acido tricarbalilico con uno o mas grupos hidroxilo (Picot, et al, 2010).
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Figura 9: Estructura quimica de las fumonisinas del grupo B (De la Torre-Hernan-
dez, et al, 2014).

La figura 9 muestra la estructura general de las fumonisinas pertenecientes a
la serie B, las diferencias entre estas son las hidroxilaciones en C-5 y C-10, siendo
la FB1 la que presenta hidroxilaciones en ambas posiciones, la FB2 una hidroxila-
cion en la posiciéon 5 y la FB3 la presenta en la posicion 10. Las fumonisinas de las
series A y C difieren de las fumonisinas de la serie B en la acetilacion del grupo
amino y la carencia del grupo metilo terminal en C-1, respectivamente (Blacutt, et al,
2018).

2. Propiedades

Las fumonisinas son solubles en agua, acetonitrilo-agua o metanol, estables
en agua y acetonitrilo-agua (1:1) e inestables en metanol, (Arifio Moneva, et al,
2008) son estables al calor, por lo que el tratamiento térmico que reciben los alimen-
tos es insuficiente para la eliminacion total de esta micotoxina, por esta razoén, se
debe prevenir la infeccion desde el cultivo (Picot, et al, 2013). Algunos modos de

coccion pueden causar la acilacién del grupo amino primario de la FB1 o la remo-
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cion de los grupos tricarbalilicos via hidrdlisis alcalina, como ocurre durante la nix-
tamalizacion, lo que reduce significativamente la toxicidad (Blacutt, et al, 2018). De
igual manera, la tecnologia de extrusion usada en la industria productora de cerea-
les para desayuno, botanas y alimentos para animales, y durante la cual la harina de
maiz se somete a alta presion a temperaturas que varian entre los 100y 200 °C y a
una humedad entre el 13 y 30%, disminuye significativamente las fumonisinas, en
especial bajo condiciones de poca humedad (Torres-Sanchez & Loépez-Carrillo,
2010).

3. Incidencia en maiz

Aunque muchos cultivos son susceptibles a la infeccién de hongos micotoxi-
génicos, los cereales son de especial cuidado debido a la frecuencia con la que se
presentan altos niveles de micotoxinas en ellos y su uso comun en alimentos sin
procesamiento o procesados (Blacutt, et al, 2018).

Las fumonisinas son las micotoxinas mas abundantes en el maiz, existen en
niveles biolégicamente significativos tanto en los granos como en los productos de-
rivados de maiz destinados a la alimentacion humana y animal (Ferrigo, et al, 2015).
Debido a este problema muchas agencias oficiales como la JECFA (Join Expert
Committee on Food Additives) (FAO/OMS), la FDA y la Uniéon Europea han estable-
cido limites de fumonisinas de 4 ppm en maiz y productos derivados destinados
para consumo humano (Sampietro, et al, 2013), en México no existen documentos
oficiales que establezcan el limite de fumonisinas en cereales, sin embargo la NOM-
247-SSA1-2008 establece un limite maximo de 20 ppm de aflatoxinas en cereales
para consumo humano.

Las concentraciones de fumonisinas reportadas en la mayoria de los estudios
superan por mucho estos niveles recomendados para el maiz destinado a la pro-
duccién de tortillas o masa (Torres-Sanchez, Lopez-Carrillo, 2010). Los niveles de
fumonisinas reportados en el 2019 por regién en el mundo en maiz y en productos
de cereales terminados demuestran que, si bien, el promedio de muestras cumple
con el limite maximo establecido de 4 ppm (4,000 ppb), en América y Asia se en-
cuentran niveles mas altos de fumonisinas en materia prima con respecto del resto

del mundo. Asimismo, a nivel mundial, se encuentran niveles inferiores en productos
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terminados, posiblemente debido al proceso al que se somete al maiz contaminado,
sin embargo, los niveles maximos que se encontraron en todos los casos exceden la
normativa establecida; a nivel mundial también se reporta que la cantidad de mues-
tras contaminadas supera, en todos los casos, el 50% de muestras, lo cual indica

una alta prevalencia del problema de contaminacion en alimentos de maiz (Tabla 4).
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Tabla 4: Niveles de Fumonisinas en alimentos de cereales y en maiz a nivel
mundial (BIOMIN, 2019). (*MP: Materia Prima).

Producto 11,210 358 71
Europa y Terminado
Rusia Maiz (MP*) 297,300 1,475 73
Canaday Producto 18,849 1,807 55
E.E.U.U. Terminado
Maiz (MP) 72,950 2,839 78
Producto 304,349 1,846 85
Latinoamérica Terminado
Maiz (MP) 170,300 3,177 a0
Producto 41,471 1,142 98
Asia Terminado
Maiz (MP) 40,090 2,083 100
Medio Oriente Producto 4,324 474 97
y Norte de Terminado
Africa Maiz (MP) 6,559 1,440 47
Producto 4,085 397 90
Africa Terminado
Maiz (MP) 14,346 741 78

4. Actividad bioldgica
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Las agencias reguladoras de alimentos le han prestado una mayor atencion a
las fumonisinas, especialmente a la FB1, por ser la mas abundante y porque pre-
senta efectos inmunotoxicos, neurotoxicos, hepatotoxicos, nefrotdxicos y carcinogé-
nicos en animales (Dambolena, et al, 2011). Asimismo, se ha documentado que las
fumonisinas pueden unirse a proteinas o a componentes alimentarios de manera no
covalente mediante complejacion supramolecular, para luego ser liberadas en el es-
tomago (Dall’Asta, et al, 2012).

La fumonisina es un analogo estructural de la esfinganina, la cual es una mo-
lécula precursora de la sintesis de ceramida. El mecanismo de accién de FB1 que le
confiere toxicidad celular, es que inhibe competitivamente la actividad de la cerami-
da sintasa y esta acumulacion provoca la acumulacion de bases esfingoideas como:
(i) esfinganina, (ii) esfingosina, (iii) fitoesfingosina y (iv) esfinganina 1-fosfato, ade-
mas, la inhibicion de la ceramida sintasa resulta en la reduccion de los niveles de
esfingolipidos complejos derivados de la ceramida. El resultado final es una disrup-
cion generalizada de las vias de sefializaciéon dependientes de esfingolipidos y de
funciones fisioldgicas. Se ha comprobado que la inhibicion de la ceramida sintasa y
los perfiles alterados de esfingolipidos en tejidos preceden las toxicidades que se
han demostrado en animales, es decir, el metabolismo alterado de esfingolipidos
ocurre previo a, 0 a menores concentraciones que la bateria de toxicidades, y el
grado de disrupcidon metabdlica y la severidad toxicolégica estan ampliamente rela-
cionados (Blacutt, et al, 2018).

Las consecuencias de su consumo en humanos no se han establecido, aun-
que existe evidencia epidemioldgica que asocian la presencia de F. verticillioides y
las fumonisinas con una mayor incidencia de cancer esofagico y defectos de
desarrollo del tubo neural en recién nacidos (Marasas, 2001; OMS, 2018). En ani-
males si se ha demostrado que el consumo de fumonisinas en la dieta produce leu-
coencefalomalacia en equinos y edema pulmonar e hidrotérax en porcinos (Picot, et
al, 2010).

