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. RESUMEN

Fusarium verticillioides es un hongo hemibiétrofo que causa varias enfermedades en maiz
(Zea mays L.), provocando pérdidas de rendimiento y de la calidad del grano. Este
microorganismo patdogeno ha evolucionado para adaptarse y superar los mecanismos
constitutivos de defensa del maiz, pues es capaz de metabolizar a las benzoxazolinonas,
que son compuestos con actividad antimicrobiana producidos por la planta. Para su
metabolismo, requiere del gen, MBL1, que codifica para una metalo-B-lactamasa que
hidroliza las benzoxazolinonas para formar el intermediario 2-aminofenol (2-AP), y del gen
NAT1 que codifica para una arilamina-N-aciltransferasa generando acido N-(2-hidroxifenil)

malonamico (HPMA) que es un compuesto no toxico.

Dado que el objetivo principal es estudiar la funcion de las benzoxazolinonas en la
interaccion Fusarium verticillioides —Zea mays, y determinar si hay una asociacion entre la
virulencia de F. verticillioides con su tolerancia a las benzoxazolinonas, se evalud la
existencia de diferencias en la tolerancia y metabolismo de BOA (2-benzoxazolinona),
MBOA (6-metoxi-2-benzoxazolinona) y 2-AP (2-aminofenol) entre cuatro cepas de F.
verticillioides aisladas de mazorcas de maiz que difieren en cuanto a su agresividad y
produccion de fumonisina B1 (MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1). Se determiné que existe
diversidad en la capacidad de tolerancia y biotransformacion a las benzoxazolinonas (BOA y
MBOA) y al intermediario con mayor toxicidad 2-AP, por parte de F. verticillioides mediante
la comparacion de la capacidad de metabolizar y tolerar estos compuestos de defensa
constitutivos del maiz en distintas cepas de F. verticillioides. Mas adelante se determind si
se veia afectada la biotransformacion por el acido ferulico (FA) que es un compuesto
presente en el maiz. Ademas se estableci6 un ensayo preliminar de infeccion de F.
verticillioides en raices de plantulas de maiz, para determinar si la infeccidon por las mismas
cuatro cepas de F. verticillioides mencionadas con anterioridad inducian la produccion de

benzoxazolinonas en tejidos de maiz.

Ademas, se identificé una cepa con alta capacidad para tolerar y metabolizar BOA, MBOA y
2-AP.



II. INTRODUCCION

1. Maiz
1.1.Caracteristicas generales

El maiz (Zea mays) es uno de los principales cultivos a nivel mundial, junto con el arroz y el
trigo, debido a que son los cereales con mayor extension de area cultivada y son fuentes
esenciales de calorias para grandes segmentos de la poblacion. Los principales paises
productores de maiz son EEUU., China, Brasil y México. La aceptacion del maiz como
cultivo se debe principalmente a sus diversas funcionalidades, ya que representa una fuente
crucial de alimentos, combustible y fibras (Arendt & Zannini, 2013). El cultivo de este cereal
se ha extendido a todas las regiones tropicales, semitropicales y templadas del mundo,
debido a su amplia diversidad genética que permite su adaptacion (Skoufogianni et al.,
2020).

Estudios taxonédmicos y morfolégicos indican que el teosinte (Zea perennis) es el antecesor
silvestre del maiz. Ademas de que se reporta que el maiz fue domesticado en México hace
al menos 8700 afos, ya que evidencia molecular indica que el ancestro silvestre del maiz es
nativo del bosque tropical estacionalmente seco de la cuenca del Balsas Central, al oriente

de Michoacan, suroeste del estado de México y norte de Guerrero (Ranere et al., 2009).

Zea mays agrupa cuatro subespecies que son: Zea mays L. ssp. huehuetenangensis, Zea
mays L. ssp. mexicana, Zea mays L. ssp. parviglumis y Zea mays L. ssp. mays (Kato et al.,
2009). El maiz cultivado (Z. mays L.), es una planta diploide con 10 cromosomas y es
miembro de la familia de las gramineas (Poaceae). El maiz al ser una planta monoica
cuenta con inflorescencia masculina y femenina, separadas pero en el mismo individuo. En
las ramas, se desarrollan los o6rganos femeninos, que son estructuras vegetativas
denominadas espadices; mientras que la parte masculina, presenta una panicula o espiga,
que produce una alta cantidad de polen y se encuentra en la parte superior de la planta.
Una planta puede ser fecundada por el polen proveniente de otras plantas, transportado por
el viento, pero también puede ser autopolinizada (CONACyT, 2011; Skoufogianni et al.,
2020).

Durante el crecimiento del maiz, se distinguen dos fases: una vegetativa y otra reproductiva.
La fase vegetativa comienza con la germinacion de la semilla de maiz y culmina con la
aparicion de la inflorescencia masculina. A partir de una semilla se desarrolla una planta de

porte robusto y anual, que generalmente mide entre 2.0 y 3.5 m de altura, con pocas
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ramificaciones en el tallo que presenta nudos y entrenudos, y hasta 21 hojas. La fase
reproductiva comienza con la aparicion de la inflorescencia femenina que son mechones de
estilos largos y finos, asi como el desarrollo de la inflorescencia masculina, que son las
anteras en el extremo superior del tallo (Dinolfo et al., 2022). Por lo general, una planta de
maiz alcanza la madurez fisioldgica en 125 dias; sin embargo, este tiempo varia con el

genotipo, la ubicacion, la fecha de siembra, etc. (Kato et al., 2009; Arendt & Zannini, 2013).

Las raices primarias son fibrosas y presentan raices adventicias que nacen en los primeros
nudos por encima de la superficie del suelo, y ambas tienen la funcion de mantener a la
planta erecta (Kato et al., 2009). El sistema radicular, altamente ramificado, esta ubicado en
la seccioén superior entre 0.8 — 1.0 m del suelo y alrededor del 80% de la absorcién de agua
se da desde esta profundidad. Este sistema de raices alcanza su mayor profundidad en la
mitad de la etapa reproductiva, y en suelos profundos pueden alcanzar una profundidad de
2.0 m (Arendt & Zannini, 2013).

Los componentes principales del grano de maiz son los polisacaridos, las proteinas y los
lipidos, de los cuales el almidon es el componente principal debido a que los carbohidratos
son de los principales constituyentes quimicos de la cariopsis del maiz (Tabla 1). Un grano
de maiz tipico se compone de 70 a 75 % de almidon (del peso seco del grano) y se
encuentra principalmente en el endospermo. Mientras que el embrion es particularmente
rico en lipidos, minerales y azucares, pero este también contiene vitaminas, especialmente
las vitaminas liposolubles A y E. Entonces el maiz contiene una proporcion de todas las
vitaminas importantes en la dieta humana con excepcion de la vitamina B12 (Arendt &
Zannini, 2013).

Tabla 1. Composiciéon aproximada del grano de maiz.

Constituyente Rango (por 100 g)
Humedad (g) | 7-23
Almidon (g) | 61-78
Proteina (g) | 6-12

Lipidos (g) | 3.1-5.7
Ceniza (g) | 1.1-3.9
Fibra (g) | 8.3-11.9
Pentosanos (g) | 5.8-6.6




Celulosa + Lignina (g) 3.3-4.3

Azucar (9) 1.0-3.0

Carotenoides totales (mg) 0.5-4.0

Nota. Tomada de Arendt & Zannini, 2013.

1.1.1. Microorganismos patégenos como limitantes en la produccién de

maiz

El maiz, como cualquier cultivo, estd expuesto a plagas de insectos y microorganismos
patogenos diversos que incluyen a virus, bacterias y hongos, parasitos como nematodos,
asi como también organismos pluricelulares como moluscos, artropodos y vertebrados
(Agrios, 2005; Anaya-Lang & Espinosa-Garcia, 2006; Camacho-Escobar et al., 2020). Las
plantas cuentan con mecanismos de defensa que constan de barreras fisicas y quimicas
que tienen funciones estructurales y toxicas para impedir la entrada de patégenos; o para
limitar infecciones mediante una respuesta rapida y eficiente, evitando su propagacion en la

planta (Plasencia, 2016).
1.2. Mecanismos de defesa

Los mecanismos de defensa en plantas van desde adaptaciones anatémicas hasta
compuestos quimicos particulares de cada especie, que permiten contender con los
microorganismos fitopatégenos. Estas defensas tienen propiedades particulares y se
pueden clasificar en dos tipos, que son mecanismos de defensa constitutivos (también
llamados pasivos o preexistentes) e inducibles (Garcia-Montalvo, 2016; Camacho-Escobar
et al., 2020). Las defensas constitutivas se refieren a barreras y moléculas estructurales, asi
como también a numerosos compuestos preformados (fitoanticipinas) integrados por las
caracteristicas estructurales de la pared celular que funcionan como defensas en los tejidos
de las plantas (Garcia-Montalvo, 2016). Entre estos se encuentra, ademas de la pared
celular, la epidermis, fibras, resinas, corteza gruesa, fenoles, lignina, terpenoides,
alcaloides, saponinas, glicosidos cianogeénicos y otros metabolitos secundarios. Mientras
que los mecanismos de defensa inducibles son respuestas activadas al percibir la presencia
de un patégeno o alguno de sus productos. Entre los mecanismos inducibles estan la
respuesta de hipersensibilidad, que es una forma de muerte celular programada, la
formacion de nuevas estructuras morfolégicas y compuestos con actividad bioldgica

(fitoalexinas), asi como también cambios en las estructuras o en la concentraciéon de los



compuestos ya existentes, como la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y
la acumulacion de proteinas relacionadas con la patogénesis (Anaya-Lang & Espinosa-
Garcia, 2006; Plasencia, 2016).

Los mecanismos de defensa de las plantas no son excluyentes, por lo que las plantas son
capaces de utilizarlos en combinacion para lograr sobrevivir a ataques por distintos
patégenos, aunque puedan sufrir dafios en menor o mayor medida. Ademas, las
combinaciones de estrategias de defensa pueden variar dentro de la misma interaccion
planta-patdgeno, esto puede depender de la edad de la planta, el tipo de 6rgano y tejido
vegetal atacado, el estado nutricional e incluso de las condiciones ambientales (Agrios,
2005). Por consiguiente, es fundamental conocer estos mecanismos de defensa, ya que

aportan mucho a estudios de interacciones planta-patégeno.
1.2.1. Mecanismos constitutivos

Estos mecanismos son defensas estructurales y quimicas preexistentes que representan
una primera linea de defensa de las plantas contra los patégenos en su superficie, evitando
que el patégeno sea capaz de adherirse para posteriormente penetrar y causar una

infeccion.

Las barreras estructurales que presentan las plantas incluyen a la pared celular que es una
barrera dinamica y esta compuesta principalmente por celulosa, ésta puede engrosarse por
la deposicion de microfibrillas en su cara interna y también puede expandirse. Otras
barreras estructurales son la epidermis que esta cubierta de una cuticula cerosa, asi como
también la estructura de las paredes celulares epidérmicas, el grosor, la ubicacion y las
formas de los estomas y las lenticelas. La cuticula cerosa evita el contacto directo del
patégeno con las células y debido a su naturaleza hidrofébica previene la pérdida de agua y
su acumulacion en la superficie, evitando la germinacion de esporas, reduciendo la
posibilidad de infeccion. También, la estructura de los estomas representa una barrera
estructural, ya que al ser células de guarda anchas y elevadas dan lugar a una entrada muy

estrecha y confieren resistencia frente a algunos patégenos (Agrios, 2005; Plasencia, 2016).

La importancia de la pared celular de las plantas radica en que ésta da forma y fuerza a las
células, uniéndolas y dando rigidez a toda la planta, debido a que se compone
principalmente de microfibrillas de celulosa incrustadas en una matriz de hemicelulosas,
pectinas, proteinas y compuestos fendlicos. La composicién de la pared celular de las
plantas varia significativamente entre tejidos de una misma planta y de una especie a otra,
asi como entre variedades dentro de una misma especie (Santiago et al., 2013). Por

ejemplo, la pared celular de una especie de cereales tipica contiene 25% de celulosa, 55%
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de hemicelulosa (arabinoxilanos, xiloglucano y, en algunos tejidos, glucanos de enlaces
mixtos) y solo 10% de pectina. Los xilanos de estos estan sustituidos con cadenas laterales
de arabinosa y acido glucurénico, y se denominan arabinoxilanos (AX) y glucurono
arabinoxilanos (GAX) respectivamente (Figura 1); y una proporcién de las cadenas laterales
de arabinosa se sustituyen ademas con residuos de acido fendlico, en particular acidos
ferulico, p-cumarico y 4-O-metilglucurdnico. En la pared celular también pueden haber
macromoléculas adicionales como la lignina, que estan introducidas entre las microfibrillas
de una pared primaria haciéndola mas fuerte (Pollard et al., 2008). Estas ligninas son
heteropolimeros aromaticos complejos derivados principalmente de tres mondémeros de
alcohol hidroxicinamilico que son los alcoholes p-cumarilico, coniferilico y sinapilico
(Boerjan et al., 2003).

Figura 1. Estructura de las hemicelulosas. (A) Glucurono arabinoxilanos (GAX)
principales polisacaridos hemicelulositicos del maiz, que consisten en una cadena de
xilanos, con sustituciones de arabinosa, acido glucurdnico y acido ferulico; (B) B-glucanos
con enlaces mixtos, integrados por unidades de celotriosa y celotetraosa unidas por enlaces
B(1-4) que se entrelazan por enlaces $(1-3). Tomada de Barros-Rios et al., 2011.



Es destacable el papel de los arabinoxilanos en las gramineas, ya que desempefian una
funcion estructural importante al unirse a las microfibrillas de celulosa y entrecruzarse
oxidativamente entre si y con ligninas mediante la actividad de peroxidasa o lacasa para
formar una variedad de dimeros (cadenas de polisacaridos entrecruzadas con ligninas).
Esta union de los arabinoxilanos con las microfibrillas de celulosa se dan mediante

compuestos fendlicos (Figura 2) (Santiago et al., 2013).

LIGNIN

(a) Ester bonds toe hemicellulose ic and p-coumaric acids
(b) Ester and ether bond between p-coumaric acid and lignin
(c) Ester and ether bond between hemicellulose and lignin

(d) Hemicellulose cross-links through diferulic acid 7
(e) Diferulic acid cross-links (ester to polysaccharides and ether to lignin)
(f) Ferulic acid cross-links (ester to polysaccharides and etherto lignin),

Figura 2. Representacion de la estructura de la pared celular secundaria en maiz.
Unidn entre componentes de la pared celular, hemicelulosa y ligninas por esterificacion de
acidos fendlicos, (a) enlaces éster entre hemicelulosa y acido ferulico, y entre hemicelulosa
y acido p-cumarico; (b) enlaces éster y éter entre acido p-cumarico y lignina; (c) enlaces
éster y éter entre hemicelulosa y lignina; (d) enlaces cruzados de hemicelulosa a través del
acido diferulico; (e) enlaces cruzados del acido diferulico (éster con polisacaridos y éter con
lignina); (f) enlaces cruzados del acido ferulico (éster con polisacaridos y éter con lignina).
Tomada de Santiago et al., 2013.

Ademas de este componente estructural, las plantas también cuentan con mecanismos
quimicos de defensa constitutivos conformados por una amplia gama de metabolitos
secundarios de bajo peso molecular que tienen diversas actividades bioldgicas (Dixon,
2001). Estos compuestos naturales derivados de plantas, ademas de tener funciones



ecologicas amplias y de participar en el crecimiento y desarrollo de las plantas, tienen un
papel relevante de defensa. Se sugiere incluso que algunos fitoquimicos pueden servir no
solo como barreras quimicas, sino también podrian tener funciones en los procesos de

sefalizacioén relacionados con la defensa (Bednarek & Osbourn, 2009).

Los compuestos constitutivos de defensa de las plantas estan presentes en las células
vegetales antes de la infeccion, pero de igual manera pueden ser liberados en el entorno de
la planta. Las fitoanticipinas estan preformadas y almacenadas en las células vegetales,
estas confieren proteccion a las plantas y se conoce que algunas (p. ej. compuestos
fendlicos, taninos y algunos compuestos similares a los acidos grasos) estan presentes en
altas concentraciones en las células de tejidos jévenes de la planta, siendo responsables de
la resistencia a microorganismos patégenos, pero a medida que los tejidos envejecen, su
concentracion va disminuyendo (Agrios, 2005). Las saponinas (compuestos esteroideos o
triterpenoides glicosilados), asi como los glicdsidos cianogénicos, son fitoanticipinas
caracterizadas, de las cuales las primeras mencionadas tienen caracteristicas surfactantes
y las segundas pueden producir acido cianhidrico (HCN) en caso de dafo tisular (Plasencia,
2016).

Las saponinas se producen como barreras quimicas basicas, formando parte del ciclo
normal del crecimiento y desarrollo de las plantas para mecanismos de defensa contra
hongos e insectos patdgenos. Estas muestran una actividad antifungica eficaz, debido a que
presentan caracteres anfifilicos debido a la presencia de un aglicon triterpénico lipofilico
(sapogenina) unido a cadenas de azucar hidrofilicas (Figura 3A), que facilitan la actividad de
union de la saponina a la membrana fungica. Aunque los mecanismos detallados del modo
de accion antifungico de las saponinas no estan bien establecidos, se cree que la estructura
aglicona-azucar de las saponinas estan interrelacionadas principalmente con su capacidad
para unirse al componente de esteroles de la membrana celular de los hongos, para formar
complejos, lo que provoca la pérdida de la membrana celular y la formacion de poros y, en

consecuencia, la pérdida de la integridad de la membrana (Abdelrahman & Jogaiah, 2020).
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Figura 3. Clasificacion de los compuestos saponinicos. (A) Triterpénicos; (B)
esteroideos y (C) esteroideo-alcaloideos, en funcion de la estructura de su unidad aglicona
que representa el nucleo de la estructura (Abdelrahman & Jogaiah, 2020).

