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ABREVIATURAS.

AAL = Toxina producida por Alternaria alternata.

ABA = Acido abscisico.
ACN = Acetonitrilo.

AF = Acido ferdlico.

AG = Acido giberélico.
a, =Actividad de agua.
cm = centimetro.

DAMPs = Patrones Moleculares Asociados a
Dafio.

dpi = dias post-infeccion.

EROs = Especies Reactivas de Oxigeno.
F.D. = Factor de dilucion.

FB1 = Fumonisina B1.

GIP1 = Proteina Inhibitoria de Glucanasa 1.

GYAM = Glucosa Extracto de levadura Asparagina

Acido malico.
h = hora.
hpi= horas post-infeccion.

HPLC = Cromatografia de Liquidos de Alta
Eficiencia.

HR = Respuesta de Hipersensibilidad.
IC5o= Concentracidn inhibitoria 50.

KDa = Kilodalton

Kg = Kilogramo.

MAMPs = Patrones Moleculares Asociados a
Microbios.

mg = miliogramo.

min = minuto.

mm = milimetro.

NADH = Nicotinamida adenina dinucledtido.
nm = nanémetro

OPA = o-pthaldialdehido.

PAGE = Electroforesis en gel de poliacrilamida.
PAL = Fenilalanina amonio liasa.

PAMPs = Patrones Moleculares Asociados a
Patdgenos.

PCD = Muerte Celular Programada.

PDA = Agar Papa Dextrosa.

PKS = Policétido sintasa.

PRs = Relacionado a Patogénesis.

rpm = revoluciones por minuto.

SAMs = Micotoxinas Analogas a la Esfinganina.
SDS = Duodecil sulfato de sodio.

TEMED = N,N,N,N’-Tetrametileno Diamina.
vol = volumen.

ML = microlitro.
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. RESUMEN.

Fusarium verticillioides es el principal microorganismo patégeno aislado del maiz
(Zea mays L.) y causa enfermedades en distintos tejidos de la planta como la
pudricion de mazorca y tallo. Este hongo filamentoso produce varias toxinas de las
cuales, la fumonisina B1 (FB1) es la mas abundante e importante por su actividad
bioldgica. Esta micotoxina, ademas de ser un factor potencial en la virulencia del
hongo, se acumula en granos y mazorcas por lo que el consumo de productos
contaminados se ha asociado a distintos padecimientos en animales y humanos.

En maiz, se han identificado tres blancos moleculares de la FB1 pues inhibe la
enzima esfinganina N-aciltransferasa, a la ATPasa de protones de membrana
plasmatica y a las p-1,3 glucanasas basicas. Estas ultimas participan en la respuesta
de defensa de la planta contra hongos patdgenos.

La produccion de FB1 es altamente variable entre las diferentes cepas de este
hongo; algunas de ellas no producen FB1 o la sintetizan en niveles muy bajos y
otras cepas producen altas cantidades de esta micotoxina. En este trabajo se
aprovecho esta diversidad genética y se caracterizaron cepas de F. verticillioides con
alta produccion de FB1 y dos cepas de baja produccion. Estas cepas se emplearon
en varios ensayos en plantulas y plantas de maiz para evaluar su virulencia relativa.
En general, se encontr6 que las cepas con alta produccion de FB1 causaron
sintomas y dafios mas severos en la mayoria de los parametros estudiados, asi
como una mayor capacidad de colonizacion del tejido de maiz.

Debido a que la FB1 es un modulador de la actividad de las B-1,3 glucanasas,
también se probd el efecto de estas cuatro cepas en la actividad enzimatica en un
modelo de embriones en germinacion. Se encontré que las cepas de alta produccion
de FB1 suprimieron la actividad de las glucanasas basicas a las 24 horas post-
infeccidon, mientras que el efecto a las 30 horas no fue tan claro debido a la induccién
de las isoformas acidas.

Los resultados obtenidos muestran una asociacion entre la produccién de FB1 de las
distintas cepas y la capacidad de estas de infectar tejidos y causar lesiones o
colonizar el mismo. Ademas aporta informacion sobre la funcion efectora de la FB1
en la modulacion de las (-1,3 glucanasas como respuesta de defensa en esta
interaccidn planta-patégeno.



Il. INTRODUCCION.

1. Fusarium verticillioides: Patogeno del maiz (Zea mays).
1.1 Generalidades

Diversos microorganismos patdégenos son capaces de producir dafios en la
planta del maiz (Zea mays L.). Estos microorganismos —bacterias, virus y hongos—
son agentes causales de diversas enfermedades que afectan a la planta en distintos
estadios de desarrollo. Entre estos patdogenos destaca el hongo Fusarium
verticillioides por su alta incidencia en maiz y por la capacidad de producir dafios en
diversos tejidos de la planta, lo que reduce la cantidad y calidad del grano que se
traduce en graves pérdidas economicas (Leslie et al. 1996).

F. verticillioides sobrevive como endéfito, sin causar sintomas o dafo aparente a
la planta, en hojas, tallos, granos y raices (Fanelli et al. 2011). También puede
presentarse como necrotrofo, pues causa dafo en tallo, raices, mazorca y granos
para luego proliferar como saprofito en el tejido muerto (Kommedahl et al. 1981). El
hongo afecta todos los estados de crecimiento de la planta y tiene la capacidad de
producir diversas micotoxinas (Marasas et al. 1984, Desjardins 2006) que
contribuyen al proceso de infeccion. Ademas, muchas micotoxinas son
contaminantes de los productos alimenticios que se derivan de esta planta y causan

distintas toxicosis a animales y humanos que los consumen.

Fusarium spp. estd ampliamente distribuido en el suelo y subsuelo, asi como en
partes aéreas de la planta, residuos vegetales y otros sustratos organicos. Es comun
su aislamiento tanto en regiones tropicales y templadas, como en regiones

desérticas, alpinas e incluso zonas articas (Nelson et al. 1994).

El amplio rango de distribucion de F. verticillioides se debe también a la facilidad
que tienen sus conidias de dispersase por el aire e infectar partes aéreas de la
planta como son el estigma (flor femenina) y algunas partes del tallo, hojas, granos o
mazorcas que tienen algun tipo de herida mecanica o lesion generada

principalmente por insectos. Los propagulos —micelio, conidias— sobreviven en el



suelo por periodos largos de tiempo y de ahi infectan a las semillas cuando éstas
germinan. El hongo se mueve hasta el centro de la plantula subiendo por el tallo

hasta alcanzar la mazorca y de ahi se expande a otros granos (Oren et al. 2002).
1.2 Taxonomia de Fusarium verticillioides.

La taxonomia de las especies del género Fusarium es sumamente compleja pues
la morfologia de los conidi6foros y macroconidias depende del medio de cultivo en el
que crezcan. En 1935 Wollenweber y Reinking publicaron su trabajo monumental
tras afos de investigacion sobre la taxonomia de estas especies en “Die Fusarien”.
Este trabajo fue el punto de partida para posteriores investigaciones. Se tenian mas
de 1000 especies, variedades y formas llamadas en base a observaciones y
clasificaciones que con el tiempo siguieron dando lugar a problemas con algunas

especies ya que no era clara su inclusion en alguno de los grupos descritos.

La clasificacidn actual agrupa varias especies con caracteristicas comunes en
secciones y en la cual F. verticillioides pertenece a la seccion Liseola (Nelson et al.
1983). Por su reproduccién sexual, F. verticillioides pertenece a la subdivision

Ascomycota y la fase perfecta o telomorfa corresponde a Gibberella moniliformis.

1.3 Caracteristicas de Fusarium verticillioides.

1.3.1 Caracteristicas microscopicas:

Macroconidias: Son estructuras pluricelulares largas y delgadas que contienen
comunmente entre 5 y 6 septos. Pueden tener forma de hoz o media luna o ser casi
rectos con la superficie dorsal y ventral casi paralela (Nelson et al. 1992). La
morfologia de la célula apical es curva y a veces conica en la punta, mientras que la
célula basal tiene forma de pie (Nelson et al. 1983). F. verticillioides forma pocas
macroconidias y en algunas cepas no se observan. Estas estructuras se derivan de

los esporodoquios de color marrén-amarillo o naranja (Leslie et al. 2006) (Fig 1A).

Microconidias: Son células ovaladas y comunmente sin septos y de base
aplanada (Fig 1B). Son abundantes y se ordenan en cadenas largas para formar
pequefios agregados que se conocen como cabezas falsas (Nelson et al. 1983) (Fig



1C). Ocasionalmente, las monofialides (estructuras de reproduccion que parten del
micelio y donde brota una conidia por célula) pueden estar cercanas una de otra y
pueden observarse en forma de “V” o con apariencia de “orejas de conejo” (Leslie et
al. 2006). Los conidi6foros pueden ser ramificados o no ramificados. Por su numero
y tamano, las microconidias son facilmente dispersadas por el aire, sirviendo como

inéculo para la infeccién (Munkvold. 2003).

Algunas especies del género Fusarium producen normalmente clamidioesporas
(estructuras de reproduccion que se originan directamente del micelio y constan de
varias células). F. verticillioides no produce estas estructuras pero algunas cepas
presentan células hinchadas en la hifa que pueden confundirse con clamidiosporas o

pseudoclamidiosporas (Leslie et al. 2006), y conducir a una clasificacion errénea.

Figura 1. Caracteristicas microscopicas de Fusarium verticillioides: A. Morfologia de
macroconidios, B morfologia de microconidias y C. Microconidias agrupadas en cadenas
largas. (Nelson et al. 1983; Leslie et al. 2006).

1.3.2 Caracteristicas macroscopicas.

En el medio de cultivo agar papa dextrosa o PDA (Potato Dextrose Agar) F.
verticillioides desarrolla al inicio un micelio blanco que se va pigmentando conforme
envejece el cultivo. Estos pigmentos varian entre violeta, rosa o naranja. Con el
tiempo se desarrollan esclerocios, que es micelio cubierto por melanina de color azul
oscuro. (Leslie et al. 2006). El medio agar hoja de clavel o CLA (Carnation leaf agar)

se utiliza para promover el desarrollo del micelio y la produccién de macroconidias



dificiles de encontrar. Su morfologia es cercana a la observada en condiciones
naturales con una variacion fenotipica reducida. Es el medio de eleccion para la

identificacion de especies (Nelson et al. 1994).

Para facilitar la observacion de las cadenas largas de microconidias se suele
utilizar el medio KCI ya que promueve aun mas el alargamiento de estas cadenas
haciéndolas mas faciles de observar ya que disminuye la humedad en el micelio e
incluso se puede llegar a apreciar la presencia de monofialides y polifialides (Nelson
et al. 1994).

1.4 Genética y Genomica.

F. verticillioides tiene 12 cromosomas de los cuales el numero 12 es dispensable
ya que el tamafo de este es de menor y los genes contenidos no codifican para
funciones relevantes (Xu et al. 1995). En contraste, dentro del cromosoma 1, se
localiza el cluster FUM, que contiene los genes responsables de la sintesis de

fumonisinas.

El tamano total de su genoma es aproximadamente 46 Mb (Leslie et al 2006). En
2006 se completd la secuencia del genoma de F. verticillioides (Borad Institute/MIT
CenterforGenomeResearch[www.broad.mit.edu/annotation/genome/fusarium_verticill
ioides/Home-html]; Ma et al. 2010) . El analisis in silico permiti¢ identificar decenas
de genes candidatos a enzimas de sintesis de micotoxinas y de otros metabolitos
con actividad biologica (Desjardins et al. 2007). Existen diversas mutantes dentro de
esta especie que pueden variar en fenotipos que van desde cambios morfologicos
en las cadenas de microconidias, desarrollo anormal en ciertas condiciones hasta
variaciones en la cantidad de pigmentos, micotoxinas y resistencia a ciertos
metabolitos (Leslie et al. 2006).

Hay reportes de fragmentos de DNA que son especificos tanto para F. verticillioides
como para genes de biosintesis de fumonisinas. La mayoria de los estudios de estos
fragmentos se basan en grupos relativamente pequenos de cepas por lo que
ninguno de estos diagndsticos ha sido aceptado aun para un uso amplio y a gran

escala (Leslie et al. 2006).



1.5 Produccion de micotoxinas.

Las toxinas producidas por hongos son llamadas micotoxinas y son metabolitos
secundarios que pueden llegar a tener una alta toxicidad y causar graves dafios a
plantas, animales y humanos. Tienen diferentes propiedades fisicas, quimicas,
bioldgicas y toxicologicas. Entre las principales micotoxinas producidas por hongos

del género Fusarium se encuentran:

Fumonisinas: Son el principal grupo de micotoxinas producidas por F.
verticillioides y otras especies de la seccidon Liseola (Stepien et al. 2010). La mayoria
de las cepas de esta especie las sintetizan pero los niveles son muy variables;
algunas cepas producen cantidades muy altas y otras solamente trazas (Nelson et
al. 1995; Sanchez-Rangel et al. 2005, Marasas 2001). Estas toxinas se descubrieron
en 1988 como promotores de cancer hepatico en ratas (Marasas et al. 1988). Por su
relevancia para este trabajo, se describira con mas detalle un apartado completo

referente a las fumonisinas (Fig 2a).

Tricotecenos: Son sesquiterpenos triciclicos que contienen una doble ligadura
en el carbono 9y 10 (C-9, C-10) y un anillo epoxido entre los carbonos 12 y 13. Hay
cuatro clases de tricotecenos y Fusarium spp. produce los tipos A y B. Estas toxinas
estan ligadas a toxicosis cronicas y letales en humanos y animales. Su consumo
provoca irritacion dérmica severa en la piel de animales de experimentacion, asi
como hemorragias en el tracto gastrointestinal y necrosis de diversos tejidos. El
principal mecanismo de estas toxinas es la inhibicidn de la sintesis de proteinas en

células eucariontes. (Desjardins & Proctor 2007).

Los tricotecenos de Fusarium tienen varios patrones de oxigenacion vy
esterificacion en distintas posiciones. Los principales compuestos de esta familia son
la toxina T-2, toxina HT-2 y el diacetoxiescirpenol (DAS) del grupo A, el nivalenol y
desoxinivalenol (DON) o vomitoxina del grupo B (Nicholson 2009) (Fig 2b). Los

tricotecenos de este ultimo grupo tienen una potente actividad inmunosupresiva.

Zearalenonas: Son moléculas estrogénicas no esteroideas y los porcinos son los

mamiferos mas susceptibles a esta toxina (Desjardins & Proctor 2007) (Fig 2c).

6



Equisetina: Es un derivado del N-metil-2,4-pirrolidona (1-metil-3-acil-5-
hidroximetil-2,4-diona) y tiene un interés particular debido a su actividad contra el
VIH debido a que inhibe la integrasa de este virus. Estructuralmente tiene una gran
similitud con la lovastatina (anti-hipercolestéremico), lo que ha hecho buscar a esta
molécula como precursora de sintesis de la equisetina (Sims et al. 2005) (Fig 2d).
Tiene una actividad discreta contra bacterias Gram-positivas y toxicidad moderada

en ratones.

Fusarinas: Las fusarinas son 2-pirrolidonas con una metilacion en un lado de la
cadena poliinsaturada. La fusarina C contiene un epdxido entre el carbono 13 y 14.
Son compuestos mutagénicos, y por la prueba de Ames se determin6é que es 50%
mas activa que las aflatoxinas. Sin embargo, no se ha demostrado que tengan
actividad como promotor de cancer (Desjardins & Proctor 2007).

Moniliformina: Esta micotoxina tiene una estructura de ciclobuteno y es
producida por distintas especies del género Fusarium (Fig 2e). Es un compuesto
altamente téxico que causa rapidamente la muerte y lesiones patologicas

principalmente la degeneracion y necrosis en el miocardio (Nelson 1992).