La inhibicion de la ceramida sintasa que sigue a la exposicion a fumonisinas
ocurre en todos los mamiferos, aves y especies maritimas en las que se ha probado
hasta la fecha, y también en plantas, como el maiz (Sanchez-Rangel y Plasencia,
2010; Blacutt, et al, 2018).
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5. Biosintesis de fumonisinas

a. Locus FUM vy ruta biosintética

La produccion de fumonisinas esta determinada por la presencia de un con-
junto de 16 genes contiguos y coexpresados, (Blacutt, et al, 2018) que estan conte-
nidos en el locus FUM y comprende una region de aproximadamente 46 kpb en el
cromosoma 1 de F. verticillioides, (Picot, et al, 2010). Los genes codifican las enzi-
mas involucradas en la sintesis de la toxina y de otras proteinas que median la se-
crecion y resistencia a la misma (De la Torre-Hernandez, et al, 2014).

Las fumonisinas se sintetizan a partir de unidades de acetato para formar un
policétido lineal dimetilado, que se condensa con el aminoacido L-alanina, seguido
de hasta cinco reacciones de oxigenacion y dos esterificaciones. El primer paso es
catalizado por una policétido sintasa (PKS), codificada por el gen FUM1. Se trata de
una enzima modular que tiene varios dominios cataliticos: B-cetoacil sintasa, acil-
transferasa y proteina acarreadora de acilos, responsables de la cadena del policé-
tido. Ademas del gen FUM1, que es esencial para la sintesis de fumonisinas, hay
otros genes cuyos productos participan en la sintesis de fumonisinas; el producto
del gen FUM8 es una aminotransferasa que acarrea el grupo amino de la alanina al
policétido de 18 carbonos, por medio de la condensacion descarboxilativa. Después
ocurren oxidaciones en las posiciones C-14 y C-15, posiblemente por la accién del
producto del gen FUM6. El intermediario 3-ceto se reduce a un grupo hidroxilo por
una reductasa codificada por el gen FUM13 (Figura 10; De la Torre-Hernandez, et
al, 2014).

Los productos de los genes FUM7, FUM10, FUM11y FUM14 participan en la
esterificacion de los acidos tricarboxilicos. Es probable que estos ultimos provengan
de derivados del acido citrico (como el acido aconitico), pero aun no se demuestra
de manera concluyente. El gen FUM11 codifica un transportador de tricarboxilatos,
mismo que podria estar involucrado en la transferencia de sustratos a través de los
diferentes compartimentos celulares. No todos estos genes participan en la biosin-
tesis; el gen FUM19 codifica un transportador tipo ABC, que podria actuar en la ex-

crecion de la toxina para evitar su acumulacion en la célula fungica. El producto de



29

FUM21 es un factor de transcripcion del tipo Zn(l1)-2Cys6, regulador de la expresion
de los genes estructurales del locus (De la Torre-Hernandez, et al, 2014). La figura

10 presenta la estructura del locus FUM y el esquema general de la biosintesis de la
FB1.

Ademas de la presencia del locus FUM, la capacidad de producir fumonisinas
es afectada por factores ambientales en la interaccion F. verticillioides — maiz. Por
ejemplo, el pH, la relacién C:N durante la germinacion del maiz, (Picot, et al, 2013)
la actividad de agua (aw) y la temperatura, fuentes de nutrimentos y la composicion

del grano de maiz (Atanasova-Penichon, et al, 2016; Dall’Asta, et al, 2012).
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Figura 10: Biosintesis de fumonisinas. A. Estructura gendomica del locus FUM en el

cromosoma 1 de F. verticillioides. B. Ruta biosintética de las fumonisinas. Se indican

los pasos en los que participan los productos de los genes del locus FUM, (De la To-
rre-Hernandez, et al, 2014).
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6. Efecto de los compuestos fendlicos sobre la sintesis de fumonisinas

Durante la colonizacion de una planta de maiz, F. verticillioides debe conten-
der con las defensas preformadas e inducidas del hospedero. Entre estas defensas
se encuentran los compuestos fendlicos que pueden inhibir la actividad de enzimas
hidroliticas que secretan F. verticillioides y F. proliferatum, necesarias para la degra-
dacion de la pared celular de maiz. Ademas, algunos de estos compuestos pueden
inhibir la sintesis de fumonisinas sin afectar el crecimiento fungico (Picot, et al,
2013).

Algunos compuestos fendlicos tienen un efecto antifungico, su efecto inhibito-
rio podria explicarse por la rapida acumulacion de éstos en el tejido infectado, inac-
tivando las enzimas fungicas o fortaleciendo la pared celular de la planta, la cual ac-
tua como defensa mecanica contra el patégeno. Asimismo, los compuestos fendli-
cos pueden interferir con las membranas celulares, causando una fuga del conteni-
do citoplasmico (Teodoro, et al, 2015). In vitro, la produccion de fumonisina asi como
de tricotecenos B es inhibida por antioxidantes naturales de plantas (Picot, et al,
2013).

El efecto especifico de los antioxidantes no se ha dilucidado aun, una hipote-
sis es que los antioxidantes pueden bloquear alguno de los pasos de la cadena sin-
tética de fumonisinas, dicha ruta tiene muchos pasos oxidativos que requieren una
gran cantidad de oxigeno, por lo tanto, podria ser que los compuestos antioxidantes,
al limitar la cantidad de oxigeno disponible, inhiba la ruta biosintética. Otra hipotesis
es que los compuestos antioxidantes pueden modificar el potencial redox de la célu-
la fungica, lo cual induce una cascada regulatoria rio arriba de la ruta sintética de
fumonisina. Alternativamente, los compuestos antioxidantes pueden reducir o supri-
mir las sefales como el estrés oxidativo, que induce la ruta de sintesis de fumonisi-
na. Por ejemplo, el caso del acido caféico, que induce la expresion de genes de al-
gunas enzimas antioxidantes del hongo, como la alquil-perdxido reductasa, provo-
cando una disminucion del estrés oxidativo en el hongo y por lo tanto menor produc-
cion de micotoxinas sin afectar el crecimiento fungico (Picot, et al, 2013).

Los antioxidantes también se conocen por inhibir el crecimiento fungico y la

produccion de micotoxinas asociada para varias especies toxigénicas del género
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Fusarium (Coma, et al, 2011). Se ha encontrado este efecto antifungico también en

especies del género Aspergillus y Penicillium (Tabla 5).

Tabla 5: Porcentajes de inhibicion de algunos acidos fendlicos contra el cre-

cimiento de hongos patogenos alimentarios. *Inhibicion en la concentracion mas alta
probada contra el control o la mas baja probada.