Ademas, varias proteinas vegetales preformadas pueden actuar como inhibidores de las
proteasas de los patégenos o de las enzimas hidroliticas implicadas en la degradacion de la
pared celular del huésped, para asi inactivar ribosomas extrafios o para aumentar la
permeabilidad de las membranas plasmaticas de los hongos (p. ej. las fitocistatinas). Otro
tipo de compuestos constitutivos son las lectinas, que son proteinas que se unen
especificamente a determinados azucares y provocan lisis e inhibicion del crecimiento de
muchos hongos. Por otro lado, las plantas también son capaces de exudar una variedad de

sustancias a través de la superficie de sus partes aéreas, asi como a través de la superficie



de sus raices y algunos de los compuestos liberados también parecen tener una accién

inhibidora contra determinados patdgenos (Agrios, 2005).
1.2.2. Mecanismos inducibles

Ademas de los mecanismos de defensa constitutivos, estan los mecanismos de defensa
inducibles que se activan en presencia del patégeno y permiten una respuesta rapida y
eficiente para prevenir la colonizacion y diseminaciéon en el tejido. La eficacia de estos
mecanismos depende de la deteccidn temprana del microorganismo invasor a través de la
percepcion de Patrones Microbianos Asociados a Patogenos (PAMPs) y la activacién de la
respuesta de defensa en la planta. Este reconocimiento por receptores en la superficie de la
célula vegetal enciende cascadas de sefAalizacibn que derivan en la activacion

transcripcional de genes asociados a defensa (Plasencia, 2016).

Una consecuencia de la activacién de los mecanismos de defensa es la respuesta de
hipersensibilidad, que es una forma de muerte celular programada localizada en el sitio de
infeccion que limita la colonizacion por patégenos biétrofos. Asimismo, generan especies
reactivas de oxigeno (ROS), que tienen actividad antimicrobiana y se expresan genes de
proteinas relacionadas con la patogénesis, como se ha mencionado anteriormente. Muchas
de estas ultimas codifican enzimas con actividad hidrolitica, como quitinasas, glucanasas y

proteasas, que actuan sobre la pared celular fungica (Agrios, 2005; Plasencia, 2016).

Otro de los productos de la respuesta inducible de defensa son las fitoalexinas, que son
compuestos de bajo peso molecular que tienen actividad antimicrobiana (Agrios, 2005).
Estos metabolitos incluyen varios tipos diferentes de sustancias como terpenoides,
alcaloides, flavonoides, entre otras y la clase depende del tipo de planta que las sintetiza
(Chripkova et al., 2016).

En el entorno natural de las plantas hay una gran variedad de hongos patégenos que
durante la infeccion, producen algunos PAMPs que pueden ser reconocidos por receptores
especificos para activar la inmunidad innata o basal de la planta, incluyendo PTI (inmunidad
desencadenada por PAMP) y ETI (inmunidad desencadenada por efectores). La quitina, un
polimero estructural de la pared celular fungica formado por unidades de N-
acetilglucosamina, constituye un PAMP fangico conservado en plantas que puede ser
reconocida por receptores especificos (p. ej. LysM). Las plantas no contienen quitina, pero
contienen enzimas degradadoras de quitina, que pueden degradar la pared celular de los
hongos, y los productos resultantes, oligosacaridos de quitina, que pueden actuar como
elicitores para activar el sistema inmunitario de la planta, induciendo flujos de iones,

aumento de la actividad quitinasa, sintesis de fitoalexinas, produccién de ROS y expresion
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de genes de defensa. Otras moléculas reconocida como PAMPs son los glucanos (a-
glucano y B-glucano), que son los polisacaridos estructurales mas abundantes en la pared
celular de los hongos, de los cuales el fragmento de glucano obtenido de la hidrdlisis tiene
actividad de elicitor. El reconocimiento de este depende de su origen y de la especie de las
plantas. Se conoce que el B-glucano podria aumentar la resistencia en las plantas como un
PAMP promoviendo la acumulaciéon de fitoalexinas y mejorando su actividad contra la
infeccion por patdgenos, observando respuestas inmunes como la produccion de ROS, la
activacion de MAPKs y la expresion de genes de defensa (Guo & Cheng, 2022). El
ergosterol, que es el esterol predominante en las membranas celulares de los hongos,
también es un PAMP de interés debido a que es un elicitor lipofilico, aunque se desconoce
el mecanismo de reconocimiento por parte de células vegetales. El ergosterol contiene dos
dobles enlaces adicionales (en las posiciones C7-C8 y C22-C23) y un grupo metilo en C24
de la cadena lateral, en comparacion con el colesterol, que le permite a la célula vegetal

reconocerlo como no propio debido a esta diferencia estructural (Klemptner, et al., 2014).

En el maiz, las fitoalexinas estan representadas por terpenoides, que incluyen zealexinas y
kauralexinas y benzoxazinoides (Figura 4). Aunque los benzoxazinoides han sido descritas
como fitoanticipinas la sintesis de algunas de ellas, como el DIMBOA se induce tras la

infeccion por patégenos (Poloni & Schirawski, 2014).
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Zealexina A Zealexina B Zealexina C
(A1) R1, R2=H

(A2) R1=H, R2=OH

(A3) R1=OH, R2=H

? 2 H,CO, o oH
: . Cx
N [o]
s
Kauralexina A Kauralexina B Benzoxazinoides
(A1) R=CH; (B1) R=CH;, DIMBOA R1=0H
(A2) R= COOH (B2) R= COOH HDMBOA R1= OCHj;
(A3) R= CHO (B3) R=CHO

Figura 4. Fitoalexinas producidas por el maiz. (A) Zealexinas; (B) Kauralexinas; (C)
Benzoxazinoides. Adaptada de Poloni & Schirawki, 2014.
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2. Benzoxazolinonas
2.1.Caracteristicas generales

Para los cereales, la interaccion con especies endofiticas de Fusarium spp., como ya se
menciond anteriormente, es relevante debido a que causa pérdida de rendimiento y
contaminacién con toxinas fungicas, por esto los benzoxazinoides se describieron por
primera vez como factores anti-Fusarium en plantulas de centeno (benzoxazolinonas y

benzoxazinonas) (Niculaes, et al., 2018).

El maiz tiene la capacidad de producir estos compuestos constitutivos, que son sustancias
biolégicamente activas con propiedades repelentes de insectos o toxicos, incluso para otros
patégenos. Estos acidos organicos fueron de los primeros aleloquimicos encontrados para

mediar la antibiosis a los insectos en variedades de maiz (Franeta et al., 2019).

Los benzoxazinoides (derivados de la 1,4-benzoxazina-3(4H)-ona, BXs) son fitoanticipinas
ampliamente distribuidas entre la familia Poaceae y tienen propiedades antifungicas,
antibacterianas e insecticidas. Estos fitoquimicos derivados del indol, son metabolitos
secundarios de las plantas y por lo tanto no son esenciales para el crecimiento, el desarrollo
y la reproduccion de las plantas, pero facilitan esos procesos, principalmente a través de la
sefalizacién y la regulacion del metabolismo primario; asi como también proporcionan
defensas contra plagas y patégenos (Richter et al., 2021; Zhou et al., 2018; Ahmad et al.,
2011).

Los benzoxazinoides son de los metabolitos especializados de las plantas mas relevantes
en la agricultura y estan presentes en mayores concentraciones en plantas de gramineas
jévenes, ya que se sintetizan al inicio de la germinacién de la semilla. Los benzoxazinoides
pueden representar el 1% o mas del peso seco en raices jovenes constitutivamente, aunque
como se menciono previamente su acumulacién puede ser inducida localmente por ataques
de plagas o patégenos. En plantas como el maiz, los benzoxazinoides pueden llegar a
representar del 0.1 al 0.3% del peso fresco en algunos tejidos, particularmente en plantulas

jovenes, ya que la concentracion va disminuyendo con el tiempo (Zhou et al., 2018).

DIMBOA y DIBOA son los principales benzoxazinoides en maiz, se sintetizan durante la
germinacion y se acumulan en los tejidos y en las plantulas en crecimiento. Estos
compuestos se almacenan en la vacuola como glucésidos sin actividad biolégica pero en
caso de dafio celular, los glucésidos de DIMBOA y DIBOA, son liberados por accién de una
B-glucosidasa presente en los plastidios, que da a lugar a una hidrdlisis enzimatica de la

que se producen los metabolitos libres (DIMBOA y DIBOA), que son inestables bajo
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condiciones fisioldgicas acuosas por lo que son transformadas de manera espontanea en
las agluconas que son estables y biolégicamente activas, las benzoxazolinonas, BOA y
MBOA (Figura 5) (Glenn & Bacon, 2009; Niemeyer, 2009; Saunders & Kohn, 2008).

Biolégicamente Biolégicamente activos

inactivos
— [-D-glu o R O
\@ I g|u<:03|dasa I Zzgm:gf: \C[N>=O
H
DIMBOA- qu R OCH, DIMBOA MBOA
DIBOA-glu R=H DIBOA BOA

Figura 5. Via de producciéon de benzoxazolinonas. Las benzoxazinonas se sintetizan
como glucésidos, que tras dafo celular son liberadas por una PB-glucosidasa, estos
benzoxazinoides son inestables y se convierten en benzoxazolinonas de manera
espontanea. Adaptada de Glenn & Bacon, 2009.

2.2.Estructura

Los benzoxazinoides son una familia de compuestos que comparten un esqueleto de 2-
hidroxi-2H-1,4-benzoxazinoides-3(4H)-ona (HBOA). Estos se clasifican quimicamente en
tres grupos: acidos hidroxamicos (Rs = OH); lactamas denominadas colectivamente como
benzoxazinonas (Rs = H), que existen tanto como glucdsidos (biolégicamente inactivos) y
como agluconas (biolégicamente activas); y en benzoxazolinonas (Figura 6) (Pedersen et al.
2017; Wouters et al., 2016).

En comparacion con los acidos hidroxamicos, las lactamas carecen del grupo hidroxilo en la
posicion C-4, mientras que las benzoxazolinonas se caracterizan por tener una amida
ciclica de 5 atomos (Miki¢ & Ahmad, 2018). También se puede mencionar otra clasificacion
de acuerdo a su grupo sustituyente, que son los derivados de N-O-metilados (R4 = OCHj)
(Figura 6). Los sustituyentes, asi como también los grupos funcionales son los responsables
de modular la estabilidad, reactividad y actividad bioldgica de estos compuestos (Wouters et
al., 2016).
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0
N
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Ra
R1 R2 R3 R4 Abreviatura Nombre Clase
-OCH3 -H -OH -OH DIMBOA 2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona
-OCH3 -OCH3 -OH -OH DIM2BOA 2.,4-dihidroxi-7,8-dimetoxi-1,4-benzoxazin-3-ona
H H LOH  -OH DIBOA 2,4-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona s
hidroxamicos
-OH -H -OH -OH TRIBOA 2.4,7-trihidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona
-OH -OCH3 -OH -OH TRIMBOA 2.4, 7-trihidroxi-8-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona
-OCH3 -H -OH -H HMBOA 2-hidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona
-OCH3 -OCH3 -OH -H HM2BOA 2-hidroxi-7,8-dimetoxi-1,4-benzoxazin-3-ona
Lactamas
-H -H -OH -H HBOA 2-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona
-OH -H -OH -H DHBOA 2,7-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona
-OCH3 -OCH3 -OH -OCH3 HDM2BOA 2-hidroxi-4,7,8- trimetoxi-1,4-benzoxazin-3-ona
Derivados
-OCH3  -H -OH -OCH3 HDMBOA 2-hidroxi-4,7-dimetoxi-14-benzoxazin-3-ona ~ N-O-metilados
Rs 0
o)
N
|
H
RS Abreviatura Nombre Clase
-OCH3 MBOA 6-metoxibenzoxazolin-2-ona
Benxozaxolinonas
-H BOA 2-benzoxazolin-2(3H)-ona

Figura 6. Derivados de benzoxazinoides y su estructura quimica. Adaptada de Miki¢ &
Ahmad, 2018.

2.3.Biosintesis

Se han mapeado dieciséis genes responsables de la biosintesis de los benzoxazinoides en
el maiz, de los cuales 14 son denominados BENZOXAZINELESS(1-14) o Bx (1-14), que
codifican las enzimas (BX1-BX14) que estan involucradas en esta sintesis. Estos genes
estan distribuidos en los cromosomas 1, 2 y 4 de maiz (Figura 7); mientras que los otros dos
restantes, son genes Glu(1-2), que codifican glucosidasas que actuan sobre el glucésido

para liberar la aglucona (Miki¢ & Ahmad, 2018).
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Figura 7. Genes involucrados en la biosintesis de benzoxazinoides en maiz. Tomada
de Miki¢ & Ahmad, 2018.

La via biosintética de las benzoxazinonas se estudié y dilucidd por primera vez en el maiz.
La biosintesis comienza a partir del indol-3-glicerolfosfato (IGP), que se convierte en HBOA,
el primer benzoxazinoide. El primer paso, catalizado por BX1, una enzima cloroplastica con
actividad de indol glicerol fosfato liasa, produce indol. Este indol libre se convierte en DIBOA
por la accion de cuatro monooxigenasas (BX2, BX3, BX4 y BX5) que catalizan oxidaciones
dependientes del citocromo P450 de la subfamilia CYP71C; estas cuatro enzimas se
localizan en el reticulo endoplasmico, son sustrato-especificas y regio-selectivas para la
introduccion secuencial de atomos de oxigeno. La aglucona de DIBOA producida, es
reactiva por lo que en el citoplasma se da una glucosilacion para dar a lugar a un
intermediario mas estable por accion de BX8 y BX9 que son UDP-glucosiltransferasas, y
tanto BX8 como BX9 de maiz son capaces de glicosilar HBOA. A continuacion, una
hidroxilacion conduce a DIBOA-GIc a ser el punto de partida para la biosintesis de los
acidos hidroxamicos, esta hidroxilacion se da por una dioxigenasa dependiente de 2-
oxoglutarato (BX6), que posteriormente es O-metilada por la O-metiltransferasa (BX7),
formando DIMBOA-GIc, que puede transformarse en HDMBOA-GIc mediante una O-
metilacion catalizada por tres O-metiltransferasas homologas (BX10, BX11 y BX12). Incluso
se ha descrito una rama adicional en la via, donde el gen Bx13, codifica para una
dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato, la BX13 que cataliza la conversién de DIMBOA-
Glc en TRIMBOA-GIc que puede ser O-metilado por BX7 para formar DIM2BOA-Glc.
DIMBOA-GIc y DIM2BOA-GIc pueden ser metilados nuevamente por otra O-metiltransferasa
(BX14) para generar HDBOA-GIlc y HDM2BOA-Glc respectivamente (Figura 8) (De Bruijn et
al., 2018; Wouters et al., 2016; Dutartre et al., 2012).
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Figura 8. Biosintesis de benzoxazinoides en maiz. Los compuestos y enzimas de la via
principal se representan en negro, los compuestos resultantes y las enzimas inducibles
estan marcados en color en azul, y los compuestos resultado de la transformacion
enzimatica inducida por microbios y la transformacion espontanea en solucion acuosa estan
representadas en color rojo. Adaptada de Niculaes, et al., 2018.

Los glucésidos de las benzoxazinonas, que son estables, se transportan y almacenan en
vacuolas, que tras dafo celular o cuando se exudan de las raices, entran en contacto con 3-
glucosidasas que estan codificadas en dos genes, Glu1 y Glu2. Estas B-glucosidasas estan
presentes en el citoplasma, la pared celular y en maiz principalmente en los plastidios. Esto
conduce a la liberacion de las agluconas de las benzoxazinonas, que son menos estables y
mas reactivas en condiciones fisioldégicas acuosas (Wouters et al., 2016). Los mecanismos
sugeridos para la reactividad de las agluconas de las benzoxazinonas, que viene
determinada principalmente por su sustituyente N (R1), que actia como grupo saliente,
incluyen complejacion por metales y también tautomerismo del heterociclo nitrogenado.
Esta ultima da a lugar a la configuracion de anillo abierto, que es un intermediario que tiene
reactividad de a-dicarbonil, que podria permitir reacciones subsiguientes que transformen
de manera espontanea a sus benzoxazolinonas correspondientes. También se han
propuesto varios pasos para esta transformacion y en todos se implica un paso de

desprotonaciéon que conduce a la pérdida del sustituyente (R1), donde los derivados
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metoxilados (N-metoxi) son mas reactivos que los acidos hidroxamicos (N-hidroxi), mientras

que las lactamas (N-hidro) practicamente no reaccionan (De Bruijn et al., 2018).
2.4. Actividad biolégica

Las propiedades toxicas de los benzoxazinoides se han confirmado en muchos estudios a
pesar de que los mecanismos de accidon molecular y fisioldgicos responsables no se
comprenden por completo. Pero se ha demostrado que el DIBOA y su derivado metoxilado,
el DIMBOA, que se encuentra en mayor proporcion en el maiz, son los benzoxazinoides
mas eficaces contra insectos, hongos, bacterias, nematodos y malezas, al igual que sus
productos de descomposicion BOA y MBOA pero estos presentan menor toxicidad (Miki¢ &
Ahmad, 2018).