Acido fusarico: Es una micotoxina de toxicidad baja a moderada que sinergia la
actividad de otras microtoxinas. Existen dos compuestos analogamente relacionados
y tienen una alta actividad fitotoxica. Puede quelar metales como el Fe lo que le
permite inhibir enzimas —porfirina oxidasa— ocasionando una reduccién en la

respiracion de la planta y la falta de desarrollo en raices (Jackson et al 1996) (Fig 2f)

Giberelinas: Fueron descubiertas como causantes de una enfermedad en
plantas de arroz que provocaba una elongacién anormal en los tallos. Esto se debia
a la infeccidn del hongo Gibberella fujikuroi que sintetiza el acido giberélico (Fig 2g).
Esta molécula actuia como hormona vegetal y permitié el descubrimiento de las
giberelinas como hormonas producidas en plantas (Lincoln & Zeiger 2002).Las
giberelinas son diterpenos triciclicos de 20 carbonos y existen mas de 40

compuestos semejantes (Malonek et al. 2005).



Figura 2. Estructura de algunas micotoxinas y metabolitos secundarios producidas por
algunas especies del género Fusarium. a. Fumonisina B1. b. DON (Tricoteceno).
c. Zearalenona. d. Equisetina. e. Moliniformina. f. Acido fusarico. g. Acido giberélico.

1.6 Importancia, ubicuidad y pérdidas econémicas.

Ademas del maiz, F. verticillioides ataca otros cultivos de importancia econémica
como son trigo, arroz, sorgo, avena, cebada, cafia de azucar, mango, pifia, platano
entre otros (Malonek et al. 2005; Nicholson 2009).

Las pérdidas materiales ocasionadas por la infeccidbn de este hongo pueden
llegar a ser hasta de un 50%-60% (Nicholson 2009). Se estima que durante la
década de los 90’s, las pérdidas econdmicas de cereales relacionadas con
infecciones de Fusarium fueron de $1000 millones en E.U.A. y de $220 millones en
Canada (Windels 2000).

En México hay reportes que en estados como Tlaxcala, Puebla y México la
reduccion en la produccion de maiz es de un 25%-35% (DGSA-CNRF, SENASICA
2011). Aunado a esto, las condiciones socioeconomicas pueden agravar las
pérdidas ocasionadas, asi como la aparicion de enfermedades relacionadas al

consumo de estas micotoxinas (FAO, 2001; Garcia-Aguirre 2010).



2. FUMONISINA B1 (FB1).
2.1 Importancia

Las fumonisinas son metabolitos secundarios e inicialmente se asumia que por
ello eran producidos en etapas tardias de la interaccidon planta-microorganismo,
durante la etapa saprofitica del hongo. Sin embargo, se ha demostrado que éstas
son sintetizadas durante las etapas tempranas de la infeccién e incluso durante el
estado endofitico. Asimismo se han encontrado niveles importantes de esta
micotoxina en granos sin evidencias de infeccion (5-38 ug/g) (Bacon et al. 1992;
Munkvold & Desjardins 1997).

La consecuencia de la infeccibn de granos por F. verticillioides es la
contaminacion de éstos con fumonisinas. El consumo de estos granos se ha
asociado a distintas toxicosis en animales y humanos. Se ha visto que la ingesta de
maiz contaminado con fumonisinas provoca leucoencefalomacia en equinos y
edema pulmonar en puercos (Kellerman et al. 1990; Harrison 1990). La fumonisina
es un iniciador de cancer experimental de higado en ratas y tiene actividad
nefrotdxica en animales de laboratorio (IARC 2002). ElI consumo de maiz
contaminado se ha asociado a una alta incidencia de cancer de esdfago en
humanos (Li et al. 1980; Makaula et al. 1996). También se ha sospechado como
agente causal de defectos del tubo neural asociados por el consumo de tortillas de

maiz contaminadas con fumonisinas (Marasas et al. 2004).

La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) clasifica a las
fumonisinas dentro del grupo 2B como “posibles carcinogénicos en humanos” (IARC,
2002). Ademas, la “Food and Drug Administration” (FDA) de E.U.A. ha publicado
diversas guias, recomendando limites maximos de contenido de fumonisinas para
ciertos productos de consumo humano o animal. Por ejemplo para productos de
maiz molido seco como harinas no deben tener niveles superiores a 2 mg/Kg o el
contenido de fumonisinas en alimentos para caballos no debe ser mayor de 5 mg/kg.
Actualmente en el pais no existen normas que regulen la cantidad de fumonisinas

permitidas para consumo humano o animal.



2.2 Estructura y propiedades quimicas.

Se han identificado aproximadamente 60 distintos tipos de fumonisinas y
moléculas analogas, las cuales se han dividido en cuatro grupos: A, B, Cy P
(Musser & Plattner 1997). Las fumonisinas del grupo B son las mas abundantes y de
mayor importancia por su actividad bioldgica. Tienen un esqueleto de 20 carbonos
con un grupo amino en el carbono 2 (C-2) y acidos tricarboxilicos esterificados en C-
14 y C-15. Los compuestos de este grupo (FB1, FB2, FB3, FB4) difieren por la
presencia y posicion de grupos hidroxilo. La fumonisina B1 (FB1) tiene
hidroxilaciones en C-5 y C-10 mientras que la FB4 no posee ninguna (Fig. 3). La
FB1, FB2 y FB3 son las principales fumonisinas encontradas naturalmente en tejidos

de maiz y la FB1 constituye hasta un 75% de estas (Proctor et al. 2006).

Figura 3. Estructura basica de las fumonisinas del grupo B. Las principales diferencias entre
estas moléculas estan en la hidroxilacidn de los radicales indicados en esta figura.

Las fumonisinas Son compuestos polares solubles en agua, acetonitrilo-agua (1:1) y
metanol. Son termoestables y resistentes a la luz (Arifio 2008). Los procesos como
la fermentacion alcohdlica o el uso de enzimas no reducen significativamente los
niveles de estas toxinas. En cambio, durante la nixtamalizacion, el tratamiento

alcalino hidroliza los enlaces éster de los acidos tricarboxilicos (Jackson 1996).
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Las fumonisinas y la toxina-AAL (producida por el hongo Alternaria alternata) estan
clasificadas como toxinas del tipo SAM’s (Sphinganine Analog Mycotoxins) por su
similitud estructural con la esfinganina y otras bases esfingoideas de cadena larga
(Sanchez Rangel y Plasencia, 2010) (Fig 4). Esta analogia estructural se asocia con
su actividad biolégica pues las SAMs interfieren en el metabolismo de esfingolipidos
complejos al inhibir competitivamente a la enzima que acila a las bases esfingoideas,
causando un desequilibrio en la homeostasis celular y provocando dafios al tejido
por necrosis (Abbas et al. 1994; Desjardins & Hohn 1997).

Figura 4. Estructura de las bases esfingoideas y las SAMs: Esfinganina vy fitoesfinganina
producidas en maiz; FB1 producida por Fusarium verticillioides y toxina AAL producida por
Alternaria alternata.

Ademas de F. verticillioides, las otras especies que producen fumonisinas son F.
proliferatum, F. subglutinans, F. anthophilum, F. napiforme, F. oxysporum y F.
nygamai (Nelson 1993; Desjardins & Munkvold 1997; Stepien et al. 2010). Asimismo,
Aspergillus niger sintetiza principalmente FB2 y FB4, ademas de una nueva toxina
de esta serie, la FB6 (Huffman et al. 2010).
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2.3 Mecanismos de accion de la FB1 (Blancos moleculares).

La fumonisina B1 actua sobre varias enzimas en células de maiz por lo que esta
actividad podria contribuir a la infeccién y colonizacion de F. verticillioides (Fig 5). A

continuacion se describen los efectos y blancos moleculares de la FB1 en maiz.
2.3.1 Efecto sobre la N-acetil transferasa y el metabolismo de esfingolipidos.

La FB1 inhibe competitivamente a la enzima esfinganina N-acetiltransferasa que
cataliza la acilacion de esta base esfingoidea con palmitoil CoA para formar
ceramida (Wang et al. 1991; Merril et al. 1996; Williams et al. 2007). La inhibicion
provoca la acumulacion del sustrato, la esfinganina, y en general un desbalance en
los niveles de otras bases como la esfingosina y fitoesfingosina (Abbas et al 1994;
Voss et al 2007). Debido a que las bases esfingoideas tienen funciones de
mensajeros intracelulares que regulan varios procesos de crecimiento celular,
desarrollo y en respuesta a estrés (Pata et al. 2010), esta alteracion en los niveles
induce la activacion de cascadas de sefializacion que incluyen la expresién de genes
de defensa, la activacién de la via del acido salicilico, incremento en las especies
reactivas de oxigeno y otros eventos asociados a la Respuesta de Hipersensibilidad
(HR) (de la Torre-Hernandez et al. 2010; Sanchez-Rangel et al. 2012).

La HR forma parte de una via de defensa en plantas para contener la infeccion
de patdgenos bidtrofos que se alimentan de tejido vivo y evitar su propagacion por el
organismo pues el resultado es la muerte de varias células (Glazebrook 2005). Sin
embargo, esta condicidn puede ser aprovechada por patégenos necrétrofos como F.
verticillioides, por lo que la accidn provocada por la FB1 promueve la infeccion y

proliferacion (Sanchez-Rangel y Plasencia, 2010).
2.3.2 Inhibicion de la ATPasa de protones (H") membranal.

La ATPasa de protones es una enzima localizada en la membrana plasmatica
encargada del transporte de H* desde el citoplasma al espacio apoplastico mediante
la hidrélisis de ATP. Es la bomba primaria mas abundante en la membrana

plasmatica vegetal y algunas de sus funciones son mantener el potencial de

12



membrana y el gradiente transmembranal de protones, lo que permite la elongacion

celular y la apertura de estomas (Arango et al 2003; Morsomme & Boutry 2000).

In vitro, la FB1 inhibe a la ATPasa de protones de manera no competitiva y de
forma reversible con una Ki de 10.5 yM. Durante la germinacion de embriones esta
inhibicion provoca una significativa reduccion de la acidificacién del medio, asi como
cambios en la permeabilidad de la membrana, y una disminucién en la elongacion
radicular (Gutiérrez-Najera et al 2005). De esta manera este blanco celular lleva a
condiciones que podrian llegar a favorecer una infeccion mas eficiente por parte de
F. verticillioides.

2.3.3 Accion sobre las enzimas de defensa fungica: Las glucanasas -(1-3)

Ademas de los blancos descritos de la FB1, que son una enzima de reticulo
endoplasmico y una de membrana plasmatica, recientemente se describié que la
FB1 modula también la actividad de la respuesta de defensa de las B-1-3glucanasas
en maiz (Sanchez-Rangel et al.,, 2012). Estas enzimas son producidas por las
células vegetales e hidrolizan el enlace B-(1-3) en los polimeros de glucanos que
forman la pared celular de los hongos. Por lo tanto, constituyen un importante
mecanismo de defensa contra este tipo de microorganismos (Murillo et al. 1997).

La FB1 inhibe las isoformas constitutivas de las p-1,3 glucanasas
aparentemente con una alta afinidad pues se estimé una ICsg alrededor de 50 pM.
La inhibicion de estas hidrolasas que participan en la defensa, puede facilitar la
colonizacion del hongo al suprimir parte de la respuesta inmune de la planta
(Sanchez Rangel et al 2012). A su vez, una isoforma acida es inducida al parecer
mediante la via del acido salicilico como respuesta de defensa al ataque de este
patogeno. Esta isoforma podria estar participando en la degradacion de estos
polimeros de glucano que generan compuestos que a su vez funcionan como

elicitores que activan otras respuestas de defensa contra el hongo.
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Figura 5. Mecanismos de accion de la FB1. I. La FB1 Inhibe la N-acil transferasa que
conlleva a un aumento de esfinganina y la activacion de la via de SA que produce una
muerte celular programada que es aprovechada por el patégeno necrétrofo. lla. La FB1
inhibe también isoformas basicas de las B-1,3 glucanasas con lo que reducen las defensas
del hospedero y facilita su infeccion. llb. La isoforma acida es en contraste inducida
mediante la via del SA que antagoniza la via del JA contra patdgenos necrétrofos. lll. La
ihibicion de la H'ATPasa causa cambios en la permeabilidad de membrana y reduccién en la
acidificacion del medio que podrian favorecer condiciones que faciliten la colonizacién de
F. verticillioides durante la germinacién. (Modificado de Sanchez-Rangel et al, 2012).

Figura 6. Cluster FUM con los genes de biosintesis, transporte y excrecion de la FB1. Las
flechas indican los genes FUM y su direccién indica la ubicacidn y orientacién. Las flechas
rojas indican los genes que intervienen directamente en la biosintesis mientras que los genes
en azul codifican para otras funciones. (Modificado de Proctor et al. 2003).
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2.4 Sintesis de Fumonisinas

La capacidad de producir fumonisinas depende de la presencia del locus FUM
que contiene 17 genes que codifican enzimas requeridas para la sintesis de
fumonisina, y proteinas necesarias para la secrecidn y resistencia a la toxina.
(Proctor et al. 1999, 2003; Huffman et al 2010) (Fig 6). Las mutaciones en algunos
de estos genes, como FUM1y FUMS8 abaten la produccion de fumonisina.

La fumonisina es sintetizada a partir de 9 unidades de acetato para formar un
policétido lineal dimetilado de 18 carbonos mediante una policétido sintasa (PKS)
codificada por FUM1, la cual es una enzima multifuncional de siete dominios
cataliticos (Huffman et al. 2010) (Fig 7). El grupo amino de la fumonisina proviene
del aminoacido L-alanina, anadido por una aminotransferasa dependiente de
piridoxal fosfato (FUMS8).

El producto de FUM13 es una reductasa responsable de la hidroxilacién del oxigeno
del carbonilo en la posicion 3, mientras que las hidroxilaciones de los carbonos C-5y
C-10 las realizan monoxigenasas dependientes de citocromo P450 (FUM9 vy
FUM12). Una dioxigenasa (FUM6) se encarga de las hidroxilaciones en C-14 y C-15
para la esterificacion posterior de los acidos tricarboxilicos (Butchko et al. 2004; Bojja
et al. 2004) que provienen probablemente de algunos derivados del acido citrico
aunque no se ha demostrado concluyentemente cual podria ser el precursor. Estas
moléculas son introducidas al citosol por un transportador de acidos tricarboxilicos
codificado por FUM11.

Una vez en el interior de la célula, los productos de los genes de FUM7, FUM10y
FUM14 forman un complejo del tipo péptido sintetasa no ribosomal (nonribosomal
peptide synthetase NRPS-like complex) (Zaleta-Rivera et al. 2006) que catalizan la
esterificacion de los acidos tricarboxilicos mediante la formacion de un enlace C-O
(Huffman et al. 2010). Una vez sintetizada, la fumonisina es secretada por accién de
un transportador tipo ABC codificado por FUM19. Los productos de FUM17 y FUM18
tienen una funcion protectora y la interrupcién de estos genes no tiene efecto

significativo en la sintesis de fumonisinas (Desjardins et al. 2007).

15



Figura 7. Ruta de biosintesis propuesta para la FB1. Las proteinas codificadas por los genes
FUM intervienen en diferentes reacciones de este proceso. (Modificado de Alexander, et al
2009).
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2.5 Factores que afectan la sintesis de Fumonsinas.

Los niveles de fumonisinas que se encuentran como contaminantes en maiz son
muy variables, lo que refleja la diversidad en la capacidad de produccién de la
micotoxina, ademas de que hay factores ambientales que influyen en la biosintesis
de este metabolito.

El conocer los principales factores que afectan el desarrollo y metabolismo de F.
verticillioides, sobre todo en la biosintesis de fumonisinas es muy importante ya que
puede ayudar a controlar o mitigar en algunos casos la produccion de estas

micotoxinas en granos de maiz bajo ciertas condiciones.
2.5.1 Temperatura y Humedad.