Acido Fendlico Concentracién Hongo Inhibicion* | Referencia
Acido Vanilico | 500 - 2500 (ug/mL) Fusarium 100% Samapundo,
- (aprox. 3 - 14 mM) | verticillioides 2007
Acido Caféico 100%
Tetrahidrocur- 13.4 mM 67%
cuminoides Fusarium Coma, 2011
Acido Ferulico 26.8 mM proliferatum 29%
Aspergillus 100%
niger
0.5-10 mM Aspergillus 100%
Acido e Kim, 2016
Cinamico 0.5-5.0 mM Penicillium | 100%
expansum

Como muestran las tablas 5 y 6, algunos compuestos fendlicos provenientes
de plantas son capaces de inhibir el crecimiento fungico y la produccién de micoto-
xinas, incluyendo fumonisinas, tricotecenos y aflatoxinas, de los hongos patdégenos
(Samapundo, et al, 2007)
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Tabla 6: Porcentajes de inhibicidon de algunos acidos fendlicos contra micoto-
xinas producidas por hongos patégenos alimentarios. *Inhibicién en la concentracién
mas alta probada contra el control o la mas baja probada. **INRA 117 e INRA 319
son cepas de Fusarium culmorum, productoras de TCTB.

Concentracién | Acido fendlico Micotoxina Inhibicion* | Referencia
Acido 1 (ug/mL) 1%
Benzoico (0.0082 mM)
Acido Caféico 1 (ug/mL) 90%
(0.0055 mM)
Acido Feruli 1 (ug/mL 90%
c1eo Feruiico Woimb) | eat de Fusarium °
(0.0051 mM) o
. verticillioides Beekrum,
Acido Vanilico 1 (pg/mL) 90% 2003
(0.0059 mM)
Iroko 1 (pg/mL) 89%
Maakianina 1 (ug/mL) 91%
0.8, 1, 1.45 (ug/ 0.8: 88%
Cloroforina mL) 1: 94%
(0.0021, 0.0026, 1.45: 93%
0.0038 mM)
Acido Vanilico 1000 (pg/9) 100%
FB1 de Fusarium Samapundo
Acido Caféico | 1000, 2000 (ug/g) | Verticillioides | gg 29, , 2007
Extracto TCTB: INRA 117 100%
Natural de
2009
Mezcla TCTB: INRA 117 79%
Reconstituida
TCTB: INRA 319 14%
Acido Fertlico 0.5, 1 (mM) FB(1,2y 3)de 0.5: 66%
Fusarium 1: 86% Picot, 2013
verticillioides
Acido Fertlico | 0.05,0.1 (mM) |FB1 de Fusarium| 0.05: 11% | Martinez-
verticillioides 0.1: <20% | Fraca, 2019
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Estudios previos han mostrado que el estrés oxidativo intracelular puede
afectar a la produccion de aflatoxinas y tricotecenos, también se ha observado una
correlacion positiva entre estas micotoxinas y la acumulacion de especies reactivas
de oxigeno. Particularmente en F. graminearum, durante el crecimiento in vitro, se
modularon mediante el estrés oxidativo inducido por H202 (0.5 y 2.0 mM), tanto la
acumulacion de micotoxinas como la expresion de los genes TR, el incremento en
la produccion de deoxinivalenol estuvo acompafnada por un aumento de los genes
TRI (genes que regulan la produccion de TCT B en F. graminearum) en medios su-
plementados con H202, estos datos apoyan la hipotesis de que la produccion de
DON puede ser parte de la respuesta adaptativa contra el estrés oxidativo (Ponts, et
al, 2007).

En el caso de F. verticillioides, se encontré que con algunas cepas, a la con-
centracion de 0.5 mM de AF la cantidad de fumonisinas producida era mayor hasta
en un 550%, mientras que en algunas otras cepas se reducia la cantidad de fumoni-
sinas producida hasta en un 84%, a la mayor concentracion probada de H2O:2 se
encontré que ambos efectos, tanto la reduccion como el aumento de fumonisinas
eran menos drasticos. Se ha propuesto que la modulacién diferencial de la biosinte-
sis de toxinas esta ligada a la habilidad del hongo de protegerse a si mismo del
dafio oxidativo, ademas, se ha encontrado que dosis subletales de fungicidas, cono-
cidos por desencadenar estrés oxidativo, activan el gen FUM1 en F. verticillioides
(Ferrigo, et al, 2015).

En respuesta al estrés, tanto bidético como abidtico, las plantas han desarro-
llado un amplio rango de estrategias para protegerse, estas respuestas pueden in-
cluir la produccién rapida de especies reactivas de oxigeno como el anién superoxi-
do (O2), peroxido de hidrégeno (H20:2), radicales hidroxilo (HO-) y lipoperdxidos
(ROOH). La habilidad de los compuestos fendlicos antioxidantes y de las especies
quimicas con capacidad de robar oxidantes de disminuir la biosintesis de micotoxi-
nas in vitro, sugieren que pueden estar involucrados compuestos ROS (Ferrigo, et
al, 2015).
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E. Antecedentes inmediatos

En estudios previos en el laboratorio se encontré que in vitro, el acido ferulico
(0.1 mM) causa una inhibicién del 50% en la cantidad de FB1 producida por F. verti-
cillioides, (Figura 11) y se asocio con la represiéon de la expresion de dos genes del
locus FUM (FUM1 y FUMS8) (Martinez-Fraca, 2017, Martinez-Fraca, 2019).

AB
600 -

500 A
AC
400 -

300 A

pg FB1/ mg micelio
O

200 +

100 A

GYAM DMSO 0.1% AF 0.05 mM AF 0.1 mM

Figura 11. Niveles de FB1 producidos por F. verticillioides en presencia de AF. Le-
tras distintas sobre las barras indican diferencias significativas (ANOVA; seguida por
prueba de Tukey (GYAM, DMSO 0.1% y AF 0.05 mM: p >0.05; AF 0.1 mM: p <0.05;
n=4)). (Martinez-Fraca, 2019).

Para extender estos hallazgos in planta, se estudiaron genotipos contrastan-
tes de maiz con respecto al contenido de acido ferulico en el pericarpio (Tabla 7); se
encontréo que en semilla, las variedades de alto contenido en ferulico eran menos
susceptibles a la infeccién por F. verticillioides, que las de bajo contenido de acido

ferulico, determinada por niveles de ergosterol, y habia menor produccién de FB1
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(40% menor en las semillas de alto contenido de AF con respecto a las de bajo con-

tenido de AF).

Tabla 7. Contenido de AF en las variedades de maiz utilizadas (Martinez-Fraca,

2019).

6.14 £ 0.40

6.12+0.40

0.0185 + 0.0028

13.726

13.718

0.008

15.49 £ 1.31

15.46 + 1.31

0.0207 + 0.0026
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ll. HIPOTESIS
El extracto de pericarpio de granos de maiz inhibira el crecimiento de Fusa-
rium verticillioides asi como la produccion de FB1, posiblemente debido a su capa-
cidad antioxidante.

IV. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto de la composicién del pericarpio de maiz en la produc-

cion de fumonisina B1 por Fusarium verticillioides.