2.4.1. Fitosideroforos

Los benzoxazinoides también pueden actuar como fuertes agentes quelantes, denominados
fitosideréforos, que son compuestos quelantes de plantas que tienen una gran afinidad para
unir micronutrientes, como el hierro, el zinc, el cobre y el manganeso (Dakora & Phillips,
2002). Los benzoxazinoides se unen al Fe®*, aumentando la disponibilidad de este

micronutriente para las plantas y mitigando asi la deficiencia de hierro (Bais et al., 2006).
2.4.2. Alelopatia

La actividad alelopatica de los benzoxazinoides se ha documentado en plantas de centeno,
que suprimen el crecimiento. Se han estudiado las actividades diferenciales del BOA y
DIBOA utilizando varias especies vegetales y de malezas, donde el DIBOA mostré mayor
toxicidad al inhibir mas el crecimiento de las raices y el crecimiento de los brotes que el
BOA (Figura 9). También se ha observado que DIBOA y BOA tienen potencial para el

control de malezas de semillas pequefias a medianas (Burgos & Talbert, 2000).
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Figura 9. Comparacion de los efectos alelopaticos de BOA y DIBOA. Resultados en la
elongacion de brotes y raices de plantulas de 3 dias de edad en bioensayos en placas de
cultivo cuando se aplican 0.1 mg/mL de BOA y DIBOA en agua desionizada a Cucumis
sativus, Zea mays, Lactuca sativa, Lycopersicon esculentum, Eleusine indica y Amaranthus
palmeri, donde se observa que el DIBOA fue unas siete veces mas inhibidor del crecimiento
de las raices y cuatro veces mas inhibidor del crecimiento de los brotes que el BOA. Los
valores son las medias de dos series del experimento. Las medias se compararon mediante
LSD a=0,05. Adaptada de Burgos & Talbert, 2000.

Los mecanismos fisiolégicos son dificiles de dilucidar porque se trata del suelo, pero se
sabe que tras la liberacion del glucésido de DIBOA por la planta en el medio, este se
hidroliza a la aglucona DIBOA y a varios metabolitos incluyendo la lactama HBOA, la
benzoxazolinona BOA y la aminofenoxazina APO. El grado de toxicidad de estos
compuestos varia en el siguiente orden: APO > DIBOA/DIMBOA > BOA/MBOA >
HBOA/HMBOA (Teasdale et al., 2012).
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2.4.3. Insecticida

Tanto el DIMBOA como el DIBOA disminuyen la actividad de endoproteasas en el sistema
digestivo de las larvas de los insectos, como Ostrinia nubilalis, barrenador europeo del
maiz, limitando la disponibilidad de aminoacidos y reduciendo el crecimiento y peso de las
larvas, llevandolas a la inanicion. Ademas de esta actividad anti-alimentaria, afecta otras
enzimas como la glutation-S-transferasa en los afidos (Rhopalosiphum padi), 1o que les
impide metabolizar los insecticidas, haciéndolos mas susceptibles a estos plaguicidas
(Houseman et al., 1992; Miki¢ & Ahmad, 2018; Wouters et al., 2016).

2.4.4. Antibacteriano

El potencial antibacteriano de los benzoxazinoides ha sido demostrado por la
benzoxazolinona del maiz MBOA, que inhibe el crecimiento de la bacteria Gram negativa
Xanthomonas stewartii (Pantoea stewartii), el agente causal de la marchitez de Stewart
(Whitney y Mortimore, 1961). Asimismo, el DIMBOA, le confiere resistencia al maiz
inhibiendo el crecimiento de Erwinia spp. prolongando su fase de latencia (Corcuera et al.,
1978). Aunque se ha visto que cepas de Erwinia chrysamthemi que son patdgenas para el
maiz, muestran resistencia al DIMBOA, probablemente porque se esta ejerciendo una

presion selectiva (Lacy et al., 1979).

También se ha mostrado que las benzoxazinonas y benzoxazolinonas inhiben el
crecimiento de Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Bravo et al., 1997), aunque para
estas bacterias se requieren concentraciones relativamente altas de los compuestos,

comparadas con otros productos naturales (Tabla 2) (Glensk et al., 2016).

Tabla 2. Actividad antibacteriana de algunas benzoxazinonas y benzoxazolinonas.

Actividad antibacteriana, CMI (png/mL)
Abreviacioén Clase
S. aureus E. coli
DIMBOA Benzoxazinona 250-500 666
DIBOA Benzoxazinona 500 1250
MBOA Benzoxazolinona >1000 >1000
BOA Benzoxazolinona >1000 >1000

CMI = Concentracion Minima Inhibitoria. Nota. Adaptada de De Bruijn, et al., 2018.
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2.4.5. Antifungico

La actividad antifungica de los benzoxazinoides se ha estudiado mas ampliamente y se le
confieren en el maiz resistencia a varios hongos patdégenos, aunque el modo de accion
molecular no se conoce. Se ha visto que MBOA y DIMBOA son los mas eficaces contra los
hongos, mientras que los glucésidos tienen una actividad muy limitada (De Bruijn et al.,
2018).

Tabla 3. Actividad antifungica de algunas benzoxazinonas y benzoxazolinonas

observadas a distintas concentraciones.

Especie BXs Efecto Concentracion Ref.
Inhibicion del 1 550.750 pgimL ,
. . crecimiento de las Rostas,
Setosphaeria turcica ; (~1200-3500
hifas de manera M) 2007.
dosis-dependiente. H
_ _ DIMBOA Disminuye la Etzerodt,
Fusarium graminearum produccion de 250 uM et al.,
micotoxinas. 2015.
20 pg/mL
Inhibicién del (~100 uM) Ding, et
Bipolaris maydis crecimiento micelial. 40 pg/mL al., 2015.
(~270 uM)
Inhibicion de la
} MBOA germinacion de 10 mM Oik ¢
"y (~10000 uM) al., 2004.
crecimiento de tubos
Alternaria alternata de germinacion.

Para Bipolaris maydis, Curvularia lunata y Alternaria alternata se ha visto que MBOA
influyen significativa y negativamente en la germinacién de las conidias (Oikawa, et al.,
2004). Para S. turcica, se encontraron fuertes efectos perjudiciales de DIMBOA extracelular
en el crecimiento micelial del patégeno que es el agente causal del tizon de la hoja de maiz
del norte, asi como también que podia inducir la formacion de calosa y la expresion del gen
Bx, reduciendo el porcentaje de esporas y la longitud de las hifas (Rostas, 2007).
Asimismo, cuando se induce la sintesis in vivo por tratamiento de las raices de maiz con

elicitores de P. capsici y exudados de raiz de pimiento, se observa un efecto protector
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contra el hongo patégeno Bipolaris maydis (Tabla 3) (Ding et al., 2015). Se ha visto un
potencial antifungico mas significativo contra Fusarium graminearum donde se ha
demostrado que DIMBOA es capaz de abolir la biosintesis de micotoxinas (tricotecenos)
mediante la supresion de genes involucrados en su via biosintética (Tabla 3) (Etzerodt, et
al., 2015).

En contraste a F. graminearum, F. verticilloides, puede tolerar concentraciones de
benzoxazolinonas que inhiben el crecimiento de otros hongos. La mayoria de las cepas de
F. verticillioides contienen dos loci genéticamente funcionales (FDB1 y FDBZ2) que incluyen
genes que codifican dos enzimas que catalizan la biotransformacion de las
benzoxazolinonas en compuestos no téxicos, y que se describira con detalle mas adelante
(Glenn & Bacon, 2009).

En otros estudios se examind la actividad antifungica in vitro de las benzoxazolinonas (BOA
y MBOA) asi como también la de algunos de sus productos de degradacion (2-amino-3H-
fenoxazin-3-ona (APO), 2-acetilamino-3H-fenoxazin-3-ona (AAPO) y o-aminofenol (0-AP)), y
mostraron que BOA y MBOA redujeron el crecimiento micelial de Gaeumannomyces
graminis var. tritici, Cephalosporium gramineum, y Fusarium culmorum en un 50% a
diferentes concentraciones. Mientras que APO, AAPO y o-AP mostraron mayor inhibicién
del crecimiento de C. gramineum y G. graminis var. tritici en comparacion con las
benzoxazolinonas, sin embargo, no afectaron significativamente al crecimiento micelial de F.
culmorum (Tabla 4) (Martyniuk et al., 2006).

Tabla 4. Actividad antifingica de las benzoxazolinonas y algunos de sus productos

de degradacion.

ECso (ug/mL)
Especie
BOA MBOA APO AAPO o-AP
Cephalosporium
: 189 134 0.58 4.57 14
gramineum
Gaeumannomyces
- e 111 77 0.78 218 0.80
graminis var. tritici
Fusarium culmorum 456 271 - - -

CEso = Concentracion efectiva media. Nota. Adaptada de Martyniuk, et al., 2006.
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Otra benzoxazolinona, denominada zeaoxazolinona, que es un dimero de la 7-metoxi-2-
benzoxazolinona aislada del maiz, ha exhibido una potencial actividad antifungica contra

Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum'y Candida albicans (Mohamed et al., 2014).
3. Fusarium verticillioides
3.1. Taxonomia y caracteristicas generales

Fusarium spp. es un género de hongos filamentosos y septados, que crecen en una
variedad de sustratos, que incluyen plantas asi como también sus raices, alimentos y
suelos. Este hongo se desarrolla a partir de macroconidias, que son las esporas asexuales
caracteristicas de este género, y que germinan para formar un micelio haploide en la planta
y colonizar el tejido vegetal mediante fases de crecimiento biotréfico y necrétrofo (Kant et
al., 2011; Pitt, 2014).

Este género comprende varias especies que son patdogenos en cultivos de plantas mono- y
dicotiledoneas teniendo efectos devastadores en el rendimiento y la calidad (Curtis, 2020).
Fusarium spp. pertenece al phylum Ascomycota y a la subdivision Deuteromycota, su
taxonomia es muy compleja y se han adoptado los conceptos de especies morfologicas
(tipos de colonia y descripcion de conidias), especies biolégicas (cruzas entre cepas durante
el estadio sexual) y especies filogenéticas (secuencia de DNA de regiones de ciertos genes

como del factor de elongacion de la traduccion 1a; EF-1a) (Leslie y Summerell, 2013).

El genoma de Fusarium verticillioides es de aproximadamente 42 Mbp distribuidos en 11
cromosomas, y con unos 14,179 genes anotados; ademas algunas cepas contienen un
cromosoma supernumerario, que no contribuye a algun fenotipo particular (Blacutt et al.,
2018). F. verticillioides (anteriormente F. moniliforme; teleomorfo G. fujikuroi) es un
patdgeno importante para los cereales, como el trigo, el arroz, el sorgo y el maiz. Este
hongo es miembro del complejo de especies F. fujikuroi (FFSC), que comprende un grupo
de 40 especies de Fusarium spp. que estan estrechamente relacionadas entre si y definidas
por rasgos morfologicos, compatibilidad sexual y analisis filogenéticos basados en ADN
(Blacutt et al., 2018; Beccari et al., 2020).

F. verticillioides crece como enddfito asintomatico en los tejidos vegetativos y reproductivos
del maiz, sin embargo, en condiciones climaticas favorables para el hongo (alta humedad y
temperatura), o como resultado del estrés generado por el ataque de insectos u otros
hongos, F. verticillioides puede convertirse en patdgeno del maiz y causar enfermedades
como lo son el tizén de las plantulas, la pudricién del tallo o la pudricion de la mazorca. F.

verticillioides ha sido reportado en todo el mundo pero particularmente en las regiones
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climaticas templadas, semitropicales y tropicales (Beccari et al., 2020), y se conoce pero es
menos comun en las zonas mas frias. Este hongo causa tanto la podredumbre del tallo
como la de la mazorca, y aparece en todas las etapas del desarrollo de la planta, por lo que

puede considerarse como el principal patégeno del maiz (Pitt, 2014).

F. verticillioides, ademas de reducir la calidad y el rendimiento de los cultivos también
produce micotoxinas, principalmente fumonisinas, cuyo consumo causa distintas
enfermedades en animales y se ha asociado a la mayor incidencia de cancer esofagico en
humanos (Kant et al., 2011; Vandicke et al., 2019). Las fumonisinas pueden dividirse en
cuatro grupos principales, de las cuales las fumonisinas del grupo B son las mas
abundantes en la naturaleza, que incluyen a la fumonisina B1 (FB1), fumonisina B2 (FB2) y
fumonisina B3 (FB3), que tienen un esqueleto de 20 carbonos, con un amino en el C-2 y
residuos de acidos tricarboxilicos esterificados en C-14 y C-15, y se diferencian por la
ausencia o presencia de un grupo hidroxilo en los C-5 y C-10 (Figura 10) (De la Torre-
Hernandez et al., 2014). Esta molécula es estructuralmente similar a la base esfingoidea de
los esfingolipidos complejos que son importantes constituyentes de las membranas (Pitt,
2014). Entre los analogos del grupo B, la FB1 es la fumonisina predominante, con una
férmula molecular de Cs:Hs9NO1s, y es la de mayor incdencia en el maiz, asi como la mas

activa desde el punto de vista toxicoldgico (Beccari et al., 2020).

a (o) OH )

m
OH R; (o) OH
NH R o OH

2 2

R1 R2
Fumonisina B1 OH OH
Fumonisina B2 OH H
Fumonisina B3 H OH

e o

Figura 10. Estructura general de las fumonisinas del grupo B. Tomada de De la Torre-
Hernandez, et al., 2014.

Se conoce que el maiz, asi como también alimentos basados en maiz, se pueden encontrar

contaminados por micotoxinas producidas por una variedad de hongos mohosos en todo el

23



mundo, y como se menciond con anterioridad, estos metabolitos secundarios pueden tener
varios efectos toxicos, tanto agudos como cronicos, en los seres humanos asi como
también en animales cuando se ingieren (Blacutt et al, 2018; Vandicke et al., 2019). Por
consiguiente Fusarium verticillioides cuenta con capacidad micotoxigénica y da lugar a la

introduccion de metabolitos nocivos en la cadena alimentaria (Stepien, 2020).
3.2. Morfologia

F. verticillioides tiene una fase anamorfica en la que el micelio crecen en los residuos de los
cultivos en condiciones calidas y humedas, y en la cual hay reproduccion asexual donde
abunda la producciéon de microconidias, que son células ovaladas, aplanadas, agrupadas en
cadenas (De la Torre-Hernandez et al., 2014) y cortas, con una longitud de 7-10 ym de
longitud (Figura 11) (Pitt, 2014). Esta especie es capaz de sobrevivir en los residuos de los
cultivos, pero este no produce clamidoesporas, sino que produce hifas engrosadas que

prolongan su supervivencia (Kant et al., 2011).
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Figura 11. Aspecto microscoépico de Fusarium verticillioides. Se presentan fotografias
de microconidias tefiidas con azul de lactofenol a 40X de 4 cepas distintas de esta especie
(A) MY5 (B) MY3 (C) FQH135-1 (D) FQZR-76. Laboratorio 101, Departamento de
Bioquimica, UNAM.

F. verticillioides tiene la capacidad de crecer entre 3 y 37 °C, con un crecimiento 6ptimo
entre 25°C — 28°C, y puede crecer bajo condiciones de oxigeno reducidas, pero no en su
completa ausencia. Las colonias de F. verticillioides son de color blanco a salmén palido,
con un micelio de aspecto rugoso y una textura polvorienta debido a la produccion de
cadenas de microconidias. Por otra parte, la apariencia que suele tener el micelio vegetativo
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de F. verticillioides en medio PDA, es variable, puede tener una coloracién desde salmén

palido, violeta grisaceo, violeta parduzco a purpura intenso (Figura 12) (Pitt, 2014).

Figura 12. Cultivos de Fusarium verticillioides cepa MY3 en agar papa dextrosa. Se
muestra (A) micelio aéreo y (B) micelio vegetativo. Laboratorio 101, Departamento de
Bioquimica, UNAM.

3.3.F. verticillioides como patégeno del maiz
3.3.1. Mecanismos de penetracion de F. verticillioides en maiz

Se ha observado que F. verticillioides tiene la capacidad de colonizar los suelos, pero
unicamente esta especie representa el 10% o menos del total pertenecientes al género
Fusarium spp. lo que sugiere que F. verticillioides es colonizador pero no es competitivo. Se
sabe que F. verticillioides se encuentre con mayor frecuencia en residuos de maiz y se ha
demostrado que persiste por al menos 630 dias tanto en tallos que se encuentran sobre la
superficie como por debajo del suelo (< 30 cm de profundidad). También se observo que F.
verticillioides es capaz de colonizar raices de plantas de maiz y alcanzar hasta 6 x 10*
CFU/g de tejido. Esto muestra el potencial y relevancia de su presencia en el suelo y en
residuos de la planta de maiz, ya que estos funcionan como reservorio para su posterior

inoculacion (Blacutt et al., 2018).