F. verticillioides crece en un amplio rango de condiciones de temperatura (20°C a
37°C) y humedad (una actividad de agua, a,, de 0.90 a 0.94). Las condiciones
optimas para la germinacion de conidias son una temperatura de 30°C y a,, de 0.96
a 0.98. Otras condiciones pueden ser requeridas para la sintesis optima de
micotoxinas (Leslie et al. 2006). A mayor disponibilidad de agua se tiene un mayor
crecimiento de F. verticillioides y una mayor produccion de fumonisinas. Las
condiciones optimas de produccion de fumonisinas son 0.97-0.98 a,, y temperaturas
entre 20°C y 30°C (Marin et al. 1999; Sanchis et al. 2006).

La sintesis de fumonisina no solamente ocurre en maiz almacenado, sino
también en el campo, y de hecho en esta fase es muy relevante la produccién e
incidencia de la micotoxina. Se ha visto en campos de EU y Canada que cuando la
temperatura promedio aumenta 1 a 2°C con respecto a afios anteriores (de 19-20°C
a 21-22°C) poco antes de la polinizacion del maiz, se incrementan los niveles de
fumonisinas, que se exacerban cuando hay baja disponibilidad de agua (Shelby et
al. 1994; Miller et al 1995).

17



2.5.2 Efecto del pH y factores nutricionales.

Ademas de los factores ambientales, los factores fisicoquimicos del entorno
como el pH y la accesibilidad a nutrientes esenciales como el carbono y nitrogeno
afectan la sintesis de fumonisinas. Los hongos son capaces de desarrollarse en un
amplio intervalo de pH (2.5-7.5) sin embargo su desarrollo 6ptimo se da en
condiciones acidas. La produccion de fumonisinas también se ve favorecida en
valores de pH bajos mientras que a pH alcalino se reduce drasticamente (Keller et al.
1997; Flaherty et al. 2003). El intervalo de pH éptimo para la produccion de
fumonisinas es entre 3.0 y 3.5, pero un pH mayor a 3.5 favorece el crecimiento del

hongo y a mayor biomasa también se incrementan los niveles de la toxina excretada.

Varios genes, fuera del locus FUM que se encuentran distribuidos en el genoma
de F. verticillioides, funcionan en la regulacién del desarrollo, conidiacion, produccion
de pigmentos y sintesis de fumonisinas. EI gen PACT esta estrechamente
relacionado con la represién de la sintesis de fumonisinas a pH alcalino ya que
mutantes que tienen este gen interrumpido son capaces de producir fumonisinas en

medio alcalinos mientras que cepas silvestres no lo hacen (Flaherty et al. 2003).

La disponibilidad de nutrientes es otro factor importante en la biosintesis de
fumonisinas, en particular la relacion C:N, pues determina el desarrollo de biomasa y
la produccién de la micotoxina. No hay una preferencia por algun carbohidrato
particular pues tanto glucosa, como fructosa, sacarosa, maltosa y trehalosa incluidos
en el medio de cultivo sirven de igual forma como fuente de C para la biosintesis de
estas toxinas (Jiménez et al. 2003). La disminucién en la concentracion de
aminoacidos favorece también la produccion de fumonisinas aunque con una
reduccion en la masa del micelio. Se puede concluir entonces que una relacion C/N
alta favorece la produccion de fumonisinas, y la funcion de algunos genes

involucrados en la regulacion se describen a continuacion.
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2.6 Genes que participan en la regulacién de la sintesis de fumonisinas.

Diversos genes que no pertenecen al locus FUM participan en la regulacion de la
biosintesis de fumonisinas, ademas del factor transcripcional FUM21. A continuacion

se hara una breve descripcion de estos genes y su posible funcion:

FUM21 Codifica un factor transcripcional que tiene un dominio de unién al DNA
del tipo dedo de zinc. Es el unico regulador que se encuentra dentro del cluster FUM.
Es un regulador positivo de la sintesis de fumonisina pues mutantes de este gen
presentan una reduccion o incluso abatimiento total de la expresion de los genes
FUM1y FUMS8 (Brown et al. 2007).

El gen PAC1 tiene como producto una ciclina de tipo C que regula
transcripcionalmente la sintesis de fumonisina de manera negativa en respuesta a
cambios de pH. Cuando el medio externo tiene un pH elevado, la sintesis de FB1
disminuye como respuesta a este cambio reprimiendo la expresion del gen FUM1
(Flaherty et al. 2003; Picot et al., 2010).

El gen FCK1 codifica para un tipo de proteina cinasa dependiente de ciclina C
que interactua con el producto del gen FCC71 para regular el desarrollo y
metabolismo secundario de F. verticillioides. El tipo de regulacion que tiene es
positiva sobre la sintesis de fumonisina. La interrupcion de este gen ocasiona un
fenotipo con defectos morfolégicos, reduccidn de crecimiento, aumento de

pigmentacién y una menor produccién de fumonisinas (Bluhm & Woloshuk 2006).

El gen FCC1 codifica para una ciclina tipo C que interactua fisicamente con el
producto de FCK17 para formar un complejo que regula la expresion de genes del
metabolismo secundario, responsables de la produccién de pigmentos y de

fumonisinas y que es sensible a cambios en el ambiente (Shim & Woloshuk 2001).

El producto del gen ZFR1 es una proteina con un motivo de unién al DNA de tipo
dedo de zinc binuclear (Zn(ll)2Cys6). Este factor transcripcional participa en la
regulacion del metabolismo primario y secundario de hongos filamentosos (Flaherty
& Woloshuk 2004).
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La presencia de este gen se requiere para la transcripcion de la mayoria de los
genes del locus FUM, y por lo tanto para la produccion de FB1. En cepas con
mutacion en este gen hay una disminucion sustancial de la produccién de FB1,

aunque el desarrollo y conidiacion no se ven afectados (Flaherty et al. 2004).

El gen GBB1 codifica para una proteina G monomérica que regula de manera
negativa la produccién de fumonisinas. Estd encargada de distintos procesos
celulares como el transporte y la transduccion de sefiales. La represién en la
expresion de esta proteina resulta en una elevada produccion de FB1 por la mayor
expresion de los genes FUM1 y FUMS8 aunque sin cambios en el desarrollo y

crecimiento del hongo (Sagaram et al. 2006).

Los genes AREA regulan la expresion de genes del metabolismo del nitrogeno e
influyen también en la sintesis de FB1. Este gen es reprimido en presencia de sales
de amonio, glicina o glutamato, pero es activado en presencia de nitrato. Las
mutaciones en este gen provocan una expresion disminuida en los genes FUMT,
FUM8y FUM12 (Kim & Woloshuk 2008).

FvVE1 es un gen regulador positivo del desarrollo sexual y el metabolismo
secundario. La interrupcion de este gen suprime completamente la produccion de
fumonisinas y fusarinas. La presencia de este gen es necesaria para la expresion de
la via de regulacion especifica del gen FUM21 asi como de los genes estructurales
de biosintesis de FB1. Regula otros procesos del desarrollo pues mutantes carentes
de este gen muestran defectos en la integridad de la pared celular, hidrofobicidad y
polaridad en sus hifas (Myung et al. 2009; Picot et al. 2010).

El producto del gen FST1 es un transportador de azucares que tiene un efecto
positivo en la sintesis de FB1. Las mutantes carentes de este gen no muestran
efectos en el crecimiento ni la colonizacion de plantas de maiz, pero sintetizan
niveles menores de FB1 que las cepas silvestres. Esto parece estar relacionado con
la disponibilidad de carbono que se traduce en una mayor produccion de

fumonisinas (Bluhm et al. 2008).
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3. INTERACCION F. VERTICILLIOIDES — MAIZ.
3.1 Generalidades e importancia de la planta del maiz.

El maiz (Zea mays L.) es una planta anual con tallo nudoso y macizo que consta
de 15 a 30 hojas alargadas y abrasadoras. Las flores masculinas y femeninas estan
fisicamente separadas en el mismo individuo, lo que favorece la polinizacién cruzada
(Bonilla Morales, 2008). Pertenece a la familia de las gramineas y es una planta C4
cuyo metabolismo comienza con la incorporacién de CO, a un compuesto C-4, como
malato o aspartato, y posee una alta actividad fotosintética que le permite un gran

desarrollo vegetativo.

Es un cultivo de suma importancia y el cereal de mayor produccion mundial, por
encima del trigo y el arroz (FAO, Agropanorama 2013) (Ver Tabla 1). En 2012 la
produccion anual de maiz rebasé las 900 millones de toneladas. Los principales
paises productores son Estados Unidos, China y Brasil; México se encuentra en el
octavo lugar con una produccion anual de 22 millones de toneladas (FAO, 2012) (ver
Tabla 2). El maiz es la principal fuente de alimentacion en paises latinoamericanos y

tiene diversas aplicaciones industriales.

El maiz es una planta domesticada que ha evolucionado con los humanos por
miles de afios. México es el centro de origen del maiz por lo que existe una gran
cantidad de razas y variedades con distintas caracteristicas. Estas se han adaptado
para desarrollarse en diferentes condiciones climaticas, latitudes y altitudes; a

periodos de desarrollo mas cortos, y con resistencia a diversos factores ambientales.
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3.2 Etapas de desarrollo de la planta de maiz.
3.2.1 Germinacion.

En esta fase la semilla activa rapidamente una serie de eventos metabdlicos. Se
inicia con la toma de agua o imbibicion, en la cual las estructuras celulares se
hidratan. La entrada de agua permite la activacidon enzimatica y de procesos
celulares como la sintesis de acidos nucleicos, de proteinas y la respiracion. Este
proceso esta regulado también por fitohormonas como el acido giberélico (GA) que
actua como hormona del crecimiento vegetal y el acido abscisico (ABA) que actua
en la dormancia y frente a condiciones de estrés. Las funciones de estas hormonas

se antagonizan entre ellas (Nonogaki et al. 2010).

Estos mecanismos permiten el desarrollo del meristemo radicular —que se
localiza en el extremo del tejido y cuya proliferacién celular es muy alta— donde se
constituye la raiz primaria o radicula mientras que las raices seminales se
desarrollan alrededor de la semilla y juntas permitiran la toma de agua y nutrientes.
También emerge el primer internodo: el mesocotilo, que junto con el coleoptilo se
elongan hasta la emergencia de este ultimo del suelo a la luz y que constituira la

primer hoja (Edwars 2009).

3.2.2 Establecimiento de la plantula.

Una vez que han emergido las estructuras del eje embrionario empieza la
principal movilizacion de reservas de la semilla para sostener el crecimiento de la
plantula hasta que ésta sea fotosintéticamente activa. Esta movilizacion puede
ocurrir en la radicula, plumula y endospermo antes de que se complete la

germinacién (Nonogaki et al. 2010).

Cuando el coleoptilo emerge de la superficie del suelo se desarrollan las raices
nodales que absorben agua y nutrientes, mientras el crecimiento de raices
seminales decrece. Al exponerse el coleoptilo a la luz, las hormonas que regulan el
crecimiento frenan el desarrollo del tallo hacia abajo y el coleoptilo se divide para

formar dos hojas verdaderas (Bragachini et al. 2002). Siete dias después de la
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emergencia, la plantula tiene el sistema primario de raices totalmente desarrolladas

y es independiente de las reservas del grano.

3.2.3 Desarrollo vegetativo.

En esta etapa inicia el desarrollo de las raices nodales en los nudos inferiores
mientras que el tallo se elonga hasta lograr su altura final y las hojas se desarrollan
hasta alcanzar un numero final que varia entre 18 y 30, segun el genotipo y las
condiciones ambientales. Un elemento limitante en el suelo para el crecimiento es el
nitrogeno. El follaje se expande y es capaz de capturar la mayor radiacion
disponible. Las flores masculinas y femeninas empiezan a desarrollarse en esta fase
(CEDAF 1998).

En el momento que la planta esta cerca de alcanzar su altura y numero de hojas
finales, los productos de la fotosintesis que, hasta ahora se habian dirigido para el
crecimiento de las hojas se destinan a la maduracion de los érganos reproductivos.
La mazorca empieza a crecer en uno de los nudos laterales mientras que la espiga
emerge de la punta y crece rapidamente hasta alcanzar su madurez y el maiz pasa a

su fase reproductiva.

La mazorca contiene las flores femeninas, cada una consiste en un ovario con
un estigma y es capaz de producir un grano si es fertilizado. La espiga es el érgano
reproductivo masculino y su funciéon es producir polen para fertilizar a las flores
femeninas. Se estima que cada espiga produce entre 2 y 5 millones de granos de
polen. Entonces, si hay 1000 estigmas por mazorca se tendran entre 2000 y 5000

granos de polen disponibles para cada estigma (Edwars 2009).

3.2.4 Floracion y polinizacion.

Una vez que la espiga esta totalmente expuesta, empieza a liberar polen en un
periodo entre una a dos semanas. Para entonces la planta ha alcanzado el numero
final de hojas. Aunque las flores masculinas generalmente maduran antes que las
femeninas este desfase es solo de unos cuantos dias por lo que no impide la
fecundacion de los 6vulos femeninos a través de los estigmas. El grano de polen

toma aproximadamente 24 horas para fertilizar el 6vulo (Ritchie et al. 1992).

23



Figura 8. Etapas de desarrollo de la planta de maiz. Una vez que la semilla germina y
se ha establecido, inicia el desarrollo vegetativo en el que el tallo y las hojas crecen para
tomar grandes cantidades de radiacion solar. En esta etapa inicia también el desarrollo
de las estructuras de reproduccién. Una vez maduras inicia la polinizacion con el que se
fertilizan los ovulos que daran origen a los granos. Durante el llenado del grano se
almacenan grandes cantidades de carbohidratos como almidon y el embridén se forma.
Una vez que se obtiene el peso maximo la planta empieza a secarse (senescencia)
(Nafziger, 2009).

Si las condiciones ambientales como la cantidad de agua y nutrientes disponibles
son Optimas, la planta dirige los productos de la fotosintesis para el desarrollo de los
organos reproductivos y el llenado de grano, lo que se reflejara en altos
rendimientos. Por el contrario, si la planta esta sometida a estrés en esta etapa o en
la parte previa al final del desarrollo vegetativo, esto repercute en una disminucion

del rendimiento y calidad del grano.

3.2.5 Llenado de grano y senescencia.

La planta concentra todos sus recursos para llenar los granos. Hay un
crecimiento de los granos por divisién celular seguido por una alta tasa de llenado de
los mismos con un fluido lechoso con alto contenido en azucares, mismos que seran
convertidos en almidén. También empieza el desarrollo del embrién con los
meristemos apicales y la formacion del coleoptilo. La tasa de llenado disminuye
gradualmente hasta ser nula, mientras se presenta una importante pérdida de
humedad (Edwars 2009).
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Durante la etapa de dentado, el almidon de los granos se seca y éstos adquieren
una mayor firmeza. Una vez que se forma una capa negra en la punta de los granos
ésta ha llegado a su etapa final con lo que logran su maximo peso seco. La planta
sufre una senescencia rapida de las hojas durante este proceso (Ritchie et al. 1992).

Una vez que los granos se han desarrollado la planta entonces se seca.

3.3 Funcién de las enzimas hidroliticas en la respuesta de defensa vs. hongos

necrotrofos (B-1,3-Glucanasas y quitinasas)

Las plantas contienden contra el ataque de microorganismos patégenos usando
mecanismos constitutivos e inducibles. Los primeros los conforman barreras
estructurales como ceras, lignina, celulosa y proteinas de la pared celular. Cuando
estos mecanismos son superados por la infeccidon se inducen respuestas de defensa
que buscan limitarla, lo que requiere del reconocimiento del patégeno a distintos

niveles.