Obijetivos Particulares

1. Determinar la posible participacién de otros compuestos, aparte del AF, pre-
sentes en el pericarpio de maiz sobre el crecimiento de F. verticillioides, asi

como sobre la produccion de FB1.

2. Determinar el efecto del extracto de pericarpio de maiz sobre el crecimiento

de F. verticillioides, asi como sobre la produccion de FB1.

3. Determinar si este efecto se asocia con la actividad antioxidante del extracto
de pericarpio de maiz.
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V. MATERIALES Y METODOS

A. Material Biolégico

Cepa de Fusarium verticillioides

Se utilizé la cepa de F. verticillioides MY3, la cual se aislé de semillas
de maiz recolectadas en el Valle del yaqui, Sonora, México (Sanchez-Rangel,
et al, 2005). Dicha cepa se mantiene en sustrato estéril a -20°C y para produ-
cir el in6culo de conidias se plaquea éste en medio Papa — Dextrosa — Agar
(PDA).

Genotipos de maiz
— Semillas de maiz de las razas “Chalqueno” y “Cacahuacintle”, obtenidas

en el mercado de Chalco, Edo. Mex.
— Semillas de lineas hibridas y endogamicas de maiz proporcionadas por el
Centro de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMyT), El Batan, Edo. Mex.

1. Preparacion del medio de cultivo PDA 0.5X suplementado con EP y AF.

Para preparar 250 mL de medio de cultivo PDA al 0.5X con un contenido de
agar de 1.5%, se pesaron 4.9 g de PDAy 3.8 g de agar, se suspendieron en 250 mL
de agua desionizada y se mezclaron en un frasco con tapén de rosca de 500 mL. El
medio se esterilizé en autoclave por 20 minutos a 1.2 kg/cm2 y 120°C y se dejé en-
friar aproximadamente a 40- 45°C. En la campana de flujo laminar se vaciaron 25
mL de medio PDA en cajas Petri estériles, se adicionaron los diferentes tratamientos
a las cajas correspondientes (Control, MeOH, EP 0.25 mM y 0.5 mM y AF 0.25 mM
y 0.5 mM), se enfriaron y se solidificaron a temperatura ambiente por 24 h, se alma-

cenaron para su uso a 4°C.

2. Inéculo y conteo de conidias.

La cepa MY3 de F. verticillioides almacenada en congelamiento se inoculo en
el medio PDA y se incubd por 7 dias a 28°C en oscuridad. Transcurrido ese tiempo
se anadieron de 5 a 10 mL de agua estéril al micelio, se agito la caja Petri por 90
min a 150 rpm a temperatura ambiente. La superficie del medio fue raspada con una
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punta estéril para desprender las conidias del micelio. Se recolectaron 1.5 mL de la
suspension de conidias en un tubo Eppendorf de 2 mL. Se realizaron diluciones
para determinar la mas adecuada para realizar el conteo de conidias, se tomo una
alicuota y se coloco6 en la camara de Neubauer (Figura 11) y se contaron en el mi-
croscopio. Se calculd el volumen necesario para preparar una suspension de coni-
dias de concentracion adecuada para inocular 1,000,000 de conidias/mL en un disco
de papel filtro estéril de 5 mm de diametro colocado en el centro de la caja Petri con
el medio PDA.

Se midio el crecimiento radial de las cajas Petri cada 24 h durante 7 dias y se
analizaron los datos obtenidos determinando el promedio de los triplicados de cada

tratamiento y su desviacién estandar.
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Figura 12. Camara de Neubauer. A. Vista superior de la camara. B. Vista de
los cuadrantes, se cuenta el numero de células en los cuadrantes marcados. Toma-
do y editado de https://es.slideshare.net/eliciruela/camara-de-recuento-neubauer .

Para obtener el numero de conidias se utilizé la férmula:
Conidias/mL= (X)(Fd)(104)
Donde:
X: Promedio del numero de conidias en |, Il, Il y IV.
Fd: Factor de dilucién.

104: Volumen en cada uno de los cuadrantes, (104 mL)


https://es.slideshare.net/eliciruela/camara-de-recuento-neubauer
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B. Efecto del extracto de pericarpio de maiz en el crecimiento radial de F.

verticillioides.

1. Extraccioén del pericarpio de maiz.

Se pesaron lotes de 50 g de semillas de maiz y se colocaron en un matraz
Erlenmeyer al cual se adicioné agua desionizada hasta cubrir todas las semillas. Los
matraces se incubaron a temperatura ambiente con agitacion a 200 rpm por 2 h
(Lab-line® Orbit Environ-Shaker, USA). Se decanté el agua y el pericarpio se remo-
vié de manera manual de cada semilla y se secé en capas de papel absorbente du-
rante 24 h. Los 1.99 g de pericarpio seco se molieron con nitrégeno liquido en un
mortero hasta obtener un polvo fino, se afiadié NaOH (8% m/v) y se agité a 200 rpm
en oscuridad por 2 h, pasado este tiempo se llevé a pH 2 mediante la adicion de HCI
concentrado. El extracto se centrifugd durante 10 minutos a 3,000 rpm (Beckman
GS-6R), se recupero el sobrenadante y se anadié el mismo volumen de acetato de
etilo, se agité en vértex y la emulsion se centrifugd y se recupero la fase organica.
La extraccion se realizé una vez mas, se juntaron las fracciones organicas y se eva-
poré a sequedad el disolvente en campana de extraccion bajo un flujo de nitrégeno
gaseoso. El residuo se disolvié en metanol: agua 1:1 y se almacend a -20°C hasta

su analisis mediante HPLC (Martinez-Fraca, 2019).

2. Andlisis de los niveles de acido ferulico (AF) y acido cumarico (AC) en

pericarpio de semillas de maiz.

Se realiz6 este analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC de
fase reversa, columna: C18 Ascentis® (15 cm x 4.6 mm, Millipore Sigma), fase mo6-

vil: acido acético 4% en agua: metanol, 75:25) con un detector de UV-VIS (RF-10,
Shimadzu, E.U.A.) a 335 nm, bomba (LC10-AD, Shimadzu, E.U.A.) con flujo de 1.2

mL/min). Se generd una curva patrén en un rango de 0.3125 ug/mL hasta 5 ug/mL.
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C. Efecto del extracto de pericarpio de maiz en la produccién de FB1 de F.

verticillioides.

1. Preparacion del medio GYAM.
El medio GYAM es un medio de cultivo que estimula la produccion de fumonisina
(Bojja, et al, 2004), para su elaboracion se prepard un stock de sales 10X (1.3 % de
cloruro de calcio, 0.77% de fosfato dibasico de potasio, 0.49% de sulfato de magne-
sio, 0.99% de cloruro de sodio en agua desionizada) y un stock de asparagina 40
mM (Se pesaron 0.6 g de asparagina, se disolvieron en 100 mL de agua desioniza-
da estéril y se filtr6 a través de una membrana Millipore de 0.22 uym estéril).