Cuando F. verticillioides se encuentra como saprdfito en residuos de cultivos, produce hifas
engrosadas que le ayudan a prolongar su supervivencia. El principal modo de infeccién del
grano de maiz es mediante la produccién de conidias que son transportadas por el aire en
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los campos de maiz e infectan los estigmas del maiz, y un modo de infeccién secundario
comun es a través de heridas en los tallos o en las mazorcas en desarrollo causadas por
insectos como el barrenador europeo del maiz. Otro modo de infeccidén es a través de la
transmisién por semillas, que se presenta cuando la plantula se encuentra ya establecida a
partir de una semilla infectada que puede estar albergando al patégeno y en etapas
posteriores pueda causar la pudricion del tallo o de la mazorca (Kant et al., 2011). La
germinacion de semillas de maiz en suelos infestados con F. verticillioides puede provocar
que se desarrollen pudricién de la raiz y tizon de las plantulas o que se adquiera una
infeccion endofitica en caso de que las condiciones no promuevan la enfermedad. Los
resultados dependen de las condiciones climaticas y algunos otros factores. Ademas, el
hongo también puede colonizar los granos de maiz a través del canal estilar, dando lugar al
patron "starburst" en los granos. Sin embargo, es importante destacar que la relacion
Fusarium verticillioides-Zea mays no ocurre de manera aislada, los insectos que estan
asociados a esta planta juegan un papel significativo en el ciclo de la enfermedad, como lo
son el barrenador europeo del maiz antes mencionado (Ostrinia nubilalis) y el gusano de la
raiz del maiz (Diabrotica virgifera virgifera) que se alimentan de las mazorcas y de tallos
respectivamente, generando puntos de infeccion para Fusarium spp. Igualmente después
de la cosecha, el hongo es capaz de sobrevivir y esporular en los residuos del cultivo,

dando a lugar al inéculo para infecciones posteriores (Figura 13) (Blacutt et al., 2018).
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Figura 13. El ciclo de la enfermedad por Fusarium verticillioides, centrado en el ciclo
de vida del maiz. (A) La germinacion de la semilla de maiz en suelos infestados por
Fusarium spp. pueden provocar el desarrollo de tizon o pudricion de la plantula; (B)
Colonizacion endofitica ocurriendo en condiciones no promotoras de la enfermedad; (C)
Heridas en el tallo por dafio mecanico o causado por insectos da a lugar a puntos de
infeccion para F. verticillioides que podria resultar en la pudricion del tallo; (D) Durante la
etapa de desarrollo del estigma, F. verticillioides puede colonizar los granos de maiz a
través del canal estilar, exhibiendo el patron “starburst” en los granos de maiz; (E) La
alimentacion de Ostrinia nubilalis a partir de hojas, tallos y mazorcas proveen puntos de
infeccion a F. verticillioides para provocar la pudricion del tallo y la mazorca; (F) Después de
la cosecha, el hongo es capaz de sobrevivir y esporular en el rastrojo, proporcionando
indculo para infecciones subsecuentes. Adaptada de Blacutt, et al., 2018.

3.3.2. Enfermedades causadas por F. verticillioides en maiz

F. verticillioides es capaz de crecer como enddfito en los tejidos vegetativos y reproductivos
del maiz, normalmente suele crecer sin causar sintomas de enfermedad pero en
condiciones climaticas favorables para el hongo como lo son alta humedad y temperatura, o
como resultado del estrés impuesto por el ataque de insectos u otros hongos, F.

verticillioides puede infectar a la planta, provocando varias enfermedades como lo son el
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tizon de las plantulas, la pudricién del tallo y la pudriciéon de la mazorca de maiz. Cuando se
trata de crecimiento asintomatico, el hongo reside en los espacios intercelulares sin dafar la
célula vegetal y produce niveles relativamente bajos de micotoxinas (Kant et al., 2011; De la

Torre-Hernandez et al., 2014).
3.3.2.1.Tizén de la plantula

El tizon de las plantulas puede aparecer antes o después de que la planta emerja, o incluso
puede provocar que éstas no emerjan. Las plantulas muestran sintomas como lo son una
decoloracion que va de amarillo claro a marrén, hasta crecimiento atrofiado (Figura 14).
Cuando se ve afectado el sistema radicular otros sintomas que se pueden exhibir son la
reduccién del crecimiento radicular con manchas marrones en las raices y el coledptilo que
conducen a una reduccion del vigor de las plantulas o a una decoloracién negra que indica

una podredumbre total de las raices (Oldenburg, et al., 2017).

Ya que la produccion de fumonisina FB1 causa la inhibiciéon de la ceramida sintasa y resulta
en la perturbacién de la via biosintética de esfingolipidos, se ha propuesto que esto es lo
que da a lugar a que se desarrolle el tizén de la plantula debido a que se presenta una
concentracion celular elevada de 1-fosfatos de bases esfingoideas de cadena larga y de
cadena corta (esfinganina y fitoesfingosina), lo que resulta en una muerte celular

programada en la planta (Glenn, et al., 2008).

Figura 14. Plantulas de maiz infectadas por Fusarium verticillioides. Plantulas con
decoloraciéon marron germinadas a partir de semillas de maiz que fueron infectadas a partir
de una solucién de conidias. Laboratorio 101, Departamento de Bioquimica, UNAM.
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3.3.2.2.Pudricion del tallo

La infeccion severa del maiz con Fusarium spp. presenta sintomas tipicos de pudricién del
tallo, caracterizada por decoloracion marron a rosada o salmon y desintegracion del tallo
(Figura 15A). En etapas posteriores, pueden verse capas fungicas de color blanco a rosa
claro o salmén fuera de los nudos de las partes infectadas del tallo, que son propensas a
romperse (Figura 15B). F. verticillioides puede tener un papel especial debido a que como
se menciond anteriormente, puede estar creciendo como endofito y posteriormente penetrar

de manera directa del tallo/raices o a través de heridas (Oldenburg, et al., 2017).

Figura 15. Pudricién del tallo provocada por Fusarium spp. (A) Decoloracion dentro de
los tallos podridos; (B) Crecimiento del hongo en el exterior del tallo. Adaptadas de Jackson-
Ziems, et al., 2014.

3.3.2.3.Pudriciéon de la mazorca y grano

La pudricion de la mazorca y grano causada por F. verticillioides se da principalmente en
granos individuales o en zonas limitadas de la mazorca, a partir de donde pueden
desarrollarse varios focos de infeccion independientes (Mesterhazy, et al., 2020). Los
granos infectados desarrollan un crecimiento algodonoso o también se puede mostrar que
los granos infectados presentan el sintoma o patrén “starburst”, que se manifiesta como
lineas blancas que irradian desde el punto de unidn con el estigma o desde la base del
grano (Figura 16) (Lanubile et al., 2017). El grado de contaminaciéon por fumonisinas es
proporcional a la gravedad visual de la infeccion; sin embargo, los granos infectados

también pueden ser asintomaticos y contener estas micotoxinas (Reid et al., 2009).
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Figura 16. Pudricion de la mazorca provocada por Fusarium spp. (A) Pudriciéon de la
mazorca por F. verticillioides; (B) Patron “Starburst”. Adaptada de Lanubile et al., 2017 y
Oldenburg, et al., 2017.

3.3.3. Produccion de fumonisinas y su funcién en la virulencia

Fusarium spp., como muchos hongos fitopatégenos produce y excreta enzimas hidroliticas
que actuan sobre la pared celular vegetal, y contribuyendo a la colonizaciéon. Entre las
primeras enzimas extracelulares secretadas por los hongos patégenos durante la infeccion,
se encuentran las pectinasas y galacturonasas que facilitan la colonizaciéon del espacio

apoplastico (Alconada y Kikot, 2013).

Una vez establecida la infeccidon, se liberan las micotoxinas como las fumonisinas, que
contribuyen a su virulencia (Kant et al., 2011). La accion de la fumonisina sobre la ceramida
sintasa causa un desbalance en el contenido de esfingolipidos que pueden conducir a
muerte celular (Kant et al., 2011). La producciéon de fumonisinas es variable entre las
mismas cepas de esta especie y los niveles de toxina generados se han asociado a la
agresividad del hongo (Galeana et al., 2017). Ademas de fumonisinas, F. verticillioides es
capaz de producir otras toxinas como el acido fusarico, la fusarina, la moniliformina y la

hormona vegetal acido giberélico (Kant et al., 2011).

La asociacion F. verticillioides-maiz suele dar a lugar a que exista presion evolutiva en
ambas partes, en el hospedero y en el patdgeno .Por lo tanto, F. verticillioides es la especie
mas importante asociada a la contaminacion por fumonisinas de los granos de maiz, y su
acumulacion puede producirse en el campo, tras las infecciones previas a la cosecha, y
posiblemente continuar durante el almacenamiento del grano. La contaminacion perjudica
fuertemente la calidad del grano de maiz debido al impacto negativo en la salud animal y
humana (Galeana et al., 2017; Blacutt et al., 2018; Beccari et al., 2020).
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4. Biotransformacién de las benzoxazolinonas por Fusarium verticillioides

F. verticillioides ha coevolucionado con maiz y es capaz de metabolizar las
benzoxazolinonas que este produce como defensa constitutiva, esto mediante dos pasos
enzimaticos, que dan como resultado la tolerancia a estas fitoanticipinas, por la pérdida del

grupo carbonilo del oxazol presente en las benzoxazolinonas (BOA y MBOA).

Para la detoxificacidon, las benzoxazolinonas son hidrolizadas por una [-lactamasa,
codificada por el gen (MBL1) que forma parte del locus FDB1, para generar el intermediario
2-aminofenol (2-AP). Este es acilado por una arilamina N-acetiltransferasa, codificada por el
gen NAT1, dentro del locus FDB2, dando lugar al acido N-(2-hidroxifenil)malonamico
(HPMA) que carece de toxicidad (Figura 17) (Glenn & Bacon, 2009).

MBL1 NATT

Q OH OH
FDB1 FDB2 0
l‘j NH, N OH
BOA

" H
R HPMA

Figura 17. Biotransformacion de las benzoxazolinonas por Fusarium verticillioides.
BOA es transformada por F. verticillioides en el compuesto no toxico HPMA a través de dos
enzimas codificadas en los locus FDB1(MBL1) y FDB2 (NAT1). Adaptada de Glenn &
Bacon, 2009.

4.1. Actividad de B-metalo lactamasa

Las B-lactamasas, son enzimas que hidrolizan amidas -lactamicas y son producidas tanto
por bacterias Gram-positivas como Gram-negativas. También existen metalo-B-lactamasas
(MBL), con uno o dos iones de zinc cataliticamente funcionales (Bush, 2018; Tooke, et al.,
2019). Las B-lactamasas abundan en el suelo ya que son producidas por diversas especies
bacterianas, por esto el suelo puede ser considerado un reservorio de genes de resistencia
a antibioticos potencialmente peligrosos, ya que podrian transferirse del medio ambiente a

bacterias de importancia clinica (Glenn, et al., 2016).

F. verticillioides puede ser un componente del resistoma del suelo, ya que puede estar
interaccionando de manera compleja con hospederos vegetales y microorganismos
competidores en la planta y el suelo. Los antibidticos lactamicos (B-lactamas) pueden
mediar en estas interacciones microbianas sin antibiosis manifiesta. Por esta razén los
hongos, como F. verticillioides que codifica una enzima de la familia MBL en el locus FDB1,

pueden utilizar estas enzimas para modular la sefalizacion bacteriana y la expresién génica
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de manera extracelular secretandolas al medio (estrategia ofensiva), asi como también las
puede utilizar para inactivar xenobidticos procedentes de plantas o microorganismos,

hidrolizando de una serie de lactamas (estrategia defensiva) (Glenn, et al., 2016).
4.2. Actividad de N-acetiltransferasa (NAT)

Las enzimas pertenecientes a la familia de las NAT (arilamina N-acetiltransferasas) son
enzimas citosolicas que se encuentran tanto en procariotas como en eucariotas. En
humanos estas enzimas catalizan la acetilacion e inactivan una serie de xenobidticos
(compuestos de arilamina, arilhidrazina e hidrazina) transfiriendo un grupo acetilo de la
acetil-CoA al nitrégeno terminal de diversas aminas aromaticas y heterociclicas del sustrato
aceptor, mientras que en procariotas la especificidad de sustrato puede variar y los
miembros de la familia génica se han relacionado con vias que incluyen la sintesis de
amidas (Sinclair et al., 2000; Sandy, et al., 2005; Sim, et al., 2008).

La NAT1 de F. verticillioides parece ser unica en esta familia, ya que es una arilamina N-
maloniltransferasa, con especificidad por la malonil-CoA en lugar de por la acetil-CoA
(Glenn, et al., 2016). Se ha dado a conocer que esta enzima homologa a la arilamina N-
aciltransferasa en F. verticillioides, la (GIBMO)NAT1 con actividad de N-maloniltransferasa,
tiene dos isoenzimas adicionales con afinidad diferencial por el sustrato donante,
(GIBMO)NAT3 (N-acetiltransferasa) y (GIBMO)NAT2 (actividad desconocida) (Karagianni,
et al., 2022).

Las NAT humanas (NAT1y NAT2) son enzimas citosélicas hepaticas cuya principal funcion
es detoxificar aminas aromaticas. Esta actividad enzimatica es inhibida por compuestos
fendlicos, ya que en un estudio realizado con NATT1 citosdlica de higado se encontr6 que el
acido cafeico, el acido ferulico y el acido galico, entre otros, pueden inhibir a esta enzima
(Figura 18) (Kukongviriyapan et al., 2006). Esto es relevante para el estudio de la
interaccion entre F. vertcillioides y el maiz, ya que como se mencioné en el apartado 1.2.1
(Mecanismos constitutivos), en la pared celular del maiz se encuentran compuestos

fendlicos como el acido ferulico.
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Figura 18. Inhibicion de la actividad de NAT1 por distintos fitoquimicos. Ensayos
realizados con la enzima NAT a partir de muestras de higado (600 pg/mL), incubada con el
fitoquimico probado (uM) y acetil-CoA (100 pyM) por 10 min, la reaccién se inicié con PABA
(7.5 uM) por 30 min a 37 °C. Se tom¢ la velocidad de reaccién del control como el 100% de
la actividad (53.8 + 11.3 pmol min”' mg proteina™). Cada barra representa el promedio + DE,
de 4 repeticiones por experimento. Tomada de Kukongviriyapan, et al., 2006.
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. JUSTIFICACION

Fusarium verticillioides representa una limitante en la productividad del maiz, ya que esta
especie se puede encontrar con frecuencia infectando raices, tallo y mazorca, siendo el
principal patégeno del maiz y provocando varias enfermedades. Ademas de producir varias
micotoxinas, entre éstas las fumonisinas, que al contaminar el maiz pueden provocar
efectos nocivos en caso de ingesta por parte de animales y humanos, es capaz de
biotransformar compuestos de defensa constitutivos de la planta como lo son las

benzoxazolinonas lo que favorece su colonizacion.

Las fumonisinas son las principales micotoxinas producidas por F. verticillioides que
contribuyen a su virulencia, y su produccion es altamente variable entre las mismas cepas.
Se han caracterizado distintas cepas de F. verticillioides mediante varios ensayos tanto en
plantulas como en plantas para evaluar su virulencia relativa, donde se encontré que las
cepas con alta produccion de FB1 causan sintomas y dafios mas severos en el tejido de
maiz, asi como también muestran una capacidad de colonizacién mas eficiente (Galeana et
al., 2017).

Dado que la produccion de fumonisina FB1 por parte de F. verticillioides es un factor de
virulencia del patégeno, que tiene una alta capacidad de detoxificar las benzoxazolinonas,
es de interés determinar si también hay diversidad en la tolerancia a estos compuestos y si
esta asociada a un metabolismo mas eficiente de estas moléculas de defensa constitutivos
de la planta de maiz. Esta informacién contribuira a establecer si existe una asociacion
entre la virulencia de F. verticillioides con su tolerancia a las benzoxazolinonas y postular si

existe una relacion con la agresividad del patégeno.
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IV. ANTECEDENTES

La tolerancia que presenta Fusarium verticillioides a las benzoxazolinonas, asi como la
variabilidad de esta entre cepas de esta especie se ha estudiado en laboratorio y ha sido
clasificada por Saunders y Kohn (2008), quienes catalogaron la tolerancia a la 2-
benzoxazolinona (2-BOA) de especies de hongos enddfitos aislados de maiz en 5 clases,
donde la clase | tiene un umbral de tolerancia de 0.25 mg/mL, la Il de 0.50 mg/mL, la Ill de
0.75 mg/mL, la IV de 1.00 mg/mL, en donde se encuentra F. verticillioides, y la V de 1.10
mg/mL.

Se encontré6 que existe diversidad en la capacidad de tolerar BOA entre cepas de F,
verticillioides aisladas de semillas de maiz, al hacer la comparacion de los porcentajes de
crecimiento de once cepas en presencia de 2-BOA (0.5 mg/mL) (Camacho-Gamifio, 2023).
En la grafica (Figura 19) se puede observar el porcentaje de crecimiento con respecto al
control de solvente (Dimetilsulfoxido; DMSO) y muestra diferencias en el crecimiento entre
las cepas. Estos datos indican que hay diversidad en la tolerancia a 2-BOA entre las cepas,
pero no revelan si estas diferencias se deben exclusivamente a la capacidad de metabolizar
el compuesto o porque la cepa en ausencia de 2-BOA tiene una tasa de crecimiento muy

alta.
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Figura 19. Patréon de crecimiento radial de distintas cepas de Fusarium verticillioides
en medio PDA suplementado con BOA (0.5 mg/mL) durante 8 dias. Tomado de
Camacho-Gamifio, 2023.
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V. HIPOTESIS

Fusarium verticillioides ha coevolucionado con el maiz de tal forma que es capaz de
biotransformar las benzoxazolinonas, lo que contribuyen a su virulencia, por lo que las
poblaciones de este hongo mostraran diferencias al tolerar y metabolizar estos compuestos

de defensa del maiz.