La primera linea de defensas inducibles responden a la presencia de moléculas
que constan de patrones moleculares asociados a patégenos o microbios (PAMPs o
MAMPs). La naturaleza quimica de éstos es muy variada pues estan la flagelina y
lipopolisacaridos de bacterias, y la quitina de los hongos. Estas moléculas son
reconocidas por receptores proteicos especificos. Entre las primeras respuestas que
se inducen estan la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (EROs). El
sistema inmune de la planta también reconoce patrones moleculares internos
asociados a dafio (DAMPs) como por ejemplo oligosacaridos derivados de la pared
celular (Pieterse et al. 2009; Doehlemann & Hemetsberger 2013).

Las proteinas relacionadas a patogénesis (PRs) constituyen un grupo de
proteinas que se inducen durante la respuesta de defensa. Se clasificaron en
familias diferentes basadas en sus caracteristicas y actividad biolégica que van
desde hidrolasas hasta funciones de transporte (van Loon et al. 2006).
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Algunas de ellas se expresan en los tejidos y sus niveles aumentan durante la
respuesta de defensa (van Loon et al. 2006). Muchas PRs son inducidas por
fitohormonas como el acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) o etileno (ET) y
poseen potente actividad antimicrobiana. Algunos de los mecanismos de estas
proteinas son la hidrdlisis de compuestos estructurales de la pared celular o ciertas
proteinas, inhibidor de proteasas, toxicidad directa e involucradas en respuesta de

sefalizacion o del metabolismo (Ferreira et al. 2007).

Las principales PRs que responden durante la infeccion por hongos son las
quitinasas y glucanasas (Cordero et al. 1994). Ambas proteinas tienen una funcién
hidrolitica que debilita la pared celular de los hongos, retardando su crecimiento.
Ademas se generan compuestos con funcion elicitora que activan respuestas de
defensa. Los principales componentes estructurales de la pared celular de hongos
filamentosos son polisacaridos como quitina (10-20%), glucano (50-60%) y algunas
proteinas (30-50%) (Ferreira et al. 2007) (Ver Figura 9).

Las B-glucanasas (PR-2) de plantas se dividen en distintos grupos dependiendo
el tipo de enlace que rompen [B-(1,3), B-(1,4) B-(1,6), B-(1,3-1,4)]. Tienen una alta
especificidad por su sustrato. Las (-1,3 glucanasas son las principales proteinas
inducidas por hongos filamentosos ya que son capaces de degradar el glucano
formado por mondmeros de glucosa unidos por enlaces glucosidicos -1,3 0 B-1,6 y

es un componente estructural muy importante de este tipo de hongos.

Figura 9. Estructuras quimicas de los principales componentes de la pared de hongos
filamentosos. A. Glucanos formados por unidades de glucosa con enlaces glucosidicos en
posiciones B-1,3 y B-1,6. B. Quitina formada por unidades de N-acetil glucosamina (NAG)
enlazadas en posiciones B-1,4.
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Existen isoformas &cidas y basicas de las B-1,3 glucanasas. Las isoformas
acidas tienen un peso molecular de alrededor de 36 kDa y por lo general son
extracelulares. Las isoformas basicas tienen un peso molecular de 33 kDa y se
localizan en las vacuolas. Su actividad contribuye a la hidrolisis de la pared del
hongo y a su vez promueve la liberacion de oligosacaridos de la pared celular que
funcionan como moléculas elicitoras que activan otras vias de defensa en la planta
(Rose et al. 2002). Las glucanasas también participan durante la germinacion de la
semilla al degradar diversas capas que cubren al embrion y promueven la protusion

radicular (van Loon et al. 2006, Campo et al. 2004).

Las quitinasas (PR-3,-4,-8,-11) tienen una funcién similar ya que hidrolizan los
enlaces [3-1,4 glucosidicos presentes en la quitina. La quitina es un polisacarido
insoluble formado por unidades de N-acetilglucosamina, también muy abundante en
la pared celular de hongos (Kasprzewska 2003). Las quitinasas se clasifican en dos
categorias de acuerdo al sitio donde ocurre la reaccidén: endoquitinasas y
exoquitinasas. Las primeras hidrolizan enlaces [3-1,4 internos al azar, mientras que
las segundas degradan al polisacarido a partir de uno de sus extremos. El peso
molecular de las quitinasas varia entre 25 y 36 kDa y pueden ser acidas o basicas,

segun su punto isoeléctrico (Henrissat & Bairoch 1996).
3.4 Resistencia en maiz a Fusarium verticillioides y a FB1.

Como cultivo, el maiz ha evolucionado conjuntamente con el hombre a través de
miles de afos. La variedad de genotipos existentes de maiz es el resultado de afos
de diversas cruzas y la seleccion de las mejores caracteristicas agronémicas. Esto
permiti6 la domesticacién del maiz y la formacion de razas (poblaciones de
individuos asociados a una region geografica, con genotipos similares y rasgos
heredables que permiten separarlas de otras poblaciones), variedades (grupo de
individuos dentro de una especie y raza con rasgos diferenciales mas estrechos que
aquellos manifestados entre razas) e hibridos (cruza entre dos variedades con
caracteristicas deseables mejores que las de sus parentales individuales) (Reyes
Castarneda, 1990).
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En la interaccidn maiz—F. verticillioides el genotipo de ambos organismos es
importante, ademas de los factores ambientales. Si bien la virulencia de algunas
cepas de F. verticillioides se asocia a la produccién de FB1, también el genotipo de
maiz es determinante. Hay genotipos de maiz resistentes a cepas de F. verticillioides
incluso cuando éstas son virulentas y producen niveles altos de FB1 (Arias et al.
2012). El regado con soluciones de FB1 sobre plantas de distintos genotipos afectan
el crecimiento de la parte aérea y la raiz. Cuando se aplica a una concentracion de 1
pMg/mL unicamente afecta al genotipo susceptible mientras que el genotipo resistente
muestra un mayor crecimiento aunque discreto; sin embargo a una dosis de 20

pg/mL inhibe el crecimiento de ambos tejidos en los dos genotipos (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la FB1 en hibridos de distintos genotipos de maiz. Se muestra el
porcentaje respecto a la longitud de su respectivo grupo control a cada tratamiento.

*RH: resistente; SH: Susceptible. Efecto a los 21 dias (Arias et al. 2012).

La evidencia mas fuerte de la funcion de la FB1 en la virulencia de la FB1 es la
transformaciéon con el cluster FUM completo a una cepa no productora de
fumonisinas de F. verticillioides (Glenn et al. 2008). La cepa transformada es capaz
de sintetizar FB1 e infectar plantulas de maiz y provocar sintomas como lesiones

necroticas, decremento del crecimiento y atrofia de diversos tejidos.

Entre las principales enfermedades causadas por la infeccion de F. verticillioides
en maiz estan: la necrosis o muerte celular en raices, hojas y tallo con un dafo
irreversible a estos tejidos, se muestra una coloracién que va de café a negro en la
zona afectada (Fig. 10 A). La pudricién del tallo condicionada a diversos factores
ambientales se caracteriza por una coloraciéon rosa del tejido interno que se
encuentra desintegrado. La infeccién debilita al tallo provocando que se seque y

quiebre (Fig. 10 B) la pudricion de mazorca afecta los granos muchas veces
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visiblemente infectados por micelio y de coloracion que va de rosado a castafio,
rojizo o gris. Las condiciones ambientales y el dano por insectos facilitan el
desarrollo de esta enfermedad. Esta altamente asociada a la acumulacion de
micotoxinas, lo que constituye un riesgo importante para la salud (Fig. 10 C).

Figura 10. Principales enfermedades del maiz asociadas a F. verticillioides: A.
Lesiones necréticas en hoja y raiz (Arias et al. 2012); B. Pudricion del tallo (Steve
Butzen & Bill Dolezal 2010) y lesiones en el nodo; C. Pudricion de mazorca y granos
(Desjardins & Munkvold 1997).

3.4.1 Mecanismos de resistencia.

Entre los mecanismos descritos sobre la resistencia de los genotipos de maiz
frente a F. verticillioides estan la capa cerosa presente en el pericarpio ya que
cuando ésta es herida o retirada del grano la produccidén de FB1 aumenta
considerablemente (Butron et al. 2006; Samprieto et al. 2009, 2012) Ademas de la
presencia de compuestos antioxidantes, en particular el acido ferulico (Figura 11).
Hay una correlacion negativa entre los niveles de acido ferulico en grano y los
niveles de fumonisina acumulada, asi como en los dafos que se producen por
pudricion de mazorca (Picot et al. 2013). La aplicacién de acido ferulico exégeno al
maiz resulta en una reduccién en la cantidad de FB1 de los granos (Tabla 4).
Asimismo, los genotipos de maiz con niveles enddégenos bajos muestran mayor

susceptibilidad a la pudricion de mazorca y niveles de FB1 (Tabla 5).
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El mecanismo de proteccion de los acidos fendlicos puede ser a través de
reforzar los componentes estructurales funcionando como barreras contra el
patdgeno (Picot et al. 2010). También inhiben la actividad de enzimas liticas de F.
verticillioides y F. proliferatum que facilitan la penetracion al tejido del hospedero
(Reynoso et al. 2002) y su actividad antioxidante podria contrarrestar el estrés
oxidativo provocado por algunas micotoxinas. Ademas estos compuestos reducen la
sintesis de FB1 y otras micotoxinas /n vitro; posiblemente reprimiendo la
transcripcion de genes, o la actividad enzimatica en procesos de oxidacion como son
las monooxigenasas y lipooxigenasas que producen lipoperéxidos que inducen
esporulacion y sintesis de micotoxinas, lo que pueda explicar también la reduccion

en la acumulacion de micotoxinas en genotipos resistentes (Picot et al. 2013).

Figura 11. Estructura quimica de los acidos fendlicos: a. acido ferulico y b. acido cumarico.
Estos compuestos han mostrado reducir los niveles de fumonisinas y la severidad de dafnos
causados por pudricion de mazorca. Estos compuestos estan presentes en cantidades
importantes en lineas de maiz resistentes (Samprieto et al. 2012).
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4. ANTECEDENTES.

Diversidad de cepas de Fusarium verticillioides y su variabilidad en la
produccion de fumonisinas.

Dentro de las cepas de Fusarium verticillioides hay una alta diversidad en la
capacidad de producir fumonisinas. Mientras que algunas de estas cepas no
producen FB1 o la sintetizan en niveles muy bajos (0.1mg/g sustrato), otras cepas
producen altas cantidades de toxina (4000 mg/g sustrato) (Nelson et al. 1991;
Desjardins et al. 1994; Sanchez-Rangel et al 2005; van der Walt et al. 2006).

Una razén de esta variabilidad en la produccién de FB1 puede ser la presencia
natural de mutantes o la respuesta de genes responsables para la biosintesis
(Proctor et al 1999; Glenn et al 2008). Esta complejidad se refleja en una coleccion
de cepas de F. verticillioides aisladas de maiz en México (Sanchez-Rangel et al.,
2005; Tabla 6).

Tabla 6. Produccion de FB1 de diferentes cepas aisladas en México en 2 distintos sustratos

sélidos. a) arroz. Sanchez-Rangel, et al. 2005, b). maiz. Desjardins, et al. 1994. ND. No

detectado. Las cepas resaltadas fueron las utilizadas para este estudio.
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IIl. HIPOTESIS.

Si la toxina Fumonisina B1 es un factor de virulencia de Fusarium verticillioides y
la capacidad de sintetizar la toxina varia entre las cepas del hongo, las cepas que
producen niveles mayores de la toxina tendran mayor capacidad de inhibir a las
glucanasas basicas y causar una infeccion mas severa en plantas de maiz

susceptibles.

IV. OBJETIVOS.

Objetivo _General. Evaluar si en Fusarium verticillioides hay una asociacion

positiva entre la producciéon de Fumonisina B1 y la virulencia y capacidad de inhibir a

las B 1-3-glucanasas de maiz.

Objetivos Particulares.

¢ Evaluar la capacidad in vitro e in planta de produccion de Fumonisina B1 en
cuatro cepas de Fusarium verticillioides.

¢ Evaluar la capacidad de colonizaciéon de embriones de maiz e inhibicién de
la germinacién en cuatro cepas de Fusarium verticillioides.

¢ Estudiar el efecto de la actividad de las 3-1,3-glucanasas en embriones de
maiz infectado por las distintas cepas de Fusarium verticillioides.

¢ Evaluar la actividad de las distintas isoformas de las 3-1,3-glucanasas en
respuesta a la infeccion de las distintas cepas de F. verticillioides.

¢ Determinar los efectos en el desarrollo de raices y de la parte aérea de
plantulas de maiz infectadas con F. verticillioides.

¢ Evaluar el dafo producido por las distintas cepas de F. verticillioides en
tejidos de las plantas como embriones, tallo y hojas.
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V. MATERIALES Y METODOS.

A. Preparacion de medios de cultivo y material biolégico.

Se utilizaron semillas de maiz raza “Chalquefo”, obtenidas en Chalco, Edo. de
México, y de un hibrido de maiz (ZR-76) aportado por el Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT). Se utilizaron cuatro distintas cepas de
Fusarium verticillioides (MY3, MY5, H-135-1 y PAL-1) previamente caracterizadas
con una distinta produccién de FB1 en sustrato de arroz (Sanchez-Rangel et al.

2005) Estas cepas fueron preservadas en sustrato estéril a -20°C.

1. Preparacion del medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA).

Para preparar 200 mL de medio PDA al 0.5x se pesaron: 3.9 g PDA (Fluka), 0.9 g
Agar (Invitrogen). Los ingredientes se mezclaron en un matraz con 200 mL de agua
desionizada con agitacion manual y éste se esterilizd por autoclave (20 minutos, 1.2
kg/cm? y 120°C). El medio se dejé enfriar a 40°C aproximadamente y se vacié en
cajas petri estériles y se dejo solidificar y secar en la campana. Una vez solidificados

las cajas se guardaron a 4°C hasta su utilizacion.

2. Preparacion del in6culo y conteo de conidias.

Se utilizaron cultivos de 10 dias de cada una de las cepas de F. verticillioides en
medio PDA a 29°C bajo luz fluorescente. Se adicionaron entre 5 a 10 mL de agua
estéril dependiendo de la cantidad de micelio y las cajas se agitaron (150 rpm)
durante 1.5 h. Se hizo un raspado sobre la superficie del medio con una punta estéril
para desprender las conidias del micelio y estas suspensiones se recolectaron en
tubos ependorff. Si existia demasiado material particulado o se requeria concentrar
las conidias, el tubo se centrifugd a 13400 rpm por 15 min en una centrifuga minispin
eppendorf.

Para el conteo de conidias se hizo una dilucion probando la mas adecuada y se
colocaron en la camara de Neubauer. Esta camara se colocd en el microscopio
Optico y se contaron las conidias de los cuatro cuadrantes de las esquinas usando el

objetivo de 40x.
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El nimero de conidias se calcul6 con la siguiente formula:

Concentracion= (x)(F.D.)(10 conidias/uL).

Dénde:
X:  es el promedio del conteo de los cuatro cuadrantes.

F.D. es el factor de dilucion empleado.

Entonces, se calculd el volumen necesario para preparar suspensiones a
concentraciones requeridas para los diversos experimentos. Generalmente se

usaron suspensiones de 5,000 conidias/uL.

3. Obtencion, desinfeccion y germinacion de embriones de maiz.

Se seleccionaron semillas de maiz largas, planas y en buen estado de la raza
“Chalquenio”. Los embriones se obtuvieron de la semilla haciendo cortes con una
navaja cuidando de no afectar su integridad estructural. Se retir6 la cubierta seminal
o testa y los embriones colectados se mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta su

utilizacion.