Se pesaron 2.16 g de glucosa, 0.05 g de extracto de levadura y 0.67 g de
acido malico, se disolvieron en 20 mL de agua desionizada, se agregaron 10 mL de
stock de sales 10X y 50 mL de agua desionizada, se esterilizé en autoclave por 20
minutos a 1.2 kg/cm2 y 121°C, se enfri6 a temperatura ambiente, se adicionaron 20
mL de solucién de asparagina 40 mM y se vaciaron 15 mL de medio a matraces de
50 mL con tapon de rosca estériles.

Se adicionaron las cantidades necesarias de extracto de pericarpio y acido
ferulico a los matraces correspondientes (cada tratamiento se evalu6 por triplicado).

Se preparo la suspension y conteo de conidias de la misma manera que en el
experimento anterior. Se inocularon los matraces de medio GYAM adicionando la
cantidad calculada de la suspension al medio a temperatura ambiente, siendo la

concentracion final de 910 conidias/mL de medio GYAM.

2. Preparacion de o-ftaldialdehido (OPA) (7.45 mM).
Se pesaron 2 mg de OPA 'y se disolvieron en 400 pyL de metanol grado HPLC,
se diluyeron con 2 mL de buffer de boratos 50 mM, pH 9.7, se adicionaron 3 uL de
B-mercaptoetanol, se mezclaron en vértex y se almacend a 4°C hasta su uso, el

mismo dia.

3. Analisis de la cantidad de FB1 en medio GYAM.

Se realiz6 este analisis por HPLC (HPLC de fase reversa, columna: C18 As-
centis®, fase movil: Buffer de fosfatos: Metanol 25:72 (pH= 3), detector de fluores-

cencia programado a una longitud de onda de excitacion de 335 nm y una longitud
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de onda de emision de 440 nm, flujo de 1.0 mL/min), se generd una curva patron
con patrones de FB1 que se hicieron reaccionar con OPA (se mezclaron 10 pL del
estandar con 25 uL de OPA en un tubo Eppendorf de 2 mL, se mezclé en vortex y se
centrifugo, se dejd incubar a temperatura ambiente por 3 min, se agregaron 465 uL
de acetonitrilo: agua (1:1) y se mezcl6é en vortex, los tubos correspondientes a la
curva patron se almacenaron en hielo hasta su analisis (que se realizé el mismo dia
de su preparacion). Las muestras con FB1 se trataron de la misma manera que los
puntos de la curva patron. Los resultados obtenidos se trataron con la ecuaciéon ob-
tenida de la curva de calibracion, se obtuvieron los promedios y la desviacién estan-

dar de los datos.

D. Evaluacién de la capacidad antioxidante de los extractos de pericarpio

de maiz con reactivo de ABTS.

1. Preparacion del reactivo de ABTS oxidado (ABTS+).
Se adicionaron 1.5 mL de ABTS (1.8 mM) en un tubo Eppendorf de 2 mL, se
adicionaron 27 uL de persulfato de potasio (0.63 mM) y se dejo reaccionar a tempe-

ratura ambiente durante 14 h.

2. Preparacion de las muestras.

En una microplaca de 96 pozos con fondo plano se afadieron alicuotas de
disoluciones de los acidos fendlicos o extractos de pericarpio (cada tratamiento se
evaluo por triplicado) disueltos en etanol absoluto hasta obtener un volumen total de
50 uL en cada pocillo de la placa. Se adicionaron 100 uL del reactivo ABTS+ a cada
pocillo con muestra y se leyo la absorbancia inmediatamente después del afiadido
en un espectrofotdmetro a 450 nm. Se calcul6 el % de reduccion de la absorbancia
con respecto del blanco de ABTS+, se obtuvieron los promedios y desviacion estan-
dar de cada uno de los tratamientos, los reactivos a los que se les midi6 la capaci-

dad antioxidante se encuentran especificados en la Tabla 8.
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Tabla 8. Concentracion final de analitos para el analisis de capacidad antioxidante.

*Concentracion de trabajo de ABTS*.

60 - 1200*

3.33 - 167

167

167

167

8 -333

8 - 333

8 -167

16.7 - 500
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VI. RESULTADOS

A. Efecto del extracto de pericarpio de maiz en el crecimiento radial de F.

verticillioides.

1. Niveles de AF y AC en el pericarpio de semillas de maiz (raza Chalque-

fno) y concentracién (mM) de los acidos fendlicos en el extracto.

El contenido de AF y AC en el pericarpio de semillas de maiz se determind
por HPLC empleando una solucion estandar de cada compuesto (el anexo R1 y R2
presenta las curvas std.), y se encontré que los niveles de AF fueron aproximada-
mente 20 veces mas altos que los de AC. Los resultados se presentan en la Tabla 9,

como mg/g de pericarpio y su conversion a concentracion (mM) en el extracto.

Tabla 9. Relacion de AF y AC en el pericarpio de maiz (mg de acido/mL) y en
el extracto (mM). Se presenta la media £ D.E. (n = 4).

1 21.03 108.28 0.88 5.33

2 32.20 165.80 1.1 6.78

3 21.21 109.20 1.84 11.22

4 18.06 93.03 0.96 5.82
PROMEDIO | 23.12+5.88 | 119.08 + 32.02 1.20+ 0.44 7.29 £ 2.69
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2. Efecto del extracto de pericarpio de maiz sobre el crecimiento de Fusa-

rium verticillioides en medio PDA.

El efecto de los extractos de pericarpio y del AF sobre el crecimiento radial de
F. verticillioides se muestran en la Figura 13.

Los resultados muestran que el extracto de pericarpio (0.5 mM eq.) provoco
una inhibicion de aproximadamente un 30% del crecimiento del hongo con respecto
al control, el extracto de pericarpio a la concentracion mas baja (0.25 mM eq.) gene-
ré una inhibicién de 25% aproximadamente. En el caso del AF puro, la concentra-
cion de 0.5 mM provocdé una inhibicidn equivalente (aproximadamente 25%) a la de
la concentracion mas baja de extracto de pericarpio, la concentracion mas baja de
AF (0.25 mM) present6 una inhibicion del 7% aproximadamente. No se encontré que

el disolvente tuviera un efecto en el crecimiento.
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Figura 13. Efecto del extracto de pericarpio de maiz y del AF en el crecimien-
to radial de F. verticillioides medido en placas de PDA 0.5X suplementados con las

concentraciones indicadas, (n = 3, se muestra el valor promedio + D.E.).

La Figura 14 muestra cultivos representativos del crecimiento radial de F. ver-

ticillioides al dia 7 post-inoculacion en presencia de dos concentraciones de AF y de
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extracto de pericarpio. Se observa que al dia 7, el hongo inoculado en el medio con-
trol ya habia llenado la caja (Figuras 14-1), y habia alcanzado casi la totalidad de la
caja en el control de disolvente (Figura 14-4), mientras que en las cajas con la con-
centracion mas alta de AF (Figura 14-3) y con el extracto de pericarpio (Figuras 14-5
y 14-6) se observa un crecimiento mas pobre, en el caso de los medios suplemen-
tados con la concentracion mas baja de AF (Figura 14-2) se observa una inhibicidn

del crecimiento, pero el hongo aun logra alcanzar los bordes de la caja.