VI. OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar si hay diversidad entre cepas de Fusarium verticillioides en su capacidad de

tolerar y metabolizar benzoxazolinonas.
Objetivos Particulares:
1. Estudiar la presencia del gen NAT1 en cepas de F. verticillioides aisladas de maiz.

2. Desarrollar métodos de cromatografia en capa fina y cromatografia de liquidos para

analizar benzoxazolinonas y los productos de su metabolismo.

3. Comparar el metabolismo de 2-BOA y MBOA en cepas de F. verticillioides, aisladas

de maiz.

4. Establecer un ensayo de infeccién de F. verticillioides en raices de plantulas de maiz

para evaluar los niveles de benzoxazolinonas.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

1. Material biolégico
1.1.Cepas de Fusarium verticillioides

Se utilizaron de manera inicial 10 cepas distintas de Fusarium verticillioides aisladas de
semillas de maiz blanco, provenientes de distintas partes del pais, que diferian en cuanto a
su agresividad en ensayos de plantulas de maiz, en la produccién de fumonisina B1 y en su
capacidad de biotransformar BOA. Posteriormente se eligieron y se usaron las cepas MY 3,
MY5, FQZR-76 y FQH135-1, de las cuales MY3 y MY5 provienen del Valle de Yaqui,
Sonora, mientras que FQZR-76 de Santiago Etla, Oaxaca y FQH135-1 de Chalco, Estado
de México (Sanchez-Rangel et al., 2005).

Las cepas mencionadas anteriormente se sembraron en medio PDA 0.5X y se incubaron a
28 °C en condiciones de oscuridad cada que se requirieron, a partir de cepas que se

mantenian en glicerol (18%) a -70 °C.
1.2.Colecta y conteo de conidias

Los cultivos de las distintas cepas de F. verticillioides creciendo en cajas petri en PDA 0.5X
fueron inundadas con agua estérii (8 — 10 mL) e incubadas con agitacion por
aproximadamente 1 hora. Posteriormente, con una micropipeta se desprendieron las
conidias y se colectaron en tubos eppendorf de 2 mL. A partir de esta suspension, se

prepararon diluciones para realizar el conteo de conidias.

Con ayuda del hematocitometro, se contaron las conidias bajo el microscopio (40X) de los

cuatro cuadrantes externos y se calculd la concentracion mediante la siguiente formula:

Conidias_ FDY(10*
= (x)(FD)(10%)

Donde:
x = Promedio de nimero de conidias por cuadrante

FD = Factor de dilucién
10* = Volumen de cada cuadrante (10~*mL)
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A partir de estas suspensiones se realizaron diluciones para obtener el numero de conidias
requerido en cada experimento. Las suspensiones de conidias se almacenaron a 4°C por un

maximo de 7 dias.
1.3.Genotipo de maiz

Se usaron semillas de maiz de raza “Cacahuacintle" obtenido del mercado de Chalco,
Estado de México, 2018.

2. Analisis bioinformatico de la filogenia del gen NAT1

Se identificd el gen que codifica la enzima NAT1 de F. verticillioides en el locus FDB1 en la
plataforma NCBI, usando el numero de acceso EU552489.1, Gibberella moniliformis
arylamine N-acetyltransferase family protein (FDBZ2) gene, complete cds
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU552489.1/), y se hizo la traduccion del cDNA
resultante. La secuencia codificante de la proteina con No. Acceso ACD88491.1, arylamine
N-acetyltransferase family protein [[Gibberella] fujikuroi var. moniliformis]
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/protein/ACD88491.1), se utilizd para hacer un analisis con
ayuda de BLASTP, donde se hicieron dos comparaciones independientes, una con sus
homologos del género Fusarium spp. y la otra con hongos que no pertenecieran a este
género. De las secuencias obtenidas, se tomaron las 35 primeras con mayor similitud
(mejores valores de E y altos porcentajes de identidad) y se llevo a cabo un alineamiento
multiple de secuencias (MSA) a través de Clustal, con el que posteriormente se realiz6 un

arbol filogenético mediante el método Neighbor-Joining.

3. Analisis de la presencia del gen NAT1 en las cepas de Fusarium

verticillioides
3.1.Extraccion de DNA

Se realiz6 la extraccion de DNA gendmico a partir de conidias de 10 cepas de Fusarium
verticillioides (FQTB164, FQH135-1, MY5, FQZR-76, FQ516, FQ380, FQCORA2008,
FQBD33B, MY3 y FQH318). Las conidias fueron obtenidas de las cepas de F. verticillioides

inoculadas en medio PDA e incubadas a 28 °C por 10 dias.

De la suspension de conidias obtenida se tomaron 2000 yL y se centrifugaron a 12,000 rpm
por 15 minutos. El sedimento se resuspendié en 1000 uL de solucion amortiguadora para
extraccion de DNA (200 mM Trizma® Base, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA disédico, 0.5 %

SDS) y se calenté a 90 °C por 15 minutos. Cuando estuvo a temperatura ambiente la
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suspension se centrifugd a 12,000 rpm por 15 min. Se tomaron 700 uL del sobrenadante y
se mezclaron con 700 pL de isopropanol mediante agitacibn manual, posteriormente se
congelaron por 15 min y se centrifugaron en frio a 13,000 rpm por 10 minutos. Se decanto el
sobrenadante y se dejoé secar el sedimento, que posteriormente fue suspendido en 200 L

de agua estéril y almacenado en congelaciéon (Edwards et al., 1991).
3.2.Ensayos de PCR

Las reacciones para el gen NAT1 consistieron en 0.05 U/uL de GoTaq DNA Polimerasa,
Buffer de PCR 1X, 200 uM de dNTPs, 0.5 uM de primer directo (NAT1F), 0.5 pM de primer
inverso (NAT4) y 10 uL de DNA molde (cantidades variables dependiendo de la cepa, entre
el rango de 113-1040 ng). El ciclo térmico consistido en una desnaturalizacion inicial de 94 °C
durante 5 min, seguida de 40 ciclos de 94 °C durante 30 s, 53 °C durante 30 sy 72 °C

durante 45 s, y por ultimo una incubacién final de 72 °C por 7 min (Glenn & Bacon, 2009).

Tabla 5. Primers utilizados en este estudio.

Primer Secuencia 5’-3’
]
NAT1F GGGGTCTTTCAACACACTG
]
NAT4 TGGTGACACTGAACCTTC

Los productos de amplificacién se analizaron por electroforesis horizontal en un gel de

agarosa (2%).
3.2.1. Electroforesis horizontal en gel de agarosa

Para preparar 25 mL de gel de agarosa 2.0 %, se pesaron 0.5 g de agarosa que se
fundieron en 25 mL de solucion amortiguadora TAE (1X) calentando en el microondas y
agitando constantemente, posteriormente se le agregaron 25 pyL de una solucion de
bromuro de etidio (0.5 mg/mL). El gel fundido se vacié en el molde con el peine y se dejo

gelificar.

El gel se coloco en la camara de electroforesis y se llend con solucion amortiguadora TAE
(1X), después se cargaron 15 pL de cada muestra, asi como también 15 pL del marcador
de peso molecular (escalera de 100 pb). El gel se corrié a 85 V entre 35 - 45 minutos y al
termind se realiz6 la observacién de este con el sistema de imagen ChemiDoc MP (Bio-
Rad).
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4. Evaluacion de la capacidad de biotransformacion de BOA y MBOA por

Fusarium verticillioides

En un ensayo preliminar se evalud la capacidad de metabolizar BOA por 10 cepas distintas
de Fusarium vetticillioides, de la misma manera en la que se explica a continuacion, con la
unica diferencia de que el indculo no fue controlado, ya que se inoculd el medio con un
cuadro de = 1 cm? de PDA en el que fue crecido el hongo. A partir de estos resultados se

eligieron las cepas para evaluar en este estudio.
4.1. Inoculacién, condiciones de incubacién y muestreo

Para suplementar el medio Czapek con 0.25 mg/mL de BOA en DMSO, se agregaron a 13
matraces con medio Czapek, 37.5 uL de una solucion de BOA (100 mg/mL en DMSO) y se
agitaron manualmente. Después, los matraces se inocularon con 2x10° conidias de 4 cepas
de F. verticillioides, MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1, a partir de suspensiones de conidias
con concentraciones conocidas y fueron incubadas a 28 °C en condiciones de oscuridad.
Cada cepa se hizo por triplicado y un matraz fue suplementado unicamente con BOA (no se
inoculd) que fue el control negativo. Este procedimiento se realizé de la misma manera y

con las mismas concentraciones y volumenes para el experimento con MBOA.

El muestreo, que fue idéntico para ambos experimentos, con BOA y MBOA, se realizé en la
campana de flujo laminar cada 24 h, los 4 dias posteriores a la inoculacién, tomando 500 uL
del contenido del matraz que se colocaba en un tubo Eppendorf, luego se centrifugaba por
10 minutos a 12,000 rpm y se colocaba el sobrenadante en un tubo Eppendorf limpio. El

sobrenadante se almacend en el congelador a -20 °C.
4.2. Analisis por Cromatografia en Capa Fina

Se realiz6 cromatografia en capa fina (TLC) en placas de silica gel (Sigma-Aldrich) de 4 cm
x 8 cm con indicador fluorescente verde (254 nm). Se marcaron las placas y se colocaron 5
uL de estandar de BOA o MBOA (10 mg/mL en MeOH) y 5 uL de cada muestra tomada a
las 24, 48, 72 y 96 h. Posteriormente se metieron las placas en una camara saturada que
contenia la fase movil tolueno-acetato de etilo-acido acético (50:40:10 v/v) y se dejaron
correr. Cuando las cromatoplacas estaban secas se observaron bajo una lampara de luz UV
de onda corta (254 nm).
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4.3. Cuantificacion por HPLC

4.3.1. Condiciones de analisis

Para la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) se empleé una bomba
Shimadzu modelo LC-10AD y un detector UV-VIS (Shimadzu, SPD-10AV) programado a

una longitud de onda de 260 nm. Los compuestos se separaron en una una columna

hidrofébica C18 (15 cm x 4.6 mm, 5 um) con buffer de fosfatos-metanol (50:50 v/v, con pH

entre 2 y 3) como fase movil y con un flujo de 1 mL/min. Los cromatogramas se recopilaron

en un integrador (Shimadzu, C-R5A) ajustado a los siguientes parametros:

Tabla 6. Parametros del integrador utilizados en HPLC.

Parametro Valor
Width 1
Slope 700

Drift 0
Min. Area 5000
T. Dbl 0

Stop. Tm 8
Atten 3
Speed 3
Method 0021
Format 0
Spl. Wt 100
Is. Wt 1

5. Evaluacion del HPMA como producto de la biotransformacion de BOA por

Fusarium verticillioides

5.1.0btencion del estandar de HPMA

A partir de muestras de 96 h de F. verticillioides inoculadas con BOA corridas mediante

TLC, se separo el compuesto producto de la biotransformacion de BOA, el HPMA.
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Como paso inicial se hizo una particion de la muestra con acetato de etilo, mediante 3
lavados y se separo la fase organica que fue evaporada entre 50 - 60 °C a sequedad con
nitrégeno, posteriormente se le agregaron 100 uL de MeOH. A partir de este concentrado se
hizo una cromatoplaca que se eluy6 con la fase movil Tolueno: Acetato de etilo: Acido
acetico 50:40:10, de la cual mediante el raspado de la silica gel se obtuvé el HPMA
observado con luz UV de onda corta. En una columna empacada con fibra de vidrio en una
pipeta Pasteur, se coloco la silica gel obtenida y se eluyé con 4 mL de MeOH, luego se
evapor6 a sequedad, entre 50 - 60 °C bajo flujo de nitrégeno. Por ultimo se le agregaron

200 pL de MeOH y se almacend en congelacion.
5.2. Cuantificacion de HPMA por HPLC
5.2.1. Condiciones de analisis

Se realizd la cuantificacion mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
empleando la misma fase movil y parametros que para la cuantificacion de 2-BOA y MBOA
detalladas en el apartado anterior. Se utilizaron Unicamente las muestras de las cuatro
cepas de F. verticillioides (MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1) inoculadas con 2-BOA de 24
hy 72h.

6. Efecto del 2-Aminofenol (2-AP) sobre el crecimiento radial de Fusarium

verticillioides
6.1.Inoculacion y condiciones de incubaciéon

Se emple6 PDA (0.5X) suplementado con 2-AP a 3 distintas concentraciones (0.1, 0.2y 0.4
mg/mL de 2-AP disuelto en DMSO), se inocularon los medios de cultivo en un ambiente
estéril, colocando un disco de papel filtro, de 0.7 cm de diametro, en el centro de la caja
sobre el medio, posteriormente, sobre el disco se pusieron 5 YL de una suspension de
conidias con concentracién de 5x10° conidias/mL de las cepas MY3 y FQZR-76, que se
hicieron por triplicado para cada concentracién y se incubaron a 28 °C bajo condiciones de

oscuridad.
6.2. Medicion del diametro del crecimiento de las colonias

La medicion del diametro se llevo a cabo cada 24 horas por los 10 dias consecutivos a su
inoculacion, para esta, se marcaron las cajas petri en la parte reversa, de extremo a
extremo, y se midi¢ el diametro de las colonias de igual manera todos los dias, de acuerdo

a estas marcas.
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7. Evaluacion de la capacidad de biotransformacion de 2-Aminofenol (2-AP)

por Fusarium verticillioides
7.1.Inoculacién, condiciones de incubaciéon y muestreo

Para este experimento se suplementoé el medio Czapek con 0.15 mg/mL de 2-AP, en el que
se agregaron 22.5 uL de una solucion de 2-AP con concentracion de 100 mg/mL a 13
matraces con medio Czapek, y se agitaron suavemente. Después, los matraces se
inocularon con 2x10° conidias de 4 cepas de Fusarium verticillioides, MY3, MY5, FQZR-76 y
FQH135-1, a partir de suspensiones de conidias con concentraciones conocidas. Cada
cepa se hizo por ftriplicado y se hizo un control negativo unicamente con 2-AP (no se
inoculd). Se incubaron a 28 °C bajo condiciones de oscuridad. El muestreo se realiz6 del
mismo modo que para los ensayos de la evaluacion de la capacidad de biotransformacion
de BOA y MBOA.

7.2.Evaluacién por TLC

Se realizdé cromatografia en capa fina (TLC) en placas de silica gel de 4 cm x 8 cm con
indicador fluorescente verde (254 nm). Se marcaron las placas y se colocaron 5 uL de
estandar de 2-AP (10 mg/mL en MeOH) y 5 uL de cada muestra tomada a las 24, 48, 72, 96
y 120 h. Posteriormente se corridé la cromatografia con butanol saturado con agua como
fase mévil. Cuando la cromatoplaca estaba seca fue revelada con luz UV de onda corta
(254 nm).

7.3. Cuantificacion por HPLC

La cuantificacion de 2-AP por cromatografia de liquidos de alta resolucion se realizé usando
el sistema descrito arriba con el detector programado a una longitud de onda de 260 nm,
con fase movil de buffer de fosfatos-metanol (90:10 v/v, con pH entre 4-5) y con un flujo de
1 mL/min. Los parametros utilizados en el integrador fueron los mismos enlistados en la
Tabla 6, a excepcion del tiempo de término del analisis, que fue de 5 minutos para este

Caso.
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8. Efecto del Acido Ferulico (FA) sobre el metabolismo de BOA y en el

crecimiento radial de Fusarium verticillioides
8.1.Ensayo de crecimiento radial

El ensayo se hizo en placas con medio PDA 0.5X suplementado con BOA (0.5 mg/mL) y FA
a 2 concentraciones diferentes (0.25 y 0.50 mM de acuerdo a lo descrito en la Tabla 5), se
inocularon los medios de cultivo en un ambiente estéril, de la misma manera que para el
ensayo de crecimiento radial con 2-AP, colocando un disco de papel filtro sobre el que se
pusieron 5 pL de una suspension de conidias con concentracion de 5x10° conidias/mL de la
cepa MY3. Igualmente se hicieron por triplicado para cada concentracion y se incubaron a
28 °C bajo condiciones de oscuridad. La medicion del diametro se llevé a cabo cada 24

horas durante los 8 dias siguientes a su inoculacion.
8.2. Evaluacion por TLC y cuantificacion de BOA por HPLC

El medio Czapek se suplementd con 75 pyL de BOA (100 mg/mL en DMSO) y con 15 o0 30
ML de acido ferulico para tener concentraciones finales de 1 y 2 mM respectivamente.
Luego, los matraces se inocularon con 2x10° conidias de la cepa MY3, a partir de una
suspension de conidias con concentracidon conocida. Se incubaron a 28 °C en condiciones
de oscuridad. Cada concentracion se hizo por triplicado. El muestreo, que fue idéntico que
el realizado para ambos experimentos, con BOA y MBOA, se realizé en la campana de flujo
laminar a las 96 horas. La cromatografia en capa fina y la cromatografia de liquidos de alta
resolucion se realizaron del mismo modo y bajo las mismas condiciones que se describieron

en los apartados 5.2y 5.3.