Para la desinfeccién se prepararon 100 mL de una solucién de hipoclorito de
sodio al 0.5%; los embriones se colocaron en un recipiente bajo inmersion de esta
solucion y se agité vigorosamente por 2 minutos. Se realizaron cuatro lavados con
agua estéril por 2 minutos cada uno en agitacion vigorosa hasta que el olor a cloro

desaparecid. Los embriones se dejaron secar sobre papel filtro bajo campana.

Los embriones se distribuyeron en cajas petri con agar al 0.9% colocando el
embrién en contacto con el medio. Las cajas petri se incubaron a 29°C bajo luz
fluorescente. Los embriones empiezan a germinar entre 24 y 48 horas.

4. Preparaciéon de medio GYAM e inoculacién con F. verticillioides.

El medio GYAM es un medio que induce la produccion de FB1 (Bojja et al. 2004).
Para su elaboracién se preparé una solucion stock de 10X de todas las sales
(APENDICE: ver tabla |, componentes | - V). Para preparar 100 mL se pesaron 2.16
g de glucosa y 0.05 g de extracto de levadura y se disolvieron en 20 mL de agua
estéril. Se agregaron 10 mL de la solucion stock de sales y 70 mL de agua
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desionizada. Se esterilizd por autoclave (20 minutos, 1.2 kg/cm? y 120°C) y una vez
esteril y frio se adicionaron 20 mL de una soluciéon de asparagina 40 mM preparada

por separado y esterilizada por filtracion (Membrana Millipore, 0.22 um).

Se agregaron 12 mL del medio en cada matraz Erlenmeyer de 25 mL cada uno y
se inocularon con 125,000 conidias por cuadruplicado de cada una de las cepas de
F. verticillioides y se agité suavemente. Los matraces se incubaron sin agitacién a
29°C por 12 dias. Tras este periodo de tiempo se tomd una alicuota de 2 mL a tubos
eppendorf de 2 mL y se centrifugd por 10 min a 13400 rpm en una centrifuga
minispin eppendorf. Se recuper6 aproximadamente 1.8 mL de medio y los tubos se

almacenaron en congelacion a -20°C hasta su utilizacion.

5. Inoculacion de embriones de maiz con F. verticillioides.

Se obtuvieron y desinfectaron embriones como se describe en la seccion 3. Los
embriones desinfectados se colocaron en cajas petri con agar al 0.9%. Cada
embridén se inoculd mediante la deposicién de una gota de 10 uL de la suspensién
de conidias (5,000 conidias/pL) en la superficie evitando que se derramara. Las
cajas petri se incubaron a 29°C bajo luz fluorescente. Los embriones control se

inocularon con el mismo volumen de agua estéril.

6. Extraccion de FB1 de embriones de maiz infectados con Fusarium verticillioides.

Una vez transcurridas 24 horas, los embriones se transfirieron a un mortero y se
congelaron con nitrégeno liquido. Se pulverizaron con el mortero hasta conseguir un
polvo fino y éste se transfirid a un tubo falcon de 15 mL con 5 mL de una mezcla de
acetonitirlo:agua (1:1; vol/vol). Los tubos se agitaron en vortex y se taparon e
incubaron toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, los tubos se

agitaron nuevamente.

Posteriormente se agitaron durante 2 horas a 220 rpm y se centrifugaron durante
20 minutos a 3,400 rpm en centrifuga Beckman GS-GR. El sobrenadante se
transfirié a un tubo de ensaye de 13 x 100 mm y se evaporo el solvente a 55°C bajo

un flujo de nitrégeno.

35



B. Analisis de FB1 en medio GYAM y en embriones infectados por HPLC.

La técnica comunmente utilizada para el analisis de FB1 es la cromatografia de
liquidos de alta eficiencia (HPLC) con deteccion fluorescente de los derivados de las
fumonisinas. Es una técnica cromatografia que permite la separacion de los

compuestos que son arrastrados por una fase mévil y separados en una columna.

Para su andlisis, las fumonisinas reaccionan con o-pthaldialdehido (OPA) a
través de su grupo —NH; para formar un complejo fluorescente y estable en
presencia de p-mercaptoetanol (Figura 12). Este es el método oficial por la AOAC
(Association of Official Analytical Chemists International AOAC Official Method
2001.4).

7. Preparacion de estandares de FB1 y muestras.

Se realizaron las diluciones de FB1 para la curva patrén. A partir de la solucién 1
mM se prepararon diluciones seriadas para obtener concentraciones de FB1 de 150,
100, 75, 50, 25, 12.5 y 6.25 yM. Para cada una se hizo la reaccion con cada una de
las concentraciones de la curva con OPA segun se detalla en el APENDICE (tabla
II). Se mezclaron 10 uL de la muestra con 25 uL de OPA y se incub6 a temperatura
ambiente por 3 minutos. Se agregaron 465 pL de mezcla ACN:agua (1:1) vol/vol. Las
muestras se mantuvieron en hielo durante todo el analisis y en estas condiciones el

complejo es estable por 4 — 5 horas.

8. Corrida de muestras por HPLC.

Para la cuantificacion de FB1 se inyectaron 20 uL en el HPLC de una dilucion
1:200 ( 5uL de la reaccion y diluidos con 995 uL de acetonitrilo-agua 1:1). Para las
muestras se realizé el mismo procedimiento de derivatizacién, adecuando la dilucion
final al inyectar en el HPLC segun las condiciones de la muestra. Los parametros del

detector de fluorescencia se ajustaron como se indica en la Tabla 7.
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Tabla 7. Condiciones del detector de fluorescencia Shimadzu, Modelo RF-10AXL.

Funcién Valor
Aexc 335
Aem 440

GAIN 2
SCAN 2
RANGE 1
SENSITIVITY 1
RESPONSE 4

Los parametros utilizados en las corridas del HPLC para el integrador Shimadzu
C-R5A fueron las siguientes: Atenuacion 4; Pendiente 35 000- 40 000; Método 2021;
Formato 40; Flujo 1.0 — 1.2 mL/min; PSI 102 Kgf/lcm? Se construyé la curva de
calibracion de FB1 y se ajustaron las diluciones de las muestras. Los parametros del

analisis del HPLC se modificaron dependiendo de las condiciones del analisis.

Figura 12. Reaccion de formacidn del derivado fluorescente FB1- OPA. El B-mercaptoetanol da
una mayor estabilidad al compuesto (Samapundo et al. 2006).
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C. Ensayo de Actividad de las B-1,3-glucanasas de maiz en respuesta a la

infeccion por F. verticillioides.

9. Infeccion v recoleccion de embriones para extracciéon de proteina total.

Los embriones inoculados con F. verticillioides se incubaron por 24 y 30 h y se

congelaron con nitroégeno liquido para almacenar a -70°C.

10.Extraccion de proteinas totales de los embriones de maiz.

Se realiz6 la molienda de aproximadamente 15-18 embriones (2 g) con nitrogeno
liguido hasta obtener polvo fino. Se agregaron 2.5 mL de Buffer de extraccion
(APENDICE: ver tabla Ill) y se mezclé con una espatula hasta obtener una pasta. El
macerado se transfirio a tubos eppendorf de 2 mL. Los tubos se centrifugaron en
microfuga minispin eppendorf a 13,400 rpm por 10 minutos (4°C). Se tomo el
sobrenadante y se colecté en tubos eppendorf de 1.5 mL. Si aun se presentaba
demasiado material particulado, los tubos se centrifugaron nuevamente bajo las
mismas condiciones. Se almacenaron en alicuotas de entre 150-200 pyL a -70 °C

para los distintos experimentos.

11. Cuantificacion de proteina total por el método de Bradford (Bradford, 1976)

Se prepard la curva estdndar con albumina sérica bovina (BSA) y los
componentes indicados en la tabla IV (APENDICE). Se realizaron 3 réplicas por
cada punto de la curva. Se realizaron duplicados y se calcul6 la concentracién de
proteina de cada muestra mediante regresion lineal. La absorbancia de las muestras

se leyd a A=595 nm en celdas de plastico.

12.Electroforesis nativa para observar la actividad de [-1,3-glucanasas en gel.
(Sanchez-Rangel, et al 2012).

La mezcla de proteinas se resolvio por electroforesis en geles de poliacrilamida al
12% en condiciones nativas (sin SDS ni agentes reductores). Los geles —separador
y el concentrador— se prepararon de acuerdo a los componentes descritos en la
tabla V (APENDICE) y utilizando separadores de 0.75 mm.
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De cada muestra se cargé en el pozo un volumen equivalente a 150-175 ug de
proteina total mezclado con el amortiguador de muestra en una proporcion 1:4. El
gel se corrio en una camara de electroforesis Hoefer Amersham Biosciences (SE
245 Dual Gel Caster) a 60-70 V por 12 h o bien a 120-150 V por 5 h a 4°C en
presencia del buffer de corrida compuesto por Tris 25 mM, glicina 192 mM. El azul

de bromofenol debia salir del gel y la electroforesis continuaba por 1 0 2 horas mas.

13.Revelado de la actividad de (3-1,3-glucanasas de maiz en gel. (Sanchez-Rangel

et al, 2012).

El gel se desprendié cuidadosamente de los vidrios y se colocd en un recipiente
con 5 mL de solucién de laminarina (2.5 mg/mL; Sigma L9634) en buffer de acetato
de potasio, pH=5, y se incubd por 2 h a 40°C con agitacién suave y constante.
Transcurrido el tiempo de incubacién, se decanto la solucidn anterior y se realizé un
lavado de 5 min con buffer de K;HPO4 50 mM, pH=7.0 seguido de otro lavado de 5

min con agua desionizada.

El agua se sustituy6 por 5 mL de reactivo de glucosa (Sigma G3293) y se incubd
por 20 min a temperatura ambiente con agitacion suave y constante. Para el
desarrollo del color se afadi6 a la solucion anterior 0.25 mg de azul de tetrazolio por
cada mL de medio de reaccion y se incub6 a 37° C hasta la aparicion de las bandas

de color.

14.Ensayo de actividad total de glucanasas.

Se incubaron 50 pg de proteina en solucion de laminarina (2.5 mg/mL) en buffer
de acetato de potasio (0.05 M, pH=5) por 1 h a 40°C. Se Tomaron 115 pL de la
mezcla de reaccion y se mezclaron con 900 pL de reactivo de glucosa (Sigma
G3293). La mezcla se incubd 25 min a temperatura ambiente y se realizd la
determinacion del NADH liberado espectrofotométricamente (A= 340 nm). Se utilizo

el espectrofotometro de PG Instruments modelo T60 UV-VIS.
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Este ensayo se basa en la determinacion de la glucosa liberada de la laminarina
por acciéon de las 3-1,3 glucanasas. La glucosa es fosforilada por la hexocinasa y
este producto se oxida por accién de la G6P-deshidrogenasa con la concomitante
reduccion de NAD" a NADH. EI NADH formado ocasiona un incremento en la
absorbancia a 340 nm que es directamente proporcional a la concentracién de la

glucosa liberada. (Fig. 13).

Figura 13. Fundamento de los ensayos de la determinacion de la actividad de las B-1,3
glucanasas de maiz en la respuesta a la infeccion de F. verticillioides. La acciéon enzimatica
del reactivo de glucosa produce glucosa 6-P con un aumento en la formacién de NADH
detectada a A= 340 nm.

D. Ensayos de infeccion en plantulas de maiz.

15.Desinfeccion de semillas de maiz.

Las semillas se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 2%
siguiendo los pasos descritos en la seccion A3 modificando el tiempo de lavado y

enjuague por 4 minutos.

16. Infeccidn en semillas germinadas de maiz (Gao et al. 2007).

Las semillas desinfectadas se colocaron en agar (0.9%) a 29°C bajo luz
fluorescente. Tras 72 horas de germinacion se transfirieron un igual numero de
semillas sobre cajas con papel filtro humedo. Las semillas no germinadas fueron

descartadas.
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Se hizo una puncion en la zona del embridon con una aguja estéril del numero
21G y se inocularon 50,000 conidias en 10 uL sobre el orificio del embrién. Se
dejaron 1 hora en la campana para permitir una mejor penetracion del inéculo. Las
cajas se incubaron a 29°C por 3 dias. Tras este periodo de tiempo se midio la
longitud de la raiz primaria y se realizd un corte longitudinal para documentar

lesiones internas.

17.Desarrollo de plantulas de maiz.

Las semillas de maiz desinfectadas germinaron en agar como se describid
previamente. Tras 72 horas las semillas se sembraron en una mezcla de sustrato
organico (SUNSHINE Mezcla No. 3, Sun Gro Horticulture)-vermiculita (7:3) estéril.
Las macetas se regaron todos los dias la primera semana y cada 2 dias por el
tiempo que durd el experimento o segun las plantulas lo requirieran. Si era necesario

se adicionaba fertilizante Osmocote después de las primeras tres semanas.

18.Ensayo de infeccién en hojas (Covarelli et al. 2012).

Se crecieron plantas de maiz por 4 semanas en el invernadero. Se desprendieron
aproximadamente entre 6 y 8 cm de material vegetal de la segunda y tercera hoja.
Las hojas fueron heridas por compresion con la punta de una pipeta Pasteur (1 mm)
en diferentes partes de la hoja (entre 5 y 6 punciones).

Se colocaron las hojas en cajas Petri con papel filtro saturado con 12 mL de
agua. Se adicioné una gota de 10 pL de suspensién de conidias 5x10° en las
heridas. Se dejaron secar en la campana por 1 hora o al menos dejar que
sedimentaran las conidias. Las cajas petri se colocaron a 22°C por 7 dias en un
fotoperiodo 16/8h luz/oscuridad. A los 2, 4 y 7 dias se evalué visualmente la
severidad de los dafios.

41



19.Ensayo de infeccién en tallo (Sagaram et al. 2007)

Este ensayo se realiz6 en plantas de 5 semanas crecidas en el invernadero. Se
realizd una puncién en la parte internodal del tallo o cercano al nodo (5mm) en un
angulo aproximado de 45° con ayuda de una asa micoldgica. Se inocularon 50,000
conidias en un volumen de 10 pL de suspension de conidias para cada cepa. Se
introdujo la punta de la micropipeta lo suficiente para prevenir el derrame de la
suspension. Las plantas se mantuvieron en el invernadero bajo riego y fertilizacion
por tres semanas mas. Después se realizé un corte longitudinal de los tallos y se

realizé un analisis visual y microscépico de las lesiones internas.

20.Efecto de la infeccion en el crecimiento de las plantulas (Covarelli et al. 2012).

Para evaluar este parametro se utilizé otro método de inoculacién de semillas.
Las semillas desinfectadas se transfirieron a un tubo falcon de 50 mL que contenia
15 mL de una suspension de conidias (50, 000 conidias/mL). El tubo se agito
durante 15 horas. Las semillas se transfirieron a papel filtro y se dejaron secar antes
de sembrarlas en agar (0.9%). Las semillas germinaron a 29°C bajo luz fluorescente
durante 72 horas y las plantulas se trasplantaron a macetas que contenian una
mezcla de sustrato organico (SUNSHINE Mezcla No. 3, Sun Gro Horticulture)-

vermiculita (7:3) estéril.

Las plantas se mantuvieron en el invernadero bajo riego y después de tres
semanas se realizd6 una inspeccion visual y se midié la longitud de la plantula

tomando la base del tallo hasta la punta de la hoja mas larga.
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VI. RESULTADOS

1. Producciéon de FB1 en las distintas cepas de Fusarium verticillioides.

Los niveles de FB1 producida por cada cepa en medio GYAM y en los embriones
de maiz se evaluaron por HPLC fase reversa. La Figura 14 muestra un
cromatograma tipico de un estandar de FB1-OPA y una del derivado de la toxina

proveniente de una muestra.