1. PDA 0.5x 2.AF0.25mM 3. AF 0.50 mM 1. PDA 0.5x 2.AF0.25mM 3. AF 0.50 mM

4. MeOH 5. EP 0.25 mM 6. EP 0.50 mM 4. MeOH 5.EP 0.25 mM 6. EP 0.50 mM

Figura 14. Anverso y reverso del crecimiento de F. verticillioides (7 dias) en
placas suplementadas con extracto de pericarpio (EP) o acido ferulico (AF) a las
concentraciones indicadas. El control de disolvente fue metanol al 0.27% v/v, equi-
valente a lo afladido en los medios suplementados.

3. Efecto de otros compuestos presentes en el pericarpio de maiz en el

crecimiento de F. verticillioides.

Dado que el pericarpio de maiz también contiene otros acidos fendlicos,
ademas del AF, se evalud la presencia de AV, AC y AS, en los extractos de pericar-
pio por HPLC y comparacion de los tiempos de retencion de estandares puros. Los
tiempos de retencion de AF, AC, AV y AS fueron de 7.7 min, 6.8 min, 4.1 min y 4.3
min, respectivamente y en el extracto de pericarpio se identificaron picos con tiem-
pos de retencidon muy cercanos (Figura 15). Como muestra la figura, el tamafio de
los picos de AC, AV y AS es muy pequefio y corresponden aproximadamente a
2.67%, 0.1% y 0.2% respectivamente, del contenido de AF.
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AF (0.052 mM)

AC (0.052 mM)

AV (0.052 mM)

AS (0.052 mM)

5. Extrécto de pericarpio

Figura 15: Cromatogramas de HPLC de: 1. Acido Ferdlico, 2. Acido p-Cuma-
rico, 3. Acido Vanilico, 4. Acido Siringico, 5. Extracto de Pericarpio de Maiz (Dilucién
de la matriz concentrada 1:10,000).

Aunque la concentracion de estos acidos fendlicos es muy baja en los extrac-
tos de pericarpio, se evalué su actividad antifungica y los resultados se presentan en

la Figura 16.
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Figura 16. Efecto de diferentes acidos fendlicos (AC, AS y AV) presentes en
extracto de maiz en el crecimiento radial de F. verticillioides medido en placas de
PDA 0.5X suplementados con las concentraciones indicadas (n = 3, se muestra el

valor promedio + D.E.).

La concentracion mas alta de AC (0.5 mM) es la que causo la mayor inhibi-
cion del hongo (aproximadamente 13%), mientras que la concentracion mas alta del
AV (0.5 mM) y las dos concentraciones utilizadas del AS (0.5 mM y 0.25 mM) no
provocaron una inhibicion significativa. Este experimento muestra que el AC tiene
una mayor accion antifungica sobre F. verticillioides que el AV y el AS, sin embargo,

no alcanzaron la misma potencia que el AF.

B. Efecto del extracto de pericarpio de maiz sobre la produccién de FB1 de

F. verticillioides.

Para evaluar el efecto del extracto de pericarpio sobre la produccion de FB1,
se incubo F. verticillioides por 7 dias en medio GYAM como control y en medio
GYAM suplementado con 1) metanol-agua (M:A) donde la concentracién final de
metanol en el medio fue 0.088% v/v; 2) acido ferulico (AF 0.1 mM) y 3) extracto de

pericarpio (AF eq 0.1 mM). EIl crecimiento del micelio fue pobre en este experimento
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como se muestra en la Figura 17. Esto se reflejé en los niveles de fumonisina pro-
ducida que fueron muy bajos y apenas en el limite de cuantificacion del método. La
Figura 18 presenta cromatogramas de estas determinaciones. Esto dificulté mucho
el analisis, los resultados preliminares que se presentan en la Figura 19 sugieren
que no hay diferencias entre los tratamientos. Para resolver este problema, se re-
comienda repetir el experimento incrementando el indculo inicial (910 conidias/mL)
para tener mayor biomasa y poder realizar un analisis confiable de los niveles de

fumonisina.

Figura 17. Crecimiento al dia 7 de F. verticillioides en matraces de medio
GYAM (1. Control de medio GYAM, 2. Extracto de pericarpio 0.1 mM, 3. Control de
disolvente Metanol: Agua, 4. AF 0.1 mM).
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Figura 18. Ejemplos de cromatogramas obtenidos para la cuantificacion de
FB1 (Tiempo de retencién: ~6.7 min) en medio GYAM (1. Cromatograma de un es-
tandar de FB1 50 puM dilucién 1:100, 2. Cromatograma de una muestra de medio
GYAM, dilucion 1:5).
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Figura 19. Efecto de diferentes tratamientos sobre la produccion de FB1 por F.
verticillioides medido en matraces de medio GYAM suplementados con las disolu-
ciones indicadas M:A (metanol/agua 1:1), AF (Acido fertlico 0.1 mM), EP (extracto

de pericarpio, AF eq 0.1 mM) (n = 3, se muestra el valor promedio + D.E.).

C. Evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos de pericarpio

de maiz con reactivo de ABTS.

Se implementé el método de ABTS+ para medir la actividad antioxidante del
acido ferulico y otros acidos fendlicos presentes en el pericarpio de maiz, asi como
de diferentes concentraciones del extracto de pericarpio (EP). El método se basa en
la reduccién del ABTS+ por los agentes antioxidantes que se sigue por el decremen-
to de la Asso. La figura 20 muestra una comparacion entre los % de absorbancia de
la curva de concentraciones crecientes de AF (3.33 - 167 uM) y la curva estandar de
ABTS+ (60 - 1200 pM). Se observa que el comportamiento de la Asso del ABTS+ es
lineal en el rango de concentraciones probado, lo cual permitié establecer la concen-
tracion de trabajo de este reactivo para los ensayos, mientras que el comportamien-

to de la actividad antioxidante del AF sigue un comportamiento exponencial depen-
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diente de la concentracion, la cual alcanza un maximo después de 167 uM, lo que

permitié establecer la concentracién para los resultados posteriores.
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Figura 20. % de inhibicion de absorbancia de ABTS+ por la concentracién de
AF y % de inhibicién de la absorbancia por efecto de la concentracion del ABTS+ (n
= 3, se muestra el valor promedio).

La Figura 21 compara la actividad antioxidante de 4 acidos fendlicos a una
concentracion de 167 uM (concentracién establecida como el maximo en la Aasso,
mostrado en la figura 20) que se encuentran en el pericarpio de maiz y del extracto
de pericarpio a dos diluciones distintas. Se observa que solamente el acido ferulico
y el acido siringico poseen capacidad antioxidante pues alcanzaron una inhibicién
del 85% y del 50%, respectivamente. Asimismo, la actividad que exhibe el extracto
de pericarpio (167 uM eq. AF) fue comparable a la del acido ferulico puro. Esto se
explica con el hecho de que el acido fendlico que se encuentra en mayor abundan-
cia en el extracto es el AF, asi, aunque el AS presenta una actividad antioxidante
alta, la concentracion en la que se encuentra presente no es la suficiente para que

tenga un impacto sobre la capacidad total del extracto.
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Figura 21. Capacidad antioxidante de diferentes acidos fendlicos (167 uM)
presentes en pericarpio de maiz (Acido ferulico (AF), acido p-cumarico (AC), &cido
siringico (AS) y acido vanilico (AV)) y de diferentes concentraciones de extracto de
pericarpio (EP) (n = 3, se muestra el valor promedio £ D.E.).