9. Ensayo de infeccion de raices de maiz por Fusarium verticillioides y

evaluacion de la produccion de benzoxazolinonas
9.1. Desinfeccion de semillas

Se sumergieron las semillas de maiz en una solucion de hipoclorito de sodio al 1 % en un
frasco estéril y se agitd vigorosamente por 2 minutos, luego se decanto6 la solucién y se
hicieron 3 lavados con agua estéril. Se dejaron secar las semillas en papel absorbente entre

10 y 15 minutos.
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9.2.Inoculacién y condiciones de incubaciéon

Las semillas desinfectadas fueron germinadas a 28 °C en agar al 1.2 % por 48 horas bajo
condiciones de oscuridad y posteriormente fueron inoculadas con las cepas MY3, MY5,
FQZR-76 y FQH135-1 de F. verticillioides. Para la inoculacion, se sumergieron las raices
primarias por dos minutos en suspensiones de conidias de cada cepa con concentracién de
10" conidias/mL y luego se regresaron a la caja petri con agar 1.2 %. Se incubaron
nuevamente a 28 °C por 24 h. La metodologia implementada para el ensayo de infecciéon de

raices de maiz por Fusarium verticillioides se muestra en la Figura 20.

Figura 20. Inoculacion de raices primarias con Fusarium verticillioides. Se muestran
las raices primarias de semillas de maiz con 48 h de germinacion inoculadas a partir de
suspensiones de conidias.

9.3.Tincion histoquimica de benzoxazinoides en raices primarias

Las radiculas de las semillas que se inocularon con las suspensiones de conidias, se
tiferon con una solucion de cloruro férrico ~ 0.4 M (1.0 g de FeCls-6H>O en una mezcla de
10 mL EtOH al 95% con 100 pyL de HCI 1.5 M), sumergiéndolas entre 10 y 20 segundos,
seguidos de un lavado con agua destilada, este procedimiento se hizo de acuerdo con el
método descrito por Park et al., 2004. Después de la tincién, las radiculas fueron
observadas con ayuda del microscopio estereoscépico.
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VII. RESULTADOS

1. Analisis bioinformatico de la filogenia del gen NAT1 en Fusarium
verticillioides

Las secuencias homélogas del gen NATT1 de F. verticillioides en especies de hongos
distintas a Fusarium spp. y pertenecientes a este, mostraron que las especies del mismo
género tenian mayor similitud que las de los hongos que no corresponden a este, con un
mayor numero de residuos conservados entre las secuencias de las especies del mismo

género que Fusarium verticillioides.

Los resultados de los andlisis filogenéticos, uno para las especies pertenecientes al género
Fusarium spp. (Figura 21) y otro para las especies de hongos no pertenecientes a este
género (Figura 22) muestran que no todos los nodos tienen un buen soporte, ya que el
bootstrap es menor a 70, indicando que no son tan fiables. Aun asi, se puede ver que los
taxones del arbol de especies de F. verticillioides muestran mayor relacion entre ellos,
observando mas nodos a lo largo de las ramas que llegan a cada taxén indicando que
comparten mas ancestros recientes, en comparacion con los obtenidos en el arbol de

género distintos a Fusarium spp. que muestran mayor divergencia a lo largo de las ramas.
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Fusarium circinatum KAF5691900.1
Fusarium bulbicola KAF5990105.1

Fusarium anthophilum KAF5247312.1
Fusarium bactridioides UXW69664.1
Fusarium temperatum UXW69693.1
Fusarium subglutinans XP 036539745.1
Fusarium acutatum KAF4435078.1
Fusarium mundagurra KAF5711912.1
Fusarium pseudoanthophilum KAF5572568.1
Fusarium verticillioides ACD88491.1
Fusarium coicis KAF5974941 1

Fusarium tjaetaba XP 037209101.1
Fusarium brevicatenulatum UXW69666.1
Fusarium agapanthi KAF4496730.1
Fusarium redolens XP 0460421781
Fusarium oxysporum f. sp. rapae KAG7418929.1
Fusarium oxysporum f. sp. cubense TXC09204.1
Fusarium odoratissimum XP 031069532.1
Fusarium mangiferae XP 0416897871
Fusarium sacchari UXW69688.1

Fusarium globosum KAF5717280.1
Fusarium fujikuroi XP 023427392.1

Fusarium proliferatum XP 031089200.1
Fusarium annulatum KAI1051095.1
Fusarium beomiforme KAF4336580.1
Fusarium avenaceum KAI6754705.1
Fusarium langsethiae KPA37794.1

Fusarium equiseti KAJ4137142.1

Fusarium camptoceras AMB48872.1
Fusarium nygamai PNP77099.1

Fusarium venenatum XP 025587281.1
Fusarium pseudograminearum XP 009259516.1
Fusarium sporotrichioides RGP62967.1
Fusarium poae XP 0447105511

Fusarium graminearum CAF3505478.1
Fusarium austroamericanum KAF5229927 1
Fusarium culmorum PTD06102.1

Figura 21. Arbol filogenético que muestra la relacion entre las secuencias de la
posible proteina NAT1 codificada en el locus FDB2 con sus homoélogos presentes en
Fusarium spp. Se muestran en los nodos Unicamente valores de bootstrap >70.

48



98 Epicoccum nigrum KAG9198749.1
—L Curvularia kusanoi KAF2994371.1
Stagonospora sp. OAL00239.1
W: Phaeosphaeria sp. KAH7400607 1
Boeremia exigua XP 045992780.1
476: Didymella exigua XP 033443521 1
Macrophomina phaseolina KAH7028426.1
—_ Ascochyta lentis KAF9698073.1

Exserohilum turcica XP 008024220.1
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90

{ Alternaria atra XP 0431670781
Ampelomyces quisqualis KAF1913421.1

Corynespora cassiicola PSN71057.1

{ Pyrenophora tritici-repentis XP 001937197 1
Stemphylium lycopersici RAR13358.1

100 — Aureobasidium pullulans TIA60072.1

L Bipolaris zeicola XP 007716713.1

Fusarium verticillioides ACD88491.1

87

{ Aspergillus flavus RAQ51159.1
Rhynchosporium commune CZS96733.1

Neohortaea acidophila XP 033585242 1

{ Acidomyces richmondensis KYG42312.1
Teratosphaeria destructans KAH9816345.1

Baudoinia panamericana XP 007674602.1

{ Metarhizium rileyi OAA47154 1
Friedmanniomyces endolithicus TKA40697.1

Ramularia collo-cygni XP 023621752.1
100 —— Dothistroma septosporum EME44867.1

94

L— Fulvia fulva XP 047761545.1

Pseudocercospora fuligena KAF7193355.1
Zasmidium cellare XP 033663817.1

_|: Cercospora zeae-maydis KAF2213900.1
Sphaerulina musiva XP 016761444 1

Cryomyces minteri TKA80821.1

100

_|: Penicillium camemberti CRL19258.1
100 Talaromyces stipitatus XP 002486906.1

Microdochium trichocladiopsis XP 046011206.1

Figura 22. Arbol filogenético que muestra la relacion entre las secuencias de la
posible proteina NAT1 codificada en el locus FDB2 con sus homoélogos presentes en
especies de hongos no pertenecientes a Fusarium spp. Se muestran en los nodos

unicamente valores de bootstrap > 70.

2. Analisis de la presencia del gen NAT1 en cepas de Fusarium verticillioides

Todas las cepas probadas mostraron la presencia de este gen amplificado (Figura 23) y se

puede deducir, a partir de marcador de peso molecular, que las bandas obtenidas se

encuentran cerca de los 600 pb.
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Figura 23. Amplificacion del gen NAT17 a partir de cepas de F. verticillioides mediante
PCR. El corrimiento electroforético se realizé en gel de agarosa 2.0% y 1.2% con bromuro
de etidio, en el cual se muestra un marcador con una escalera de 100 pb en el primer carril
de cada fila. (A) Amplificacion del gen NAT7 en 9 de las 10 cepas de F. verticillioides
probadas; (B) Amplificaciéon del gen NAT71 de 3 cepas de F. verticillioides donde se
observan bandas entre 600 y 700 pb; (C) Amplificacion del gen NAT1 en 3 de las 4 cepas
seleccionadas de F. verticillioides.

3. Evaluacion de la capacidad de biotransformaciéon de 2-BOA y MBOA por

Fusarium verticillioides
3.1.Diversidad en el metabolismo de 2-BOA por F. verticillioides

La Figura 24 muestra el analisis preliminar de biotransformacion de 2-BOA de las 10 cepas
de F. verticillioides y se observa que hay una diferencia en esta capacidad entre ellas; para
las cepas FQZR-76, MY5 y FQ380 ya no se detecta 2-BOA (Rf = 0.7) alas 72 h 0 96 h,
mientras que en el resto de las cepas todavia muestran trazas del compuesto, y entre éstas,
la cepa FQH135-1 parece ser la que tuvo la menor tasa de transformacién. Concomitante a
la conversion del 2-BOA, se observo la acumulacion de una mancha con Rf = 0.5,
presumiblemente corresponde a HPMA (Glenn, et al., 2001). Igualmente, se observan

diferencias entre las cepas en su capacidad para producir este compuesto.
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Figura 24. Biotransformacion de 2-BOA por 10 cepas de Fusarium verticillioides
analizadas por TLC. Con STD de BOA (carril 1) y con muestras de 24 (carril 2), 48 (carril
3), 72 (carril 4) y 96 (carril 5) horas de incubacion en medio Czapek suplementado con BOA
(0.5 mg/mL).

BOA

HPMA

A partir de estos resultados, para continuar con el estudio, se eligieron 4 cepas que
mostraban diferencias en su capacidad para detoxificar esta benzoxazolinona, que fueron
FQZR-76, MY3, MY5 y FQH135-1. Para asegurarnos que la diversidad observada en el
metabolismo del BOA se debia a diferencias entre las cepas y no a la cantidad de inéculo
inicial, en el resto de los experimentos realizados se controldé este parametro y para cada

cepa se inocularon 2x10° conidias.

La observacion previa sobre la capacidad diferencial de las cepas de metabolizar 2-BOA se
reprodujo en otro experimento, en el que se observa que la cepa FQZR-76 fue la mas
eficiente para metabolizar a BOA, y generar HPMA, seguidas de las cepas MY3 y MY5, que
mostraron un comportamiento similar entre si (Figura 25). En contraste, la cepa FQH135-1
mostré ser mas lenta metabolizando a BOA.
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Figura 25. Evaluacion de la biotransformacion de BOA por 4 cepas de Fusarium
verticillioides (MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1) mediante TLC. Con STD de BOA (carril
1) y con muestras de 24 (carril 2), 48 (carril 3), 72 (carril 4) y 96 (carril 5) horas de
incubacion en medio Czapek suplementado con BOA (0.25 mg/mL).

El analisis cuantitativo de esta biotransformacion se realiz6 como se detalla en Materiales y
Métodos y la Figura 26 muestra un cromatograma representativo de la separacién de 2-
BOA, MBOA y HPMA. De igual manera se construyeron curvas de calibraciéon que se
muestran en el ANEXO.
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Figura 26. Cromatograma representativo de las benzoxazolinonas y de los productos
de la biotransformacién cuantificados por HPLC. Se muestran cromatogramas de (A) 2-
BOA, (B) MBOA y (C) HPMA en la fase mévil metanol: amortiguador de fosfatos 50 : 50,
cuantificados a partir de disoluciones del medio Czapek adicionado con las
benzoxazolinonas, en el que se encontraba inoculado F. verticillioides.
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Los resultados del TLC (Figura 25) se mostraron reflejados al evaluar la biotransformacion
de manera cuantitativa mediante HPLC (Figura 27), ya que se observé el mismo patron en
ambos experimentos. La Figura 27 muestra que la cepa mas rapida en metabolizar BOA fue
FQZR-76, pues a los 3 dias post-inoculacién ya no se detecté el compuesto. Las cepas
MY5 y MY3 mostraron una cinética similar, mientras que la cepa FQH135-1 mostré un perfil

claramente distinto pues después de 4 dias todavia habia BOA en el medio.
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Figura 27. Biotransformacion de BOA por cuatro cepas de Fusarium verticillioides
(MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1). Se muestra el valor promedio (n=3) + DE.

3.2.Diversidad en el metabolismo de MBOA por F. verticillioides

El ensayo para evaluar la biotransformacién de la benzoxazolinona metoxilada, mostro el
mismo patron que con BOA, FQZR-76, MY5 y MY3 fueron capaces de metabolizar por
completo a MBOA a los 3 dias post-inoculacion y de dar a lugar a su producto de
metabolizacién, el acido N-(2-hidroxi-4-metoxifenil) malonamico (HMPMA). Mientras que la
cepa FQH135-1 fue la mas lenta al metabolizar MBOA, pues a los a los cuatro dias

posteriores a su inoculacion, todavia se detect6 el compuesto (Figuras 28 y 29).
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Figura 28. Evaluacion de la biotransformacion de MBOA por 4 cepas de Fusarium
verticillioides (MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1) mediante TLC. Con STD de MBOA
(carril 1) y con muestras de 24 (carril 2), 48 (carril 3), 72 (carril 4) y 96 (carril 5) horas de
incubacion en medio Czapek suplementado con MBOA (0.25 mg/mL).
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Figura 29. Biotransformacion de MBOA por cuatro cepas de Fusarium verticillioides
(MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1). Se muestra el valor promedio (n=3) + DE.
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4. Evaluacion del HPMA como producto de la biotransformacion de BOA por

Fusarium verticillioides

La evaluacién del producto acumulado purificado de la biotransformacion de BOA,
presuntamente HPMA, muestra que las cepas FQZR-76 y MY3 generaron el producto de
transformacion de manera muy eficiente y sus niveles fueron aproximadamente 3 veces
mayores que para la cepa MY5 (Figura 30). En tanto, que este metabolito no se detecto en
la cepa FQH135-1 a este tiempo. A las 72 h, los niveles del compuesto aumentaron y fueron
similares entre las dos cepas (FQZR-76 y MY3), y ya se detectaron en la cepa FQH135-1
(Figura 31). En las dos graficas se reporta el Area Bajo la Curva (ABC) obtenida de los

cromatogramas pues fue a partir del compuesto purificado (HPMA) y no de un estandar

primario.
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Figura 30. Evaluaciéon a las 24 horas de la produccion de HPMA por 4 cepas de F.
verticillioides. Niveles de HPMA, reportado como Area Bajo la Curva (ABC) en muestras
de 24 h de F. verticillioides inoculadas en medio Czapek suplementado con 0.25 mg/mL de
BOA. Se muestra el valor promedio (n=3) + DE. Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas entre los grupos experimentales analizados mediante una prueba
T-Student pareada (p < 0.05).
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Figura 31. Evaluaciéon a las 72 horas de la produccion de HPMA por 4 cepas de F.
verticillioides. Niveles de HPMA reportado como Area Bajo la Curva (ABC) en muestras de
72 h de F. verticillioides inoculadas en medio Czapek suplementado con 0.25 mg/mL de
BOA. Se muestra el valor promedio (n=3) + DE. Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas entre los grupos experimentales analizados mediante una prueba
T-Student pareada (p < 0.05).

5. Efecto del 2-Aminofenol (2-AP) sobre el crecimiento radial de Fusarium
verticillioides

Debido a que el metabolismo del BOA implica dos pasos enzimaticos, en el que se genera
el intermediario 2-AP (Figura 17), que resulta mas toxico que las mismas benzoxazolinonas,
se evalué la tolerancia a este compuesto mediante ensayos de crecimiento radial en medios

suplementados con concentraciones crecientes de 2-AP (0.10, 0.20 y 0.40 mg/mL).

En la Figura 32 se muestra el crecimiento de las colonias de dos cepas de F. verticillioides
(MY3 y FQZR-76) en medio PDA 0.5X suplementando con 3 concentraciones distintas de 2-
AP, donde se observa que la cepa FQZR-76 fue mas tolerante al 2-AP que la cepa MY3 a
las dos concentraciones menores (0.10 y 0.20 mg/mL), puesto que la concentracion mas
alta (0.40 mg/mL) inhibié por completo el crecimiento de ambas cepas. Incluso al determinar
el porcentaje de crecimiento en comparacion con el control, la cepa FQZR-76 mostro que al

dia 8 post-inoculacion, era capaz de recuperar su capacidad de crecimiento, alcanzando
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aproximadamente 90 y 80 % del crecimiento del control para 0.10 mg/mL y 0.20 mg/mL de
2-AP respectivamente (Figura 34), en tanto que la cepa MY3 no lo logro, ya que al dia 10
continuaba mostrando una velocidad de crecimiento disminuida, alcanzando
aproximadamente un 80 y 60 % del crecimiento del control para 0.10 mg/mL y 0.20 mg/mL

de 2-AP respectivamente (Figura 33).