Figura 14. Andlisis de fumonisina B1 por HPLC. Cromatograma representativo de a)
estandar de FB1 50 fmoles de derivado con OPA. b) una muestra de una de las réplicas de la
cepa H-135-1 en medio GYAM. Los picos tienen el mismo tiempo de retencién (aprox 5.40
min).
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La Figura 15 resume los resultados de la cuantificacion de FB1. Se observaron
diferencias significativas en la capacidad de las 4 cepas de producir FB1. En el
medio GYAM (Fig 15 A), la cepa MY3 tuvo una media de 26 mmoles/mL, seguida de
la cepa H-135-1 con una produccién 10 veces menor aproximadamente (2.4
mmoles/mL) mientras que las cepas MY5 y PAL-1 apenas tuvieron una produccion
de 0.020 mmoles/mL y 0.016 mmoles /mL respectivamente. Hubo una diferencia de

aproximadamente 1,300 veces entre la cepa MY3 y estas dos cepas.

Al evaluar la produccién in planta (Fig 15 B), también fue la cepa MY3 la que
produjo mayor cantidad de FB1 (135,000 umoles/ng). En estas condiciones las
diferencias con MY5 y PAL-1 fueron de 20 y 500 veces menor respectivamente (MY5
con 6900 ymoles/ng y PAL-1 con 295 pmoles/ng de tejido). En ambos sustratos, la
cepa H-135-1 tuvo una produccion considerable de FB1, solamente superada por la
cepa MY3 (22000 umoles/ng de FB1 in planta). Con base en estos resultados se
consideraron a las cepas MY3 y H-135 como de produccién altay a MY5 y PAL-1 de

produccion baja.

Figura 15. Produccion de FB1 por cuatro distintas cepas de Fusarium verticillioides. A.
Niveles de FB1 producida in vitro. Se inocularon 125,000 conidias en medio GYAM vy se
incubaron por 12 dias. B. Niveles de FB1 producida in planta. Se inocularon 50,000 conidias
por embridn y se extrajo la FB1 48 horas después. Ambas escalas de concentracion de FB1
son logaritmicas.

44



2. Relacion entre la produccion de FB1 y la conidiacion in planta.

Para evaluar la capacidad de colonizacion y proliferacion de las distintas cepas
de F. verticillioides se contaron las conidias desprendidas por agitacion de los
embriones de maiz infectados después de 48 horas de inoculacion. El resultado de
este analisis se resume en la Figura 16. La cepa H-135-1 gener6 el mayor niumero
de conidias seguida de la cepa MY3, aunque no hubo diferencias significativas entre
ambas cepas. El numero de conidias en las cepas PAL-1 y MY5 fue menor que el
del grupo de las cepas MY3 y H-135-1, pero no hubo diferencias significativas entre
estas dos cepas. Si las agrupamos y comparamos con el par de cepas H-135-1y

MY3 se nota claramente la diferencia entre ambos grupos.

Figura 16. Conidiacidn de las cuatro cepas de F. verticillioides utilizadas en la infeccion de
embriones de maiz tras 48 horas de inoculacion. Nétese que la escala del nimero de
conidias/embrién es logaritmica.

En el parametro de produccion de conidias no hubo diferencias tan pronunciadas
entre las cepas, como en el caso de la sintesis de FB1: entre la cepa con mayor
conidiacion (H-135-1) y la menor (MY5) hay apenas una diferencia de 7 veces. Sin
embargo se distingue un grupo con una mayor conidiacion in planta respecto del otro
y esta agrupacién se puede asociar a la de produccién de FB1 entre cepas (Figura
17).
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Figura 17. Relacidn entre la produccion de FB1 y la conidiacién de las diferentes cepas de
F. verticillioides. A. Asociacion entre la produccion de FB1 en medio liquido y la conidiacién
de F. verticillioides en embriones. B. Asociacion entre la produccién de FB1 in planta y la
conidiacién de F. verticillioides en embriones.

En ambos casos las cepas PAL-1 y MY5 quedan agrupadas y alejadas del grupo
que incluye a las cepas H-135-1 y MY3. En esta figura claramente se distingue que
el grupo con mayor conidiacion tiene una mayor produccion de FB1 mientras que el
grupo de PAL-1 y MY5 tienen una conidiacion y produccién de FB1 mas baja debido
a que la conidiacion in planta es un parametro que indica la capacidad de una cepa
de colonizar el tejido vegetal, estos resultados establecen una asociacion positiva

entre la produccion de FB1 y la colonizacion.
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3. Efectos de Fusarium verticillioides en la germinacion y colonizaciéon de

embriones de maiz.

Las cepas de F. verticillioides utilizadas en este estudio mostraron distintas
capacidades de colonizar y afectar la germinacion de los embriones de maiz.
(Figura 18, Tabla 8). La cepa MY3 tuvo un mayor grado de colonizacién y un mayor
efecto en la inhibicion de la germinacion; seguido por las cepas H-135-1, MYS5 y
PAL-1. Esta ultima cepa presentd una colonizacidn muy baja y los embriones

tuvieron un mayor grado de germinacion.

Figura 18. Embriones de maiz infectados con 50,000 conidias de las distintas cepas de F.
verticillioides. Se observa el distinto grado de colonizacién de tejido por parte del hongo
observandose el desarrollo de micelio y la aparicion de pigmentacion violdcea en los
embriones. Se muestra también la inhibicidn de la germinacién en los embriones infectados.
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Tabla 8. Porcentaje de germinacién y de colonizacién de embriones infectados de maiz.
Ambos parametros muestran cambios por la infeccion de las distintas cepas de F.
verticillioides. Se observa como al aumentar el % de colonizacién, disminuye el % de
germinacion. Las cepas estan ordenadas de menor a mayor produccion de FB1 (MY3)

Ambos parametros presentan una asociacion con la produccion de FB1 de
manera positiva en el caso de la colonizacion y negativa numero de embriones

germinados respecto al control (Figura 19).

Figura 19. Efecto en la germinaciéon de embriones de maiz y su colonizacién por cepas de
F. verticillioides con distinta produccion de FB1. A. Relacion entre el % de germinacion y
colonizacion de embriones de maiz infectados con las cuatro cepas. B. Relacidn entre el % de
germinacion y % de colonizacidn en relacion a la produccion de FB1 de las cuatro cepas.
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4. Efecto de la infeccion de Fusarium verticillioides sobre la actividad de 3-1,3-

glucanasas de maiz.

El trabajo previo en el laboratorio demostré que la FB1 inhibe a las -1,3-
glucanasas basicas e induce la activacién de una isoforma acida (Sanchez-Rangel
et al., 2012). Para extender estos resultados, se probd el efecto de las 4 cepas de F.
verticillioides que producen niveles distintos de FB1. Se evalué tanto la actividad
total de B-1,3-glucanasas, mediante ensayos espectrofotométricos, asi como la

actividad de las distintas isoformas por ensayos en gel.

4.1 Actividad total de [(-1,3-glucanasas en respuesta a la infeccion de F.

verticillioides.

Se determind la actividad total de las 3-1,3-glucanasas de embriones de maiz
como respuesta a la infeccion de las distintas cepas de F. verticillioides a las 24 y 30
horas después de la inoculacién mediante ensayo espectrofotométrico (APENDICE,

Figura I). Los resultados se muestran en la Figura 20.

Figura 20. Efecto de la infeccion de 4 cepas de F. verticillioides en embriones de maiz sobre
la actividad total de las B-1,3-glucanasas. Se cosecharon muestras de embriones a 24 hpi
con una actividad basal de 0.17 mg glucosa/mg proteina y 30 hpi con una actividad de 0.11
mg glucosa/mg proteina. Los resultados corresponden a dos experimentos independientes
evaluados por triplicado. Para cada tiempo, las medias con distintas letras sobre la barra
indica diferencia significativa (P<0.01; prueba de Tukey).
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A las 24 horas después de la inoculacion se observa una reduccion de la
actividad total de las p-1,3-glucanasas de embriones infectados con las 4 cepas de
F. verticillioides respecto al control. Esta disminucion fue mas acentuada con las H-
135-1 y MY3, pues se alcanzé hasta 50% de inhibicion y fue significativamente
diferente (p<0.01) que la inhibicién provocada por las cepas MY5 y PAL-1 (30% de

inhibicion).

A las 30 horas de infeccion el patron de actividad de las glucanasas cambid
radicalmente pues se observo una induccion discreta de la actividad con tres cepas
(PAL1, H135 y MY3). Con la cepa MY3 se observd un incremento de aprox. 30%;

sin embargo, la variancia no permitié definir diferencias claras entre las cepas.

En este ensayo se evalua la actividad de las distintas isoformas de las 3-1,3-
glucanasas en su conjunto, por lo que se recurrié a un ensayo en gel para poder
distinguirlas y saber de una forma mas definida la manera en que es afectada la

actividad de cada una de ellas.

4.2 Actividad en gel de las distintas isoformas de las ($-1,3-glucanasas de maiz

en respuesta a la infeccion de F. verticillioides.

Las proteinas extraidas de embriones de maiz infectados con las cepas de F.
verticillioides se separaron por electroforesis en condiciones nativas sin SDS ni
agentes reductores. El patrén de proteinas y la actividad de las glucanasas en
respuesta a la infeccion de las distintas cepas de F. verticillioides se muestran en la
Figura 21 y Figura Il (APENDICE).
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Figura 21. Actividad de las diferentes isoformas de B-1,3-glucanasas de maiz en gel
resuelto en condiciones nativas. Cada carril corresponde a cada una de las cepas utilizadas a
las 24 y 30 horas. Geles representativos de actividad documentados en scanner HP G3110
(A) y en Chemidoc Bio-Rad (B). C. Control de carga del gel corrido en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y tefiido con azul de Coomassie.

En este tipo de geles se observan consistentemente dos isoformas basicas de
lento corrimiento en la parte superior del gel (lll y Il) y una isoforma acida de
corrimiento rapido en la parte inferior (l). Estas mismas isoformas corresponden a las
reportadas por Sanchez-Rangel (2012). En ellos se muestra el efecto de la infeccion
en la actividad de las distintas isoformas de las -1,3-glucanasas sobre todo tras 30

hpi.

Se puede observar una reduccién discreta en la actividad de la isoforma basica lll
siendo mas notorio en aquellas con infeccién de las cepas MY5, H-135-1 y MY3 a

las 24 horas, mientras que a las 30 horas se observa mas con la cepa MY5.
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La actividad de la isoforma basica Il mostré una disminucién apreciable a las 24
y 30 h en las muestras provenientes de la inoculacién con las cepas MY5, H-135-1y
MY3. La isoforma acida | mostré una mayor actividad respecto al control por parte de
las cuatro cepas de F. verticillioides, siendo las de mayor actividad las cepas MY5 y
MY3 a las 24 horas y PAL-1, H-135-1 y MY3 a las 30 horas.

Para tener una estimacion cuantitativa de la actividad de las isoformas se hizo
un analisis densitométrico de las bandas en el equipo Chemidoc Bio-Rad y el
software Image Lab Bio-Rad y se obtuvo el promedio de 4 geles. Los resultados de
parte de este analisis se muestran en la Figura 22. Para la isoforma basica lll, la
cepa MY3 provoco una reduccion discreta pero significativa (p < 0.05) del 20% en su
actividad (Fig. 22A). A las 30 h, las 4 cepas activaron la isoforma lll acida entre un
20% y 35% con respecto al control no inoculado (Fig. 22B). El analisis
densitométrico de las otras isoformas a las 24 y 30 h no reporté diferencias

significativas y las graficas se presentan en la Figura IV del APENDICE.

LEDD

1200 10,0 L
T ™ i B A

Figura 22. Actividad de las isoformas de las B-1,3-glucanasas por la infeccion de cepas de
F. verticillioides. A. isoforma basica lll a las 24 horas posinfeccion. Se puede observar una
relacién inversa entre la actividad de la isoforma y la cantidad de FB1 producida por las
distintas cepas. B. isoforma acida | tras 30 hpi. Se puede observar el incremento de la
actividad por la infeccion de MY3, cepa con la mayor produccién de FB1. Actividad
determinada mediante densidad dptica con el software Image Lab Bio-Rad.
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Para verificar el cargado homogéneo de proteina en los geles de actividad, se
corrieron geles réplica SDS-PAGE. En las muestras correspondientes a los
embriones de maiz inoculados carecian de proteinas de alto peso molecular, sobre
todo a las 30 horas. Es posible que esto se deba a la actividad de proteasas
inducidas por la infeccién (Figura 23 y Figura Il del APENDICE).

Figura 23. Geles cargados con las proteinas totales del extracto de los embriones
infectados con las diferentes cepas a las 24 h y 30 h. Este gel se resolvié por SDS-PAGE.

5. Ensayos de Infeccién en plantulas de maiz.

Se realizaron diversos ensayos para observar los fenotipos que desarrollaban
distintos tejidos de la plantula de maiz en respuesta a la infeccion de las cuatro
cepas de F. verticillioides con distintos niveles de produccién de FB1. Para ello se
emplearon plantas de maiz en distintos estados de desarrollo de la raza “Chalqueno”
y en algunos casos también el hibrido ZR-76. Ambos genotipos presentan

susceptibilidad a la FB1.
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5.1 Severidad en tejido infectado de embriones post-germinados de maiz.

Los embriones germinados por 72 horas se inocularon mediante una puncién con
50,000 conidias en la parte central del embrion. Tras 72 horas se evalud el efecto en

el area de lesion y en la severidad del dafio producido (Figura 24).

En la figura 24 se observan las lesiones causadas por la inoculacion de las cepas
utilizadas como areas del tejido necrosadas que se observan de una coloracion mas
intensa en las cepas MY5, H-135-1 y MY3. Se observa también el desarrollo de
micelio y la pigmentacion rosa-rojiza caracteristica de F. verticillioides en semillas
infectadas con las cepas MY5, H-135-1 y MY3. Las semillas control se trataron
unicamente con agua estéril y muestran que el dafio mecanico producido por la

puncion no afecto la germinacion.

5.2 Efecto en la elongacion radicular.

La FB1 afecta la elongacion radicular de semillas de maiz por lo que se evalud
este parametro con las 4 cepas. Para este experimento se siguio el mismo protocolo
realizado para el experimento anterior Unicamente cambiando la variedad de maiz
utilizado que ha sido el “Chalqueno” para todos los experimentos anteriores por el
hibrido ZR-76 que también ha mostrado susceptibilidad a la FB1. Este cambi6 se
realizd ya que existia una alta variabilidad en la elongacién radicular mientras que
este genotipo ha mostrado un crecimiento radicular mas uniforme. Los resultados se

muestran en las Figuras 25 y 26.
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Figura 24. Embriones de maiz inoculados con 50,000 conidias de las cuatro cepas de F.
verticillioides a 72 horas de germinacion por puncién. Se muestra la semilla completa y el corte
longitudinal de la misma. Se observa un mayor indice de dafio con las cepas MY5, H-135-1 y MY3.

Figura 25. Efecto de la elongacion radicular tras 48 horas de infeccidon por puncién con 50,000
conidias de las cepas PAL-1, MY5, H-135-1 y MY3 en semillas de maiz ZR-76. Se alcanzan a
distinguir semillas inoculadas con las cepas H-135-1 y MY3 con una menor elongacién radicular.
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Figura 26. Efecto de la elongacion radicular tras 48 horas de infeccion por puncion con
50,000 conidias de las cepas PAL-1, MY5, H-135-1 y MY3 en semillas de maiz ZR-76. Se
observa una tendencia en la disminucion de la elongacién radicular a medida que la cepa
produce mayor cantidad de FB1.

La cepa MY3 provocod una reduccion del 30% en la longitud de la radicula,
seguida de la cepa H-135-1 con una reduccion del 20%. Aunque este experimento
presenta una tendencia donde las cepas con mayor produccion de FB1 tuvieron
mayor efecto en este parametro, no es concluyente por la alta dispersion de los

datos. Esto se puede remediar incrementando el numero de semillas (n) a probar.