También se determind la capacidad antioxidante de algunas mezclas de los
acidos fendlicos con el fin de simular el efecto de los extractos de pericarpio que

contienen distintos compuestos; los resultados se muestran en la Figura 22.
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Figura 22. Capacidad antioxidante de acidos fendlicos presentes en pericar-
pio de maiz y diferentes mezclas de ellos (Acido ferulico (AF), acido p-cumarico
(AC), acido siringico (AS) y acido vanilico (AV)) (n = 3, se muestra el valor promedio

+ D.E.).

En este experimento se observé que la capacidad antioxidante que presentan
las mezclas esta determinada principalmente por la cantidad de acido ferulico pre-
sente en ellas, y que en las mezclas que carecen de acido ferulico, la capacidad an-
tioxidante corresponde aproximadamente a la suma de las de los acidos presentes,
esto demuestra que no existe un efecto sinérgico antioxidante entre los acidos eva-
luados y confirma que la capacidad antioxidante de una mezcla de acidos fendlicos

en la cual se encuentre el AF, va a presentar la capacidad antioxidante del AF solo.

Para apoyar esto, se determiné la capacidad antioxidante de extractos de pe-
ricarpio de diferentes variedades de maiz, una de alto contenido de AF (EA) y una
de bajo contenido de AF (EB), y se normalizaron a una concentracion equivalente de

167 pM de acido ferulico. Los resultados se presentan en la Figura 23, la cual mues-
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tra que no hay diferencias significativas en el % de inhibicidon de la Asso entre el ex-
tracto fresco, el estandar de AF y el extracto de alto contenido de AF, pero si existe
una diferencia entre los extractos frescos y los antiguos, indicando una pérdida de la
capacidad antioxidante de los extractos a través del tiempo, también se observa una
diferencia entre los extractos de alto y bajo contenido de AF, indicando que este fac-

tor influye determinantemente en la capacidad antioxidante de los extractos.

100

% Inhibicion

MAF BEr MEA HeEs MW EAAntiguo W EB antiguo

Figura 23. Capacidad antioxidante de extractos de pericarpio de alto y bajo
contenido de AF, frescos y antiguos comparado contra estandar de AF y extracto
fresco de raza Chalquefo, los extractos de alto contenido de ferulico y estandares
se encuentran a una concentracién de 167 uM equivalente de AF, los extractos de
bajo contenido de ferulico se encuentran a la misma dilucion que los extractos de
alto contenido de ferulico y su concentracién es de 130 yM equivalente de AF (n = 3,

se muestra el valor promedio £ D.E.).

Se evalud también la capacidad antioxidante de los extractos de alto y bajo
contenido de AF, anadiendo distintos volumenes de estos (0 - 1.8 yL) que corres-

ponden a concentraciones de 0 - 300 uM del extracto de alto contenido de AF (Figu-
ra 24). Los perfiles de las curvas de inhibicion de oxidacion para ambos extractos
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fueron contrastantes; para el extracto de alto AF, se alcanz6 un 90% de inhibicion a
partir de 0.2 pL, mientras que para el de bajo AF, se requirieron 0.85 uL del extracto.
Con estos datos se determind una Clso de 16.7 pM (0.1 pL) para el extracto de alto

contenido de AF y de 65 pM (0.5 pL) para el extracto de bajo contenido.
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Figura 24. Actividad inhibitoria de la oxidacion del ABTS de los extractos de
alto y bajo contenido de AF. Se probaron volumenes equivalentes de cada extracto y
se evalud su capacidad antioxidante en el ensayo de ABTS.
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VIl. DISCUSION

En este trabajo se encontrdé que el extracto de pericarpio de semilla de maiz
inhibe el crecimiento en placa de F. verticillioides, asi como la produccién in vitro de
FB1, lo anterior se asoci6 a la capacidad antioxidante de los acidos fendlicos, princi-

palmente el AF, presentes en el EP.

A. Efecto del extracto de pericarpio de semilla de maiz sobre el crecimiento

en placa de F. verticillioides.

Se determinaron mediante HPLC los niveles de algunos acidos fendlicos pre-
sentes en el pericarpio de semilla de maiz, los resultados muestran que el AF es el
acido que existe predominantemente, y algunos otros acidos como AC, AS y AV
existen en cantidades entre 37 hasta 1,000 veces menores que el AF, existen otros
compuestos fendlicos que existen en el EP que no fueron analizados en este traba-
jo, asi como precursores de los mismos, tales como acido clorogénico, acido cina-
mico y acido benzodico, los cuales podrian también contribuir a la defensa contra
hongos patdgenos (Atanasova-Penichon, et al, 2016).

Se encontré que el EP a una concentracion equivalente de AF de 0.25 mM
produce una inhibicién del crecimiento de F. verticillioides similar a la provocada por
AF 0.5 mM, aproximadamente de 25% con respecto del control, sugiriendo que en el
caso del extracto, no es el AF el unico compuesto que puede causar este efecto,
pudiendo existir un efecto sinérgico entre los demas acidos fendlicos presentes.
Coma, et al (2011) reporta que a una concentracion de AF de 26.8 mM existe una
inhibicién del 29% del crecimiento de Fusarium proliferatum (Tabla 5), en compara-
cion, F. verticillioides presenta una mayor sensibilidad al AF, ya que presenta una

inhibicion similar del crecimiento en placa a una concentracion 5 veces menor.
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B. Efecto del extracto de pericarpio de semilla de maiz sobre la produccion
de FB1 por F. verticillioides.

En este trabajo no se encontr6 que existiera una diferencia significativa entre
la cantidad de FB1 producida en medio GYAM solo y suplementado con AF 0.1 mM
y EP 0.1 mM eq. de AF respectivamente. Este experimento preliminar tuvo el incon-
veniente del pobre crecimiento del micelio y no se pudo repetir por el confinamiento.
Sin embargo Martinez-Fraca (2019) reporta una diferencia en el crecimiento in vivo
de F. verticillioides en las variedades de alto y bajo contenido de AF, siendo 20%
mayor en la variedad con menor contenido, de esta manera comprob¢ la influencia
de la cantidad de AF sobre el crecimiento del patégeno, asimismo, reporta que en el
medio GYAM suplementado con AF a una concentracion de 0.1 mM existe una re-
duccién de 50% en la cantidad de fumonisina producida por F. verticillioides con
respecto del control del medio GYAM (Figura 11), al trabajar con un modelo in vivo,
con semillas de las variedades con alto y bajo contenido en AF, noté una diferencia
entre la expresion de algunos genes responsables de la sintesis de FB1 en semillas
de maiz de alto y bajo contenido de AF, siendo mayor la expresion de estos genes
en el genotipo de bajo contenido de AF, lo que sugiere que el AF induce un efecto
inhibitorio de la produccién de FB1, para comprobar este efecto, analizé por HPLC
los niveles de FB1 producidos, en la variedad de alto contenido en AF encontrdé una
reduccion de hasta el 60% de los niveles de FB1 con respecto de la variedad de
bajo contenido de AF, también reporta, a distintos tiempos post-inoculaciéon (desde
6-24 h), que la produccién de FB1 es abundante en las semillas con bajo contenido
de AF, mientras que en el genotipo con alto contenido, la produccién no incrementa
de manera significativa en los distintos tiempos, esto es consistente con la hipétesis
de que la variedad de mayor contenido de AF lograra resistir mejor la infeccion por

F. verticillioides y contendra menores cantidades de FB1.
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C. Capacidad antioxidante de los acidos fendlicos presentes en el pericar-

pio de semilla maiz.