100 yL DMSO 0.10 mg/mL 0.20 mg/mL 0.40 mg/mL
2-AP 2-AP 2-AP

MY3
Micelio
Aéreo

FQZR-76
Micelio
Aéreo

MY3
Micelio
Vegetativo

FQZR-76
Micelio
Vegetativo

Figura 32. Crecimiento radial de dos cepas de Fusarium verticillioides (MY3 y FQZR-
76) en medio PDA 0.5X suplementado con distintas concentraciones de 2-Aminofenol.
Se muestra el micelio aéreo en las primeras dos filas y el micelio vegetativo en las dos
ultimas filas de cada cepa después de 11 dias de crecimiento. La primera columna
corresponde al control de cada cepa utilizando DMSO.
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Figura 33. Efecto de concentraciones crecientes de 2-Aminofenol (2-AP) en el
crecimiento radial de la cepa MY3 de Fusarium verticillioides. Se muestra el valor
promedio (n=3) + DE.
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Figura 34. Efecto de concentraciones crecientes de 2-Aminofenol (2-AP) en el
crecimiento radial de la cepa FQZR-76 de Fusarium verticillioides. Se muestra el valor
promedio (n=3) + DE.
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6. Evaluacion de la capacidad de biotransformaciéon de 2-Aminofenol (2-AP)

por Fusarium verticillioides

La cromatografia en capa fina mostré un comportamiento diferencial entre las cepas, de las
cuales FQZR-76, MY3 y MY5 fueron capaces de metabolizar a 2-AP (Rf = 0.8), sin
embargo, para la cepa FQH135-1 todavia se detectd el compuesto en el medio hasta los 5
dias post inoculacion, que se veia como marcas de intensidad similar a todas las horas a las
que se muestreo, indicando que no fue capaz de metabolizar a 2-AP (Figura 35). En estas
cromatoplacas, ademas se detect6 el producto HPMA (Rf = 0.4), lo que indica que el 2-AP
es transformado por la accién de la NATT.

2-AP 2-AP 2-AP 2-AP
HPMA HPMA HPMA HPMA

Figura 35. Evaluacion de la biotransformacion de 2-AP por 4 cepas de Fusarium
verticillioides (MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1) mediante TLC. Con STD de 2-AP (carril
1) y con muestras de 24 (carril 2), 48 (carril 3), 72 (carril 4), 96 (carril 5) y 120 (carril 6) horas
de incubacion en medio Czapek suplementado con 2-AP (0.15 mg/mL).

Para el analisis cuantitativo de esta biotransformacion, mediante HPLC, se realizé una curva
de calibracion (ANEXO). La Figura 36 muestra un cromatograma representativo de la
separacion de 2-AP bajo las condiciones descritas en el apartado 8.3 de Materiales y
Métodos.
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Figura 36. Cromatograma representativo 2-AP cuantificado por HPLC. Se muestran 2-
AP en la fase movil Amortiguador de fosfatos: metanol 80: 20, cuantificado a partir de una
disolucién del medio Czapek adicionado con las 2-aminofenol, en el que se encontraba
inoculado F. verticillioides.

59



Este analisis mostrd que ninguna cepa fue capaz de eliminar al compuesto por completo del
medio, pero se notdé que las cepas FQZR-76, MY5 y MY3, que fueron capaces de
metabolizar por completo a BOA, también transformaron entre 70 y 80 % el 2-AP con el que
se les inocul6. En cambio, la cepa FQH135-1 mostrdé un comportamiento diferente, ya que

no fue capaz de metabolizar 2-AP de igual manera que el resto de las cepas. (Figura 37).
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Figura 37. Biotransformaciéon de 2-AP por cuatro cepas de Fusarium verticillioides
(MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1). Se muestra el valor promedio (n=3) + DE.

7. Efecto del acido ferulico sobre el metabolismo de BOA y en el crecimiento

radial de Fusarium verticillioides

Con los resultados anteriormente presentados, se hizo la evaluacion de otros factores que
podrian intervenir en el metabolismo de las benzoxazolinonas en la interaccion F.
verticillioides-maiz. Se evalud si el acido ferulico tenia un efecto sobre el crecimiento radial
de Fusarium verticillioides, ya que este compuesto antioxidante esta presente en el maiz y
se ha documentado que es un inhibidor de la actividad de NAT (Kukongviriyapan et al.,
2006).

Los ensayos de crecimiento radial de la cepa MY3 en medio PDA 0.5X suplementado con

BOA (0.5 mg/mL) y dos concentraciones distintas de acido ferulico (0.25 y 0.50 mM),
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mostraron una disminucion del crecimiento de las colonias con patrones muy similares
(Figura 38). La Figura 39 ilustra que el porcentaje de crecimiento de la cepa MY3 si fue
afectado por ambos compuestos, pero se observa un efecto aditivo entre el BOA y el FA
pues se alcanz6 una inhibicion cercana al 50% en la condicion de BOA (0.5 mg/mL) + FA
(0.5 mM).

120 yL DMSO | 0.5 mg/mL BOA 0.5 mM FA 0.5 mg/mL BOA | 0.5 mg/mL BOA
20 yL DMSO 100 uyL DMSO 0.25 mM FA 0.5 mM FA

Micelio
Aéreo

Micelio
Vegetativo

Figura 38. Crecimiento radial de la cepa MY3 de Fusarium verticillioides en medio
PDA 0.5X suplementado con BOA y distintas concentraciones de acido ferulico (FA).
Se muestra el micelio aéreo en la primera fila y el micelio vegetativo en la segunda fila
después de 8 dias de crecimiento. La primera columna muestra el control con DMSO, la
segunda el control de la tolerancia a BOA, la tercera el control de la tolerancia al FA, la
cuarta y quinta columna muestran el crecimiento radial de F. verticillioides en medio
suplementado con 0.5 mg/mL de BOA y 0.25 y 0.5 mM de acido ferulico respectivamente.
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Figura 39. Efecto del acido ferulico (FA) en el crecimiento radial de la cepa MY3 de
Fusarium verticillioides. Se muestra el valor promedio (n=3) + DE.
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Para determinar el efecto del FA sobre el metabolismo del BOA, se replicd el experimento
en medio liquido y se cuantific6 su biotransformacion por HPLC. Se observa que la
concentracion mas alta, de 2 mM de FA, causé una inhibicion de la biotransformacién de
BOA de aproximadamente el 40% mientras que la concentracion de 1 mM de FA
aproximadamente del 30%, ya que al cuantificar para ambos casos se vido una mayor

concentracion de BOA (Figura 40).
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Figura 40. Efecto del acido ferulico en biotransformacién de 2-BOA por Fusarium
verticillioides (MY3). Se muestra el valor promedio (n=3) £ DE. Para el control se muestra
la concentracion de 2-BOA después de 72 h de ser inoculado con F. verticillioides en medio
Czapek y para el resto de las barras se muestran la concentracién de 2-BOA bajo las
condiciones antes mencionadas con la adicion de acido ferulico (1 mM y 2 mM). Letras
distintas indican diferencias estadisticas significativas entre los grupos experimentales
analizados mediante una prueba T-Student pareada (p < 0.05).

8. Ensayo de infeccion de raices de maiz por Fusarium verticillioides y

evaluacion de la produccion de benzoxazolinonas

Las raices de las plantulas inoculadas por 24 h con las cuatro cepas de F. verticillioides

(Seccion 10.2 del apartado de Materiales y Métodos) mostraron sintomas de la infeccion,
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caracteristica de tizon de la plantula, ya que algunas raices primarias presentaron una

coloracion café (Figura 41).

CONTROL

Figura 41. Infeccion de raices con Fusarium verticillioides en agar 1.2 %. Se observan
las raices control sin infectar y raices infectadas por 4 cepas distintas (MY5, MY3, FQH135-
1y FQZR-76).

La tincién histoquimica de benzoxazinoides (Figura 42), muestra las raices primarias control
e infectadas antes y después de la tincién. El control exhibié la presencia de
benzoxazinoides Unicamente en la punta de la raiz; la cepa MY5 provocd acumulacién de
benzoxazinoides en la punta de la raiz, mientras que la cepa MY3 caus6 su acumulacion a
lo largo de la raiz. En contraste, las cepas FQH135-1 y FQZR-76 muestran dafos ya en la
raiz primaria antes de la tincion y posterior a esta manifiestan la presencia de una cantidad

mayor de benzoxazinoides reflejada en una mayor coloracién en la zona afectada.
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Figura 42. Tincién de benzoxazinoides en raices primarias de maiz infectadas con
Fusarium verticillioides (MY5, MY3, FQZR-76 y FQH135-1). En cada panel se muestra de
lado izquierdo una fotografia de la raiz antes de la tincién histoquimica y de lado derecho
una fotografia posterior a la tincion.
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IX. DISCUSION

En este trabajo se encontr6 que existe diversidad en la habilidad de detoxificar las
benzoxazolinonas, MBOA, 2-BOA, asi como también a su intermediario 2-AP, entre cepas
de Fusarium verticillioides (MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1) que difieren en agresividad y
en capacidad de produccion de fumonisinas. Asimismo, se aportaron evidencias
preliminares sobre el potencial del acido ferulico, para interferir en la biotransformacion de
BOA por F. verticillioides.

1. Analisis bioinformatico del gen NAT1

Se identificé el gen que codifica a la enzima NAT1 (arilamina-N-aciltransferasa) en el locus
FDB2 del cromosoma 3 de Fusarium verticillioides, que agrega un grupo malonilo al
intermediario 2-aminofenol, para producir el acido N-(2-hidroxifenil) malonamico, compuesto

no toxico.

El MSA de especies pertenecientes al género Fusarium spp. mostré una mayor cantidad de
aminoacidos conservados a lo largo de la alineacion de la proteina NAT71. Esta homologia
entre las especies nos brinda informacién sobre la importancia de la funcion del gen NAT1
para Fusarium spp. Ademas de esta observacion, se vieron residuos de aminoacidos clave
conservados a lo largo de las secuencias, que incluian a la triada catalitica del sitio activo
de esta enzima (Cys, His y Asp) (Sinclair et al., 2000), esto tanto para especies de Fusarium

spp. y de otros hongos no pertenecientes a este género.

En cuanto a lo obtenido a partir del analisis filogenético, se puede notar que ambos
conjuntos de secuencias muestran cambios que indican que a lo largo del tiempo hubo
eventos de especiacion que involucraron mutaciones en las secuencias. Las especies del
género Fusarium spp. muestran que estos homodlogos presentan un estado derivado
(apomorfia) donde las mutaciones se fueron adquiriendo a lo largo de la rama indicando que
comparten ancestros en comun que son mas recientes, mientras que los hongos de
géneros distintos a Fusarium spp. muestran homoplasia debido a que hubo evolucion
paralela, donde algun caracter pudo evolucionar de manera independiente a lo largo de
ramas distintas del arbol que pueden no estar directamente relacionadas a partir del mismo

estado ancestral.
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2. Anadlisis de la presencia del gen NAT1 en las cepas de Fusarium
verticillioides

El gen NAT71 se encontré6 de todas las cepas utilizadas de F. verticillioides. Donde
inicialmente la cepa FQZR-76 no mostré ninguna banda producto de la PCR del gen
NAT1/DNA extraido, pero después de realizar otra extraccion de DNA de las cepas MY3,
MY5, FQZR-76 y FQH135-1, si se amplifico el gen en la cepa en la cual no se habia visto
en el ensayo anterior, aunque no en la cepa FQH135-1 en la que anteriormente si se habia
amplificado. Estos resultados variados dentro de las mismas cepas pudieron ser causados
por la calidad del DNA obtenido, ya que en la primera extraccion el DNA estaba
contaminado con RNA y en la segunda extraccion la cantidad de DNA de la cepa FQH135-1

fue menor.

Estos resultados confirmaron que el gen estaba presente en estas 10 cepas, y concuerdan
con los resultados obtenidos por Glenn & Bacon en 2009, que reportan la obtencion de
amplicones de 673 pb, y las bandas observadas se encontraban entre 600 y 700 pb, lo que

se puede ver con mayor claridad en la Figura 23B.

3. Capacidad de biotransformacion de BOA y MBOA por Fusarium
verticillioides

De acuerdo con lo observado en el ensayo preliminar de la biotransformacién de BOA se
seleccionaron las cepas MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1, ya que también se conocia que
diferian en su agresividad en ensayos con plantulas de maiz y en la produccién de la toxina

fumonisina B1, que es un factor de virulencia del hongo (Galena-Sanchez, 2014).

Al evaluar si existian diferencias en la tolerancia y metabolismo de BOA (2-
benzoxazolinona) y MBOA (6-metoxi-2-benzoxazolinona) entre cuatro cepas de F.
verticillioides aisladas de mazorcas de maiz (MY3, MY5, FQZR-76 y FQH135-1), se
encontré que hay diversidad entre las cuatro cepas, donde todas manifestaron la capacidad
de tolerar y metabolizar las benzoxazolinonas con distintas tasas. La cepa FQZR-76 mostro
ser la cepa mas eficiente en transformar el compuesto, mientras que las cepas MY3 y MY5
mostraron patrones similares, logrando biotransformar a BOA y MBOA en &acido N-(2-
hidroxifenil) malonamico (HPMA) y acido N-(2-hidroxi-4-metoxifenil) malonamico (HMPMA)
tres dias post-inoculaciéon. En contraste, la cepa FQH135-1, fue la mas lenta al metabolizar
las benzoxazolinonas, pues a los cuatro dias posteriores a su inoculacion, todavia se
detectaron los compuestos. Estos resultados son consistentes con otros estudios que

muestran que varias especies de Fusarium spp. asociadas con el maiz o con otros cereales
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que producen benzoxazinoides, presentan una tolerancia entre moderada a significativa a
BOA y MBOA (0.25 a 1.00 mg/mL), de las cuales F. verticillioides es la especie de este
género que presenta un mayor nivel de tolerancia, lo que puede aumentar su virulencia y

estar asociada con su patogenicidad (Glenn et al. 2001; Saunders & Kohn, 2008).

Lo observado en la cepa FQZR-76 en este ensayo denota una diferencia en su
comportamiento que hace cuestionar como se da su capacidad de biotransformar las
benzoxazolinonas de manera mas eficiente que el resto de las cepas y que podria ser

resultado de una actividad de NAT1 distinta al resto de las cepas.

4. Evaluacién de HPMA como producto de la biotransformaciéon de BOA por

Fusarium verticillioides

Los resultados obtenidos concuerdan con lo observado al cuantificar BOA, ya que se vio
que la cepa FQH135-1 a las 24 horas fue incapaz de producir HPMA y después de 72 horas
fue la cepa que produjo este compuesto en menor cantidad, que corresponde con el
comportamiento exhibido al cuantificar la 2-benzoxazolinona, ya que esta cepa se mostro
como la mas lenta metabolizando. Las 3 cepas restantes, FQZR-76, MY3 y MY5, fueron
capaces de producir HPMA desde las 24 horas. A las 72 horas las cepas FQZR-76, MY3 y
MY5 aumentaron la cantidad de HPMA producido, alcanzando aproximadamente entre un
400% y un 600% de lo cuantificado a las 24 horas. A las 72 horas se puede observar que la
cepa MY3 fue la que metabolizé y generd una mayor cantidad de HPMA, esto se podria
deber a que esta cepa tiene una tasa de crecimiento mas rapido que el resto de las cepas

por lo que fue capaz de metabolizar la misma cantidad BOA en un menor tiempo.

5. Efecto del 2-Aminofenol (2-AP) sobre el crecimiento radial de Fusarium
verticillioides

El metabolismo del BOA implica dos pasos enzimaticos que dan a lugar a la generacion del
intermediario de detoxificacion, 2-AP que se transforma mediante la adicion de un grupo
malonilo para producir HPMA, por la NAT1 (N-aciltransferasa especial, una N-
malonitransferasa) codificada en el locus FDB2 (Glenn et al., 2003). Ya que el 2-aminofenol
tiene una mayor toxicidad que las benzoxazolinonas (Martyniuk et al., 2006), se evalud la

tolerancia a este compuesto.

Los resultados mostraron que F. verticillioides es capaz de tolerar al intermediario toxico 2-
aminofenol y se observaron diferencias entre las cepas de esta especie al hacerlo, ya que la
cepa FQZR-76 fue mas tolerante al 2-AP que la cepa MY3, que fueron las dos cepas que se

probaron, incluso FQZR-76 manifestd la capacidad de poder recuperar su capacidad de
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crecimiento después de 8 dias casi llegando al 100 % del crecimiento en comparacion con
el control a la concentracién mas baja utilizada de 2-AP (0.10 mg/mL), lo que nos podria
sugerir que fue capaz de metabolizar por completo el 2-AP presente en el medio, que en
dias anteriores podrian haber estado inhibiendo su crecimiento. La cepa MY3 también fue
capaz de crecer en el medio pero su tasa de crecimiento disminuyd. También es importante
mencionar que la concentracion mas alta (0.4 mg/mL 2-AP equivalente a ~ 3.7 mM) inhibio
por completo el crecimiento de F. verticillioides (FQZR-76 y MY3), mientras que la
concentracion de BOA utilizada en los ensayos de crecimiento radial (0.5 mg/mL BOA
equivalente a ~ 3.7 mM) no dio a lugar al mismo efecto sobre el crecimiento de F.
vertcillioides. Haciendo una comparaciéon de las concentraciones utilizadas de 2-AP (0.4
mg/mL ~ 3.7 mM) y de BOA (0.5 mg/mL ~ 3.7 mM), y analizando que es una concentracion
mas baja en comparacion con las concentraciones de BOA que se han utilizado y probado
en otros estudios de tolerancia que incluso llegan hasta 1.10 mg/mL (~ 8.1 mM) (Saunders
& Kohn, 2008), se determind que el 2-aminofenol presenta una mayor toxicidad en

comparacion con las benzoxazolinonas.