5.3 Efecto en el crecimiento de plantulas de maiz.

También se estudio el efecto de la infeccidn de las 4 cepas sobre el crecimiento
de plantas de maiz de 21 dias (Figuras 27 y 28; y Figuras V y VI del APENDICE).

Las plantulas infectadas con la cepa H-135 y MY3 muestran una reduccion en la
longitud de la parte aérea, sobre todo en plantulas infectadas por esta ultima cepa.
La cepa MY5 no muestra diferencias importantes con el control mientras que
algunas plantulas de la cepa PAL-1 mostraron una reduccioén importante respecto al

control y otras no, ademas que la mitad de éstas no germinaron.
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Figura 27. Efecto en el crecimiento de plantulas de maiz tras 21 dias post-plantadas. Las
semillas fueron embebidas en suspensién de 50,000 conidias/mL durante la germinacidn con
cada una de las cuatro cepas de F. verticillioides.
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Figura 28. Efecto en el crecimiento de plantulas de maiz. A. Longitud del tallo en plantas de
21 dias. Esta ultima muestra el mayor efecto en el decremento el cual es significativo
respecto al control (n = 6; P< 0.05) B. Longitud del tallo en plantas de 32 dias post-infeccién.
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La infeccion por la cepa MY3 causé una clara disminucion en la longitud del tallo
de las plantulas de maiz (P<0.05), seguido por la cepa H-135-1. Aunque las cepas
PAL-1 y MY5 tuvieron un efecto discreto en el crecimiento de las plantas, éste no fue
significativo y las plantulas inoculadas con la cepa PAL-1 mostraron resultados muy
variables. Esta misma tendencia se mantiene de los 21 a los 32 dias. Ninguna de las
plantulas infectadas con las distintas cepas presentdé otros sintomas como

disminucién en el numero de hojas o presencia de lesiones necroticas en éstas.

5.4 Infeccion de F. verticillioides en tallos de maiz.

Otra enfermedad relevante causada por F. verticillioides es la pudricion del tallo.
Para evaluar el papel de la FB1 en el desarrollo de esta enfermedad se inocularon
50,000 conidias de cada una de las 4 cepas en la region internodal de tallos de
plantas de maiz de 6 semanas de haber sido plantadas. Tres semanas después de
la inoculacién se realizé6 un corte longitudinal para observar los danos al tejido

ocasionados por el hongo (Figura 29).

Se observaron cambios en la coloracién de la parte interna del tallo debido a la
infeccion de F. verticillioides. La coloracion rojiza o marrén se presenté en los tallos
inoculados con las cepas PAL-1y MY5. La cepas H-135-1 y MY3 causaron una zona
de necrosis en las que incluso se observo la presencia de micelio. Los tallos control
tratados con agua estéril no mostraron dafo, ni siquiera por la herida mecanica
producida al realizar la puncion. Este efecto se mostré también en los embriones de

semillas controles inoculados de manera similar.
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Figura 29. Tallos de maiz infectados con Fusarium verticillioides. Los tallos de plantulas de 5
semanas fueron heridos por puncion e inoculados 50 000 conidias de la suspension de
conidias de las cepas PAL-1, MY5, H-135-1 y MY3. Tras 3 semanas se realizd el corte
longitudinal para observar lesiones en el area de puncion cuya severidad es mayor para las
cepas H-135-1y MY3.

La figura VII (ver APENDICE) muestra las lesiones causadas en tallo y semillas
germinadas en maiz hibrido ZR-76 con resultados similares a los encontrados con la

raza “Chalquefno”.
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5.5 Infeccion de F. verticillioides en hojas de maiz.

También evaluamos la severidad de la lesidon que produjeron las cuatro cepas en
hojas de maiz. Para esto se inocularon 50,000 conidias en hojas desprendidas de
plantas de maiz de 4 semanas. Tras dos dias de infeccion observamos sintomas de
decoloracion en el sitio de puncién sobre todo en las cepas MY5, H-135-1 MY3. A
los cuatro dias el area de lesidén avanzo, la coloracién se hizo mas oscura e incluso

se observo la presencia de micelio.

A los 7 dias las lesiones necréticas contrastaron con la clorosis observada en
hojas infectadas con PAL-1, H-135-1 y MY3. El desarrollo de micelio fue evidente,
sobre todo en las cepas MY5 y H-135-1 y la infeccidon avanz6 en la misma direccién
que las nervaduras de las hojas desde el sitio de puncion (cepas H-135-1 y MY3).
Los resultados se muestran en la Figura 30. En la Figura VIII del APENDICE se
muestra una réplica del experimento donde se observa un mayor avance de la

infeccion por la cepa MY3 en este tejido.

En la Figura 31 se observa un mayor detalle del sitio de infeccion; las cepas
MY5, H-135-1 y MY3 presentaron un desarrollo considerable tras 4 dias de infeccion.
La cepa MY3 provocd la mayor area de lesion. La cepa PAL-1 caus6 un daio
minimo a los 4 dias, sin embargo, a los 7 dias se observa un aumento considerable
en las lesiones. Las tres cepas restantes muestran una abundante formacion de
micelio en varios de los sitios de puncidén asi como una coloracién café pronunciada
y el avance de las lesiones necroticas no solo en la periferia del sitio de puncion si

no que se extiende sobre mas alla del tejido (cepas H-135-1 y MY3).
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Figura 30. Lesiones provocadas por las 4 cepas de F. verticillioides en hojas de maiz. Se
tomaron aprox. 10 cm de las hojas secundarias y terciarias de plantulas de 4 semanas y
fueron heridas por puncidn. Se inocularon 50,000 conidias de las 4 cepas y se incubaron en
camara humeda para registrar los sintomas a los 2, 4 y 7 dias post-infeccién.

Figura 31. Inoculacion de F. verticillioides en hojas de maiz. Imagen tomada en microscopio
estereoscopico muestra los dafios producidos en el area de puncién alos 4y 7 dpi.
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VIl. DISCUSION

A. Asociacién entre la producciéon de FB1 y la colonizacién de maiz durante la

germinacion.

La cuantificaciéon de FB1 de las distintas cepas en medio GYAM revelé que la
cepa MY3 tiene la mayor produccion de FB1 (26,000 umol/mL) seguida por la cepa
H-135-1 con una produccion aproximada de la micotoxina 10 veces menor (2,400
gmol/mL). Las cepas PAL-1 y MY5 produjeron niveles mas bajos que estas dos
primeras cepas: 20 ymol/mL y 16 pmol/mL de FB1 respectivamente. En la
caracterizacion inicial de estas cepas se usd arroz estéril como sustrato para
determinar los niveles de FB1 producida (Sanchez-Rangel et al. 2005). Estos niveles
dependen del sustrato, condiciones y tiempo de incubacion. Sin embargo el orden de
produccion de las cepas se mantuvo en los sustratos de medio GYAM y arroz estéril.

Para responder la pregunta si los niveles de producciéon de FB1 en sustratos
estériles son comparables a la sintesis in planta, se inocularon embriones de maiz
con las cepas de F. verticillioides y se germinaron. En este tejido vivo la cepa MY3
resulté la de mayor produccion (135,000 umol/ng) seguida nuevamente de la cepa
H-135-1, mientras que las cepas MY5 y PAL-1 sintetizaron bajos niveles de la toxina.

Por los resultados obtenidos en ambos modelos, clasificamos a las cepas MY3 y
H-135-1 como cepas con alta produccion de FB1, y a PAL-1 y MY5 de baja
produccion. La capacidad de produccion de FB1 es independiente del origen
geografico de los aislados, pues las cepas MY3 y MY5 se aislaron del Valle del
Yaqui en Sonora, mientras que las cepas H-135-1 y PAL-1 se aislaron del Edo. de
México. La alta diversidad en los niveles de FB1 producida por distintas cepas de F.
verticillioides es consistente con otros estudios en México y todo el mundo. Algunos
de los rangos en produccion de FB1 que se han reportado han sido de 10-6421 ppm
(Nelson et al. 1991), 10-5810 mg/g (Desjardins et al. 1994), 0.1-4047 mg/g
(Sanchez-Rangel et al. 2005), 114-38860 ng/g (van der Walt et al. 2006).
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Se utilizdé la produccion de conidias in planta como un primer parametro para
estudiar la asociacion entre la virulencia de F. verticillioides y los niveles de FB1
sintetizada. Al infectar los embriones de maiz con las cuatro cepas observamos que
las cepas MY3 y H-135-1 produjeron mas conidias en el tejido vegetal que las cepas
MY5 y PAL-1. Ademas estas cepas de alta produccién afectaron de forma acentuada
la germinacién de los embriones infectados. Este efecto correlaciona con lo que se
ha reportado donde se ha visto que la FB1 aplicada exdgenamente retarda el
crecimiento (Dohelert et al. 1994; Gutiérrez-Najera 2005).

La cepa MY3 coloniz6 con mayor eficiencia los embriones y caus6é una
disminucién mas acentuada en la germinacién que las otras cepas. Las cepas MY5 y
PAL-1 tuvieron un efecto menor en la inhibicion de la germinacion, asi como una
pobre colonizacion del tejido. La cepa H-135-1 la cual produjo una cantidad
importante de FB1 provocd reduccion en la germinacion y una alta colonizacion de
embriones, solo superada por MY3. A medida que la carga de conidias es mayor, la

germinaciéon de las mismas disminuye (Cordero et al., 1993).

Se ha reportado que la FB1 ayuda a facilitar la colonizacién del tejido, por parte
de F. verticillioides (Desjardins et al. 1995), ademas de participar en la inhibicion o
retardo de la germinacion donde la inhibicion de la ATPasa de H™ por accién de la
FB1 disminuye la acidez involucrada en procesos de elongacion radicular (Gutiérrez-
Najera et al 2005).

Se ha visto asociacion entre la conidiacion y la produccion de metabolitos
secundarios, entre ellos la FB1 (Brodhagen & Keller 2006; Gao et al. 2007).
Mutantes con delecion de genes como el fck1 que codifica a una cinasa tipo C que
interactua con la proteina Fcc1, muestran una disminucion en la produccion de FB1
y la conidiacion (Bluhm et al. 2006). La delecion en el gen GBP1 que codifica a una
proteina G monomérica muestra el mismo efecto (Sagaram et al. 2006). También
hay fenotipos en los que esta asociacion no ocurre: mutantes afectadas en el gen
GBB1 que codifica a una subunidad B de una proteina G heterotrimérica muestran

reduccion en los niveles de FB1 pero no en conidiacion (Sagaram 2007).
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En embriones infectados mediante puncidon e inoculacion de conidias se
observaron lesiones mas severas con las cepas de alta produccién de FB1 (H-135-1
y MY3), seguida por la cepa MY5, mientras que la cepa PAL-1 con una menor
produccion de micotoxina muestra lesiones de manera mas localizada. Aun cuando
estos resultados son cualitativos, reflejan la capacidad de colonizacion y generacién

de sintomas del hongo patégeno.

B. Ensayo de Actividad de las B-1,3-glucanasas de maiz en respuesta a la
infeccién por F. verticillioides.

La actividad total de las B-1,3-glucanasas de maiz se realizé por el
procedimiento descrito por Sanchez-Rangel (2012) donde reporta una disminucion
en la actividad total a las 18 horas respecto al control y un aumento a las 24 horas
de embriones en presencia de FB1 20 uM. En nuestro experimento se observo la
misma tendencia pero en embriones infectados con las distintas cepas donde MY3
mostré en mayor medida este efecto pero a las 24 y 30 horas respectivamente. Cabe
destacar la importante disminucion de la actividad total a las 24 horas en embriones
tratados con las cepas H-135-1 y MY3 (50%-60%) de mayor produccién de FB1,
mientras a las 30 horas se observa un claro aumento en la actividad con las cepas
PAL-1y MY3 en un 20% y de hasta un 40% por parte de la cepa H-135-1.

En los geles de control de cargado carecen de proteinas de alto peso molecular
con la infeccion de las cuatro cepas de F. verticillioides. Lo que se muestra de
manera mas evidente y uniforme a las 30 hpi. Este hecho no parece estar
relacionado a la presencia de FB1 pero si a la infeccién ya que ilustra que existen
cambios bioquimicos en respuesta a la infeccidon del hongo, muy posiblemente por la
activacion de proteinas relacionadas a patogénesis con actividad de proteasa
(Ferreira et al. 2007).

Los geles corridos en condiciones nativas con el que se revel6 la actividad de las
B-1,3-glucanasas permitieron observar 3 isoformas que corresponden a las
encontradas por Sanchez-Rangel (2012) aunque no se descarta la presencia de

algunas otras. Dos isoformas de lento corrimiento que se observan como dos
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bandas delgadas y paralelas en la parte superior (I y Ill) y que fueron identificadas
con naturaleza basica (pl= 8.5-9.0) y una isoforma de corrimiento rapido (I) que se
observa como una banda ancha y caracterizada como acida (pl= 5.3) mediante
isoelectroenfoque (IEF) en condiciones nativas.

Aun cuando el analisis cuantitativo de este efecto es dificil de determinar, las 4
réplicas provenientes de dos experimentos independientes mostraron la tendencia
de los resultados. Se observo inhibicion de las isoformas basicas de las glucanasas,
respecto al control, efecto que se vio en mayor medida a las 30 hpi. Las cepas con
una produccién mayor de FB1: MY3 y H-135-1 mostraron un mayor grado de
inhibicion de la isoforma basica Il, misma tendencia que la encontrada por
densitometria 6ptica para la isoforma basica Il a las 24 horas, o que concuerda con
el trabajo previo in vitro donde a mayor cantidad de FB1 afadida a embriones de

maiz se observaba una mayor inhibicién de estas isoformas.

En contraste, se observé una mayor actividad de la isoforma acida | en las cuatro
cepas, sobre todo en las de mayor produccion (H-135-1 y MY3) a las 30 hpi.
Mientras que la cepa MY3 mostré por densitometria Optica la mayor induccion de
esta isoforma. Esto concuerda también con lo encontrado por Sanchez-Rangel
(2012) y que esta induccion podria estar mediada por la via del acido salicilico

activadas por las bases esfingoideas cuyos niveles aumentan por accion de la FB1.

La disminucion de la actividad total a las 24 horas visto en mayor medida por
cepas con mayor produccién de FB1 y la activacion mayor a las 30 hpi puede
explicarse en cierto modo al observar la tendencia de cada una de las isoformas, ya
que la produccion de FB1 puede inhibir la actividad de las enzimas de defensa
constitutivas a las 24 hpi, mientras que a 30 hpi la actividad total se ve aumentada
en medida que aumenta la actividad de la isoforma acida.

Se ha observado que distintos patdgenos usan moléculas capaces de inhibir
defensas constitutivas por ejemplo el inhibidor GIP1 secretado por Phytophthora
Sojae actua especificamente sobre una isoforma de 3-1,3 glucanasa de soya y tiene

actividad inhibitoria en otras hidrolasas (Misas-Villamnil et al. 2008). Los resultados
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reportados anteriormente y en este trabajo aportan evidencias importantes sobre la
funcion efectora de la FB1 en este tipo de inhibicion de proteinas de defensa basicas

que favoreceria su infeccién.

Por otro lado se presenta la induccién de una isoforma acida en respuesta a la
infeccion del hongo y al parecer proporcional a la produccion de FB1. La actividad de
esta isoforma posiblemente es mediada por la via del acido salicilico, ocasionando
un aumento en la hidrolisis de componentes estructurales de la pared del hongo y
que estas moléculas puedan funcionar como elicitores que desencadenan y
amplifican otras respuestas de defensa. Este es un ejemplo de induccién por parte
del huésped en respuesta a la infeccion de un agente patégeno o incluso de un tipo

de inmunidad mediada por la misma FB1.
C. Asociacion entre la produccion de FB1 y enfermedades en plantas de maiz.

Dado que F. verticillioides causa enfermedades a lo largo del desarrollo del maiz,
también probamos la hipotesis sobre el papel de la FB1 por la infeccién de plantas
en estadios post-germinacion. Al evaluar la pudricion del tallo, las cepas H-135-1 y
MY3 causaron dafios mas severos en la zona de puncidn ya que observamos areas
de necrosis mas extensas severas y un mayor desarrollo de micelio que con las
cepas PAL-1y MY5.

En el genotipo susceptible, el hibrido ZR-76, observamos que las cepas H-135-1
y MY3 también provocaron necrosis mas severa en tallo. En contraste, los controles
no mostraron dafo alguno, ni siquiera por el dafio mecanico provocado por la
puncion ya que estos tejidos presentan una alta proliferacion celular que conllevan a
la reparacién del tejido (Sena & Birnbaum 2010), mecanismos que podrian verse

afectados por la infeccion.

Del mismo modo, en el ensayo de infeccién de hojas, las cepas MY3 y H-135-1
tuvieron un mayor grado de colonizacion del tejido y severidad en el sitio de puncion,
por la decoloracion en el tejido, que las otras dos cepas y un desarrollo abundante
del micelio. Asi mismo el efecto de la FB1 en el crecimiento se observd en la

disminucién de la elongacion radicular en cepas con mayor produccion aunque no se

66



observé de manera tan clara, pero si se aprecid este efecto en la longitud de las
plantulas donde MY3 muestra una reduccién significativa del tamafio de la parte

aérea respecto al control.

El papel de la fumonisina en la virulencia de F. verticillioides se ha debatido por
mucho tiempo y hay evidencias bioquimicas y genéticas para probar esta hipotesis.
Las evidencias bioquimicas consisten en la aplicacion exégena de FB1 en distintos
tejidos de maiz: Dosis de FB1 13 yM han mostrado el decremento en el crecimiento
del tallo en un 50 % y en raices de hasta 75 % (van Asch et al. 1992; Doehlert et al.
1994) mientras que concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 uM es visible la reduccién
en la longitud de tallo y raices (Lamprecht et al. 1994). Recientemente, Williams vy
colaboradores (2007) reportan una correlacion inversa entre la longitud y peso de las
raices con los niveles de FB1, ademas que plantulas de maiz no infectadas regadas
con FB1, causan una significativa respuesta dependiente a la dosis en la reduccion

del desarrollo de raiz y tallo, asi como la presencia de lesiones en hojas.

Las evidencias genéticas se basan en el uso de cepas con distinta capacidad de
produccion de FB1 o que no la produzcan. Para esto suelen utilizarse cepas
mutantes con el gen FUM1 interrumpido. Se ha visto que las cepas productoras de
fumonisina son virulentas y aquellas que no la sintetizan no son capaces de infectar
a plantas (Desjardins et al. 1995). Sin embargo no encontraron relacién en cuanto a
la pudricion de tallo y mazorca. Por ello refieren que las fumonisinas aumentan la
virulencia de F. verticillioides pero no son necesarias o suficientes para el desarrollo
de la enfermedad. Ademas, se han reportado otros casos donde no se muestra

correlacién entre produccién de FB1 y virulencia (Desjardins et al. 2000, 2002).

En contraste Glenn y colaboradores (2008) transformaron una cepa de F.
verticillioides con el locus FUM. Esta cepa es incapaz de sintetizar FB1 y de infectar
maiz pero la transformacién y expresién de los genes le confiere la capacidad de
sintetizar la toxina y producir infecciones en plantulas de maiz con sintomas
caracteristicos, como la aparicion de lesiones necroéticas, blanqueamiento del tejido y
disminucién en el crecimiento. Esta es una importante evidencia del papel fisiolégico

de la FB1 en la virulencia de F. verticillioides.
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Estos resultados contrastantes pueden deberse a diversos factores como la
variabilidad de métodos entre las distintas investigaciones, la forma en que se
inocula F. verticillioides, el genotipo del hospedero, el sustrato utilizado o la forma
de aplicar las fumonisinas. Ademas debemos recordar la presencia de otras
micotoxinas y la produccion de enzimas liticas que influyen en la interaccion. Keshri
& Magan (2000) encontraron que cepas no micotoxigénicas de F. verticillioides
producen una actividad total y especifica de algunas enzimas hidroliticas mayor que
en cepas toxigénicas. Incluso se ha observado también una diferente respuesta
fitotoxica de la FB1 dependiendo del genotipo de huésped y la dosis aplicada, ya
que se ha observado una induccion del crecimiento a bajas concentraciones de FB1

antes que un efecto nocivo (Yates et al. 1997; Arias et al. 2012).

Recientemente se ha evidenciado el efecto de diversos factores como el
genético, con el que se han disminuido variaciones y observado mayor relacion entre
la cantidad de FB1 y la virulencia en maiz (Desjardins et al. 2005; Dall’Asta et al;
2012) incluso en la pudricion de mazorca (Miedaner et al. 2010; Hung & Holland
2010; Picot et al. 2013). En resumen, las evidencias apoyan que la fumonisina
contribuye a la virulencia de F. verticillioides en la infeccion de tejidos de maiz,

aunque este efecto no es tan claro en la pudricién del tallo.

El estudio presentado aqui contribuye con evidencias genéticas aprovechando la
variabilidad natural en la capacidad de producir fumonisina por las distintas cepas de
F. verticillioides. Se emplearon dos cepas aisladas del noroeste y dos cepas del
centro de México y que contrastaban en la produccion de FB1. Aunque no se uso
una cepa nula en la produccién de fumonisina, consideramos que los resultados son
validos e interesantes pues las plantas de maiz estan expuestas a una poblacion

diversa de cepas del patogeno.

Los resultados son consistentes con lo publicado en la literatura pues muestran
que la FB1 contribuye a la virulencia de las cepas, provocando sintomas mas
severos y un mayor grado de necrosis en la infeccion de las cepas H-135-1 y MY3.
Se establecieron las bases y protocolos para la inoculacidn de plantas de maiz en
distintos estadios de desarrollo y se deberan implementar técnicas cuantitativas para
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evaluar la severidad de los sintomas. Una limitante en este estudio fue el material
bioldgico y el espacio en el invernadero ya que un numero mayor de plantas nos

hubiera permitido hacer analisis estadisticos mas robustos.

Se corrobord que las 4 cepas de F. verticillioides tienen efectos diferenciales en
la actividad de las p-1,3 glucanasas, aun cuando este efecto es dificil de determinar
ya que las isoformas acidas son activadas mientras que las isoformas basicas son

suprimidas.

Este proyecto busca aportar evidencias y generar conocimiento que ayuden a
entender mejor el papel de la FB1 en la interaccidn F. verticillioides-maiz para
desarrollar aplicaciones en el campo que ayuden a reducir el indice de
enfermedades atribuidas a este hongo y la contaminacion ocasionada por las
mismas. Si bien el uso de mutantes en la produccién de FB1 es una herramienta
ampliamente utilizada y con resultados muy convincentes, el uso de las cepas
aisladas de campo a pesar de no ser isogénicas y presentar variabilidades, muestran
una mayor aproximaciéon a lo que ocurre naturalmente en el campo y ayuda a

entender mejor las causas y efectos en que se produce esta compleja interaccion.
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VIIl. CONCLUSIONES.

v' Las cepas utilizadas muestran un amplio rango de producciéon de FB1 que
varia en un rango entre 1 y 10,000 veces entre la cepa de menor y mayor

produccion.

v' Las distintas capacidades de producir FB1 por las 4 cepas en medio definido

se reflejo en la produccion en el tejido vegetal.

v' Las cepas MY3 y H135 que producen niveles elevados de FB1, tuvieron una
mayor capacidad de colonizar embriones de maiz, inhibir germinacién de las
semillas, inhibir la elongacién radicular y el crecimiento del tallo y de causar

areas de necrosis mas severas en tallos y hojas de maiz.

v' Las cepas MY3 y H135 que producen niveles elevados de FB1, inhibieron
significativamente la actividad de [-1,3-glucanasas a las 24 horas,

posiblemente por su accién sobre las isoformas basicas de estas enzimas.
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IX. PERSPECTIVAS.

e Incrementar la muestra en los ensayos de semillas y de plantas para poder

realizar un analisis estadistico mas robusto.

¢ Realizar experimentos bajo ciertos factores como temperatura y humedad que
causen estrés en la planta y observar el efecto del desarrollo del hongo

asemejando condiciones ambientales.

e Seguir la investigacion utilizando otras cepas con distinta produccion de FB1,
asi como cepas mutantes incapaces de producir la toxina. También utilizar
distintos genotipos de maiz que puedan presentar susceptibilidad o tolerancia a

estas cepas incluso también probar con otras micotoxinas.

e Desarrollar mediante técnicas de biologia molecular metodologia aplicada a la
deteccién, control y prevencion de F. verticillioides en maiz con el fin de reducir

los riesgos de contaminacion y mejorar la produccion de maiz.

e Purificar y caracterizar las distintas isoformas de las 3-1,3 glucanasas que
participan en la infeccion por parte de F. verticillioides e investigar el
mecanismo por el cual la FB1 modula su actividad, asi como evaluar su

participacion en eventos de respuesta de defensa posteriores.
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XI.APENDICE.

A. Preparacién de soluciones y medios de cultivo.

Tabla I. Composicion Final de medio GYAM.

Compuesto Concentracié.n final del
medio
. Acido malico 50 mM
II. NaCl 1.7 mM
[ll. MgSO4 2.0 mM
IV. KHPO, 4.4 mM
V. CaCl, 8.8 mM
VI. Glucosa 0.12 M
Extracto de Levadura 0.05%
L-Asparagina 8.0 mM

A.1 Preparacion de soluciones para la cuantificacion de fumonisinas por
HPLC.

Fase Mavil metanol-buffer de fosfatos 50mM (80:20).

Para preparar 500 mL se disuelven 6.9g de NaH,PO,4-H,0 en 1 litro de agua ajustando el pH a
3 con acido fosférico. Tomar 100 mL de esta solucién y mezclarlos con 400 mL de Metanol
grado HPLC.

Buffer de boratos 50 mM, pH 9.7.

Pesar 1.9g de tetraborato de sodio (Na;B;07-10H,0; P.M. 281.4 g/mol) y disolver en 89 mL
de agua. Ajustar pH a 9.7 con NaOH 1My aforar a 100 mL.

Soluciéon Stock de OPA 7.45 mM (o-phtaldialdehido; SIGMA P-0657) P.M. 134.1 g/mol.

Se pesaron 2 mg de OPA y fueron disueltos en 400 pL de metanol grado HPLC. Se diluyeron
con 2 mL de amortiguador de boratos 50 mM, pH 9.7, se afadieron 3 uL de B-
mercaptoetanol y se mezclaron bien. Se almacena a 4°C y solamente se utiliza fresca el dia

de la cuantificacion.
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Tabla Il. Preparacion de la reaccion de FB1 con OPA y concentracion final

de las mismas.

Muestra Muestra (pL) OPA (pL) ACN-('::‘(L)) (1:1) fmole:Len 20
Blanco 10 A(‘(lizl\i—)HZO 25 465 0
FB1 (6.25 pM) 10 25 465 12.5
FB1 (12.5 pM) 10 25 465 25
FB1 (25 uM) 10 25 465 50
FB1 (50 uM) 10 25 465 100
FB1 (75 uM) 10 25 465 150
FB1 (100 pM) 10 25 465 200
FB1 (150 puM) 10 25 465 300

Tabla lll. Componentes del buffer de extracciéon de proteinas.

Reactivo Concentracion final
Acetato de Sodio 0.05M
Sacarosa 250 mM
B-mercaptoetanol 5mM
EDTA 10 mM
PoI|V|n|(IF|>o\|/rF:;)I|dona 1%
Glicerol 10%
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Tabla IV. Cuantificacion de proteina total por el método de Bradford.

BSA . .
, 'Vol.BSA H,0 Reactivo de Amortiguador de
Muestra Proteina ..
(3 pg/uL) (L) Bradford (uL) extraccién
(ng)
Blanco 1 - - 1000 -
Blanco 2 - - 800 200 -
Blanco 3 - - Ajustar 200 Depende (casi siempre
son Entre 1-2 ul)
1 3 1 799 200 -
2 6 2 798 200 -
3 9 3 797 200 -
4 12 4 796 200 -
5 15 5 795 200 -
6 18 6 794 200 -
7 21 7 793 200 -
8 24 8 792 200 -
Muestra 1-2 pL - Ajustar 200 -

'Solucién de BSA (3 pg/mL)

La absorbancia de las muestras se lee a A=595 nm en celdas de plastico

A.2 Preparacion de soluciones para la determinacion de la actividad de las -
1,3 glucanasas de maiz en gel.

Solucion de Acrilamida (30%acrilamida,0.8%bis-acrilamida).

Para preparar 100 mL, pesar 30 g de acrilamida y 0.8 g de bis-acrilamida. Mezclar y
almacenar se almacend en refrigeracion a 4°C. Nota: siempre usar guantes y cubrebocas
para preparar la solucion pues la acrilamida es irritante y neurotdxica.

Buffer para el gel separador y gel concentrador.

Pesar 48.5 g Tris y disolverlo en 200 mL de agua desionizada. Ajustar el pH a 8.8 con HCI.

Persulfato de amonio 10%. Pesar 100 mg y disolver en 1 mL de agua desionizada.

Buffer de corrida Tris (25 mM)- glicina (192 mM).

Para preparar un litro, pesar 3 g Tris y 14.4 g de glicina. Almacenar a 4°C.
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Solucion de acetato de potasio 0.05M pH=5.

Pesaron 0.41 g de acetato de potasio y disolver en 100 mL de agua desionizada. Ajustar el el
pH en el potencidmetro.

Solucion de fosfato de potasio dibasico 50 mM pH=7.0

Pesar 1.74 g de la sal de potasio y disolver en 200 mL de agua desionizada. Ajustar el pH.

Buffer de muestra. SDS-PAGE: Tomar 0.5 mL de Tris-HCI 0.5M pH=6, adicionar 0.8 mL de SDS

10 %, 1 mL de glicerol, 0.4 mL de azul de bromofenol, 0.2 mL de 2-mercaptoetanol y 5.1 mL
de agua desionizada. Native-PAGE: Tomar 0.5 mL de Tris-HCI 0.5M pH=6. agregar 1.1 mL de

glicerol, 0.4 mL de azul de bromofenol y 6 mL de agua desionizada.

Tabla V. Preparacidn de los geles separador y concentrador para los geles nativos de

actividad.
Reactivo Stock Gel Separador volumen Gel Concentrador volumen
Acrilamida/Bisacrilamida 30:0.8 % 2mL 0.265 mL
Trizma base 2 M pH= 8.8 1.25mL 0.5mL
Glicerol 1mL 0.2 mL
H,O 750 pL 1.035 mL
TEMED 5uL 2uL
Persulfato de amonio 10% 50 uL 20 uL

B. Réplicas y complementos de experimentos realizados.

Figura I. Curva Patron de glucosa utilizada para la cuantificacion de la actividad total de las
B-1,3-glucanasas de maiz tras la infeccion de F. verticillioides.
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Figura Il. Actividad de las diferentes isoformas de B-1,3-glucanasas de maiz en gel resuelto
en condiciones nativas. Cada carril corresponde a cada una de las cepas utilizadas a las 24
horas y 30 horas. A. Gel escaneado a color. B. Gel escaneado en Chemidoc. C. Control de
carga SDS-PAGE. Se cargaron 170 ug de proteina.

Figura lll. Patrén de proteinas de embriones de maiz teilidos con azul de Coomassie A.
SDS-PAGE y B. Gel corrido en condiciones nativas. Se cargaron 15 ug de proteina.
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Figura IV. Actividad de las distintas isoformas de las B-1,3 glucanasas de maiz en