Los resultados obtenidos al determinar la capacidad antioxidante de algunos
de los acidos fendlicos presentes en el EP muestran que la capacidad antioxidante
exhibida por el AF es muy similar a la capacidad del EP, sugiriendo que el AF es el
mayor contribuyente a la actividad antioxidante, lo anterior es consistente con los
niveles en los que se encuentra en el extracto, al comparar los resultados obtenidos
en el experimento de crecimiento en placa de F. verticillioides contra la capacidad
antioxidante de los compuestos y mezclas, se observa que existe una relacion entre
la capacidad de inhibir el crecimiento fungico y la capacidad antioxidante (en ambos
casos el EP presenta mayor efecto que el AF por si solo), la capacidad antioxidante
puede no ser el unico factor que influye en la inhibicion (mientras el AF y el EP pre-
sentan capacidades antioxidantes similares, el EP presenta una inhibicidn casi 2 ve-
ces mayor que el AF).

En cuanto al posible mecanismo de inhibicion de los compuestos antioxidan-
tes, una hipétesis es que estos pueden modificar el potencial redox de la célula fun-
gica, que podria inducir una cascada regulatoria rio arriba de la ruta sintética de fu-
monisina (Picot, et al, 2013), de igual manera, Ponts, et al (2006) encontraron que
suplementando el medio en el que crece F. graminearum con H20O2, mejora la pro-
duccién de 15-ADON-DON (TCTB), llegando a aumentar la produccion de esta mi-
cotoxina hasta 7 veces, complementando esta informacion, realizan una suplemen-
tacion de los medios de crecimiento con otros compuestos oxidantes, como diamida,
obteniendo el doble de cantidad de 15-ADON-DON en el medio suplementado con
diamida con respecto del suplementado con H202. Dado que el H202y la diamida
son compuestos que inducen al estrés oxidativo en la célula fungica, se ha propues-
to la idea de que la modulacién de la sintesis de micotoxinas esta ligada a la habili-
dad del hongo de protegerse a si mismo del estrés oxidativo, se ha observado tam-

bién, una correlacion entre la acumulacion de especies reactivas de oxigeno con la

produccion de algunas micotoxinas como tricotecenos y aflatoxinas, el mismo hecho
de que algunos compuestos fendlicos antioxidantes tengan la capacidad de impac-
tar la produccion de micotoxinas, disminuyendo la misma, se debe al hecho de que

la sintesis de éstas, tiene varios pasos oxidativos que requieren una gran cantidad
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de oxigeno, los compuestos antioxidantes, al limitar el oxigeno disponible, puede
afectar esta via, de igual manera, es posible que durante la sintesis estén involucra-
das EROs, las cuales también se pueden ver afectadas por la presencia de antioxi-
dantes en el medio (Ferrigo, et al, 2015, Picot, et al., 2013).

Otro factor que afecta a la sintesis de micotoxinas, es el entorno fisico en el
que se encuentra el patdgeno, se sabe que existen algunos factores ambientales
que afectan tanto el crecimiento fungico como la sintesis de fumonisinas, tales como
el aw y la temperatura, también se conoce que factores fisicoquimicos y nutricionales
como el pH, la proporcién de C:N y el contenido de amilopectina en los granos infec-
tados afectan a la sintesis de micotoxinas (Dall'Asta, et al, 2012), por ejemplo, las
condiciones ideales de sintesis para F. verticillioides son entre 20°C y 30°C y entre
0.97 a 0.98 de aw (Picot, et al., 2010), Samapundo, et al (2007) encontraron que se
requieren altos niveles de compuestos fendlicos y una baja aw para inhibir por com-
pleto el crecimiento de F. verticillioides, Martinez-Fraca (2019) reporta que la pre-
sencia de AF en un medio en el que crece F. verticillioides reprime la expresion de

algunos genes del locus FUM (FUM1 y FUMS8), afectando asi, la sintesis de FB1.
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VIIl. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

A. Conclusion

Hay una amplia diversidad en el contenido de acidos fendlicos en el pericar-
pio de distintos genotipos de maiz y es el AF el mas abundante de éstos. Ademas,
es el que tiene mayor capacidad antioxidante, determinada por el ensayo de ABTS.
El extracto de pericarpio de semillas de maiz logré inhibir el crecimiento in vitro de F.
verticillioides, también se encontré una relacidn entre la inhibicién del crecimiento y
la actividad antioxidante del extracto, los genotipos con mayor contenido de AF con-
tienen la mayor actividad antioxidante. El ensayo preliminar realizado en este traba-
jo, no permitié determinar que estos extractos inhibieran la produccién de FB1 in vi-

tro.

B. Perspectivas

Dado que en este trabajo se demostréo que los extractos de pericarpio de
maiz inhibieron el crecimiento de F. verticillioides, de una forma dependiente de
concentracion, estos resultados se verian complementados con los experimentos
sobre la produccién de FB1 in vitro. Nuestros resultados preliminares no fueron con-
cluyentes y la perspectiva inmediata seria repetirlos, una vez solucionado el proble-
ma del inoculo.

Para abundar en la relacion entre el efecto inhibitorio del crecimiento de los
acidos fendlicos con su actividad antioxidante, se puede determinar el crecimiento
de F. verticillioides en un medio suplementado con una mezcla de compuestos pre-
sentes en el extracto de pericarpio, asi como el crecimiento en medios suplementa-

dos con acidos fendlicos por separado.
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X. ANEXO

Curva de calibracion de AF
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Figura R1: Curva de calibracion de AF mediante HPLC (HPLC de fase rever-

sa, columna: C18 Ascentis®, fase movil: acido acético 4% en agua: metanol, 75:25,
con un detector de UV-VIS a 335 nm, bomba con flujo de 1.2 mL/min).
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Curva de calibracion de AC
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Figura R2: Curva de calibracion de AC mediante HPLC (HPLC de fase rever-

sa, columna: C18 Ascentis®, fase movil: acido acético 4% en agua: metanol, 75:25,
con un detector de UV-VIS a 335 nm, bomba con flujo de 1.2 mL/min).
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