Los resultados obtenidos para la cepa FQZR-76 sobre su capacidad para tolerar a 2-AP
podrian estar apuntando nuevamente a una diferencia en cuanto a su actividad de NATT,
sugiriendo que esta cepa tiene una mayor actividad enzimatica por parte de la arilamina N-
aciltransferasa, ya que esta enzima es la que esta directamente involucrada en la
transformacién de 2-AP a HPMA. Algunos estudios han mostrado que esta actividad distinta
de NAT1 en F. verticillioides, tiene afinidad por el sustrato donador malonil-CoA, ya que
presenta una mayor actividad que con el acetil-CoA y propionil-CoA, y esta actividad esta
atribuida a la forma dimérica de la enzima homdloga (GIBMO)NAT1 (Karagianni, et al.,
2022). Ademas se ha determinado que esta isoenzima, la N-maloniltransferasa, de F.
verticillioides ha evolucionado de manera selectiva para utilizar malonil-CoA en lugar de
acetil-CoA, ya que la dimerizacién cambia el sitio catalitico permitiendo que el malonil-CoA

pueda alcanzarlo a través de la Unica entrada expuesta (Karagianni, et al., 2022).

6. Capacidad de biotransformacion de 2-Aminofenol (2-AP) por Fusarium
verticillioides

Los resultados obtenidos al evaluar, mediante TLC y HPLC, la capacidad de
biotransformacion del 2-aminofenol fueron similares a los de las benzoxazolinonas, donde
igualmente la cepa FQZR-76 mostréo ser la mas eficiente para biotransformar este
compuesto, mientras que la cepa FQH135-1 fue incapaz de hacerlo de la misma manera

que el resto de las cepas probadas, disminuyendo la cantidad de 2-AP presente en el medio
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de manera mas lenta y sin mostrar cambios significativos en los 5 dias posteriores a la

inoculacion.

La cuantificacion del 2-aminofenol por HPLC mostré un ligero aumento no significativo entre
las 96 y 120 horas, y de igual manera las muestras presentaron una mayor coloracion al
pasar el tiempo. Lo observado y obtenido de la cuantificacion no indica que la cantidad de 2-
AP esta aumentando, sino que probablemente se estan formando otros productos de
transformacion del 2-AP que interfieren con la cuantificacion. Esto puede deberse a que el
2-aminofenol puede experimentar dimerizacion oxidativa espontanea, que genera el
compuesto 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona (2-APQO), que tiene una coloracion roja, asi como
también puede generar otro producto de detoxificacién, menos comun, que es el N-(2-
hidroxifenil)acetamida (HPAA), resultado de mutantes FDB1/fdb2 donde 2-AP uUnicamente
se acetila (Figura 43) (Glenn et al., 2003; Glenn & Bacon, 2009).
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Figura 43. Biotransformacion de las benzoxazolinonas por Fusarium verticillioides en
varios metabolitos. La flecha gris indica una dimerizacién oxidativa no enzimatica del 2-AP
(2-aminofenol) que da a lugar a la 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona (2-APO); la otra flecha de la
via de biotransformacion de- 2-AP en su mayoria es resultado de cepas mutantes de fdb2,
que acumulan  N-(2-hidroxifenil)acetamida (HPAA) por la acetilacion de 2-AP (2-
aminofenol). Adaptada de Glenn & Bacon, 2009.

Lo anteriormente mencionado concuerda tanto para los resultados de la cuantificacion de 2-
AP como para los obtenidos del TLC; ya que para la cepa FQH135-1 que se encontraba
inoculada en medio Czapek, se vio que hubo un aumento en la coloracién del medio,

pasando a un color anaranjado intenso cuando inicialmente era amarillo, por lo que el 2-AP
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del medio pudo haberse oxidado generando 2-APO que también pudo haber afectado la
cuantificacion de 2-AP en los ultimos tiempos analizados. Al analizar las cromatoplacas
también se puede ver en éstas la aparicion de otros compuestos entre el HPMA y el 2-AP,
que podria ser el mismo 2-APO que se pudo generar en el medio debido a que el 2-AP no
se metabolizé por completo, con excepcion de la cepa FQZR-76 que no muestra presencia

de otro compuesto en el medio ademas del HPMA y el 2-AP.

7. Efecto del acido ferulico sobre el metabolismo de BOA y en el crecimiento

radial de Fusarium verticillioides

Con los resultados obtenidos hasta este punto, se evaluo otro factor que podria intervenir en
el metabolismo de las benzoxazolinonas con relacion a la interaccién Fusarium verticillioides
- maiz, que fue el efecto de un compuesto fendlico presente en los granos de maiz, el acido
ferulico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico). Este compuesto presente principalmente en la
pared celular de la semilla de maiz es especialmente relevante porque es el fitoquimico
antioxidante que se presenta de manera mayoritaria en el maiz comparando con otros

cereales (Hussain et al., 2021).

Los ensayos de crecimiento radial realizados con la cepa MY3 en medio suplementado con
BOA y FA mostraron que el acido ferulico en combinacion con la benzoxazolinona utilizada,
tiene mayor capacidad de inhibir el crecimiento que en los casos en los que se utilizaron
estos compuestos por separado. Asimismo, al realizar el analisis por TLC y la cuantificacion
de BOA por HPLC, se vio que al aumentar la concentracion de FA habia una mayor
acumulacion de BOA y por lo tanto una menor capacidad de metabolizar a BOA. Esto nos
podria estar indicando que Fusarium verticillioides podria estar sufriendo una inhibicién en
su capacidad de biotransformar el BOA por el acido ferulico, mostrando asi una disminucion
en su porcentaje de crecimiento debido a que la benzoxazolinona, que tiene actividad

antifungica, se queda en el medio por mas tiempo.

Estos resultados se relacionaron con un estudio donde se evalud la actividad de la arilamina
N-acetiltransferasa de higado humano, que es inhibida por varios compuestos fendlicos,
entre éstos se encontraba el acido ferulico. Se observé que es capaz de inhibir la actividad
de la NAT1 probada, aproximadamente en un 30 % cuando se utilizé con una concentracion
de 1000 uM (1 mM) (Kukongviriyapan et al., 2006).

Esto sugiere que se podria estar inhibiendo la enzima NAT1 de F. verticillioides, ya que se
observd que se presentaba una inhibicion de la capacidad de biotransformar a esta

benzoxazolinona por parte de la cepa MY3, por lo que haria falta realizar mas estudios que
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impliquen a esta enzima Unicamente, como evaluar si el FA afecta el paso del intermediario
2-AP, que es afectado por la NAT1 de F. verticillioides, a HPMA.

8. Infeccidn de raices de maiz por Fusarium verticillioides y produccién de

benzoxazolinonas

La liberacion de moléculas de defensa en la superficie de la raiz primaria de semillas de
maiz fue visible al realizar este ensayo preliminar de infeccion de raices de maiz por F.

verticillioides durante la etapa temprana post-germinacion y establecimiento de la plantula.

El control mostré presencia de benzoxazinoides en la punta de la raiz, que es algo que se
esperaba, ya que se conoce que en el desarrollo normal de la planta los tejidos mas jovenes
presentan mayor abundancia de estos compuestos de defensa para protegerse (Agrios,
2005). Por otra parte, las raices que fueron inoculadas con suspensiones de conidias de
distintas cepas de F. verticillioides mostraron resultados variables, todas hicieron notar con
ayuda de la tincion con FeCls que los benzoxazinoides estaban presentes, ya que con estos
se forman complejos coloridos. Sin embargo, las cepas MY3 y MY5 no mostraron sintomas
de la infeccidon, ni tampoco una diferencia muy notable en cuanto a la produccion de
benzoxazinoides con respecto al control; mientras que las cepas FQH135-1 y FQZR-76
mostraron ser mas virulentas manifestando sintomas de infeccion por F. verticillioides en las
raices primarias bajo las mismas condiciones que las cepas mencionadas anteriormente.
Ademas, para estas cepas (FQH135-1 y FQZR-76) la tincién exhibié que hubo una mayor
produccién de benzoxazinoides que puede notarse por la coloracién mas oscura a lo largo

de la raiz primaria.

Esta tincién histoquimica no es especifica ya que el Fe(lll) forma complejos con acidos
hidroxamicos, lo que hace imposible el distinguir si unicamente se trata de las
benzoxazolinonas, aunque probablemente estan reaccionando otros compuestos como

DIMBOA y DIBOA que se encuentran en mayor cantidad en maiz (Saunders & Kohn, 2008).

Las condiciones de realizacion de este ensayo preliminar se podrian mejorar para que no
quede unicamente como un ensayo cualitativo y se puedan hacer analisis posteriores para
caracterizar mejor la interaccion F. verticillioides-maiz en la produccion de

benzoxazolinonas.
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X. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1. Conclusiones

Se determind que existe diversidad por parte de Fusarium verticillioides en la capacidad de
tolerancia y de biotransformacién de los compuestos de defensa constitutivos del maiz, las
benzoxazolinonas BOA y MBOA, ya que se encontraron diferencias entre las cepas MY3,
MY5, FQZR-76 y FQH135-1.

- Elgen NAT1 se puede encontrar tanto en hongos pertenecientes al género Fusarium
spp. como en hongos distintos a éstos, puesto que se identificaron homadlogos al
realizar un andlisis filogenético.

- Asimismo, el gen NAT1 implicado en la tolerancia y detoxificacion de
benzoxazolinonas, se encontré en 10 cepas de Fusarium verticillioides. De las
cuales se encontraron resultados diversos al evaluar la capacidad de tolerar y
metabolizar benzoxazolinonas, asi como también a su intermediario que es aun mas
toxico, el 2-AP.

- Entre las cepas utilizadas se identificd a una cepa mas eficiente, con alta capacidad
de metabolizar las benzoxazolinonas, BOA y MBOA, y de igual manera al
intermediario enzimatico 2-AP, que fue la cepa FQZR-76.

- La evaluacion del HPMA como producto no toxico de la biotransformacion de BOA
mostro la capacidad de las cepas MY3, MY5 y FQZR-76 de generar este compuesto
a una tasa mas rapida que la cepa FQH135-1, similar a los resultados mencionados
anteriormente.

- El acido ferulico, compuesto presente en los granos de maiz, presenté un efecto
inhibitorio sobre la biotransformacion de la benzoxazolinona antifungica, BOA, en la
cepa MY3, provocando una acumulacion de BOA y disminuyendo su crecimiento.

- En cuanto a la evaluacion de produccion de benzoxazolinonas mediante un ensayo
preliminar de infeccién de raices primarias de maiz por Fusarium verticillioides, se
determin6 que hubo presencia de benzoxazinoides en plantulas de maiz e
igualmente se puede senalar que hubo un incremento en la produccién unicamente
a causa de la infeccion por parte de las cepas FQZR-76 y FQH135-1 de F.

verticillioides.
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2. Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo dan pauta a continuar un estudio mas extenso
sobre la capacidad de metabolizar benzoxazolinonas entre cepas de F. verticillioides, que
seria un objetivo importante para determinar su asociacion con la agresividad del patégeno.
De igual forma continuar con la caracterizacion del gen NAT1 de la cepa FQZR-76 ayudaria
a complementar los experimentos realizados y entender de una mejor manera los
resultados obtenidos, ya que estos nos podrian estar sugiriendo que se trata de una

arilamina-N-aciltransferasa distinta en Fusarium verticillioides.

Los resultados preliminares y cualitativos de los ensayos realizados in vivo para evaluar la
produccion de bezoxazolinonas podrian ser cuantificables, por lo que mejorar la
metodologia propuesta para este estudio seria fundamental para lograrlo y obtener

resultados que puedan ser analizados mediante programas de analisis de imagenes.
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Xll. ANEXO

1. Preparacion de medios
1.1.Preparacion de medio Czapek

Para preparar 250 mL de medio Czapek se pesaron 2.5 g de sacarosa, 0.5 g de nitrato de
potasio, 0.125 g de sulfato de magnesio, 0.0125 g de cloruro de potasio y 0.125 g de
levadura que se disolvieron en 250 mL de agua desionizada. Esta mezcla se vacio en
matraces de 50 mL, 15 mL en cada uno, y posteriormente se esterilizaron en el autoclave
(120 °C, 1.2 kg/cm?). Por ultimo se dejaron enfriar a temperatura ambiente para después de

ser requerido, almacenarlos en refrigeracion a 4 °C.
1.2.Preparacion de medio PDA 0.5X

Para la preparacion de medio PDA, se pesaron 4.9 g de PDA (Sigma — Aldrich) y 3.8 g de
agar que después fueron suspendidos en 250 mL de agua desionizada. Tras estos pasos, el
medio se esterilizd en el autoclave (120 °C, 1.2 kg/cm?) y cuando salié se dejo enfriar lo
suficiente para poder vaciarlo en cajas petri estériles, este ultimo paso se realizé en una
campana de flujo laminar. Se dejé enfriar el medio ya en las cajas hasta su solidificacion en
un ambiente estéril. Este medio PDA 0.5X se almacend en refrigeracion a 4 °C hasta su

uso.

El procedimiento anteriormente descrito se realizé para tener medio PDA 0.5X en el que se
inocularon las cepas de F. verticillioides utilizadas y del cual se obtenian las conidias. Para
los ensayos de la evaluacién del efecto del 2-Aminofenol sobre el crecimiento radial de F.
verticillioides y el del efecto del acido ferulico sobre el metabolismo de BOA y en el
crecimiento radial de F. verticillioides se realizaron los pasos mencionados en el parrafo
anterior y también los siguientes para suplementar los medios de cultivo con los

compuestos.

Para suplementar los medios PDA, se trabajo en la campana de flujo laminar, donde se
anadieron soluciones de los compuestos en DMSO segun se describe en la Tabla 5,
colocando el volumen indicado en el centro de las cajas petri estériles antes de vaciar 20
mL del medio en cada caja. Después se mezclaron con movimientos circulares y se siguié
el procedimiento anteriormente mencionado, se dejaron enfriar hasta su solidificacion y se

almacenaron en el refrigerador a 4 °C hasta su uso.
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Tabla 7. Concentraciones y cantidades utilizadas para suplementar el medio PDA.

Ensavo Combuestos Concentracion | Volumen | Concentracion
y P (Sol. stock) agregado final

25 L 0.10 mg/mL
Efecto del 2-Aminofenol .
sobre el crecimiento ZA{;'_&T;C?”OI 81 mg/mL 50 pL 0.20 mg/mL
radial de F.verticillioides

100 L 0.40 mg/mL
Efecto del acido ferulico BOA 100 mg/mL 100 pL 0.5 mg/mL
sobre el metabolismo
de BOAyenel
crecimiento radial de F. | 4 . . 10 uL 025M

e Acido ferulico

verticillioides (FA) 05M

20 uL A.

1.3.Preparaciéon de Agar 1.2 %

Para preparar 250 mL de agar al 1.2 %, se pesaron 3.0 g de agar y se les agregaron 250

mL de agua desionizada. Después se esterilizd en el autoclave (120 °C, 1.2 kg/cm?) y se

dejo enfriar lo suficiente para poder vaciarlo en cajas petri estériles, en la campana de flujo

laminar. Se dejo solidificar en un ambiente estéril y posteriormente se almacend en

refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

2. Preparacién de curva patrén

2.1.BOAy MBOA

Para la cuantificacion de las benzoxazolinonas se hizo la curva patrén con soluciones de
BOA o MBOA en MeOH, utilizando las concentraciones de 3, 4, 5, 6 y 7 ug/uL de la

benzoxazolinona correspondiente.
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Curva Patron 2-BOA
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Figura A1. Curva patrén de 2-BOA obtenida por HPLC. Fase movil: Metanol: Buffer de
fosfatos 50:50, A=260 nm, flujo de 1 mL/min.

Curva Patron MBOA
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Figura A2. Curva patréon de MBOA obtenida por HPLC. Fase movil: Metanol: Buffer de
fosfatos 50:50, A=260 nm, flujo de 1 mL/min.
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2.2.HPMA

La curva patron se obtuvo utilizando diluciones del STD de HPMA obtenido en MeOH de

concentracion no conocida, utilizando las diluciones (1:150, 1:200, 1:250, 1:300, 1:400).

CURVA PATRON HPMA
300000 -
y = 4E+07x + 14061
250000 - R2 = 0.9981
200000
B 150000
<
100000 -
50000
0 | | — | — |
0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007
Dilucion

Figura A3. Curva patron de HPMA obtenida por HPLC. Fase movil: Buffer de fosfatos:
Metanol 90:10, A=260 nm, flujo de 1 mL/min. A partir de diluciones de STD de HPMA de
concentracion desconocida.
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2.3.2-Aminofenol

Para la cuantificaciéon de las benzoxazolinonas se hizo la curva patron con soluciones de 2-

AP en MeOH, utilizando las concentraciones de 3, 4, 5,6y 7 pg/uL.

Curva Patron 2-AP
150000
1 y = 20688x - 24041
120000 R = 0.999
@
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Q ]
e
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[+
30000
0 - | | | | |
0 1 2 3 4 5 6
2-AP (ng/uL)

Figura A4. Curva patrén de 2-AP obtenida por HPLC. Fase movil: Buffer de fosfatos:

Metanol 90:10, A=260 nm, flujo de 1 mL/min.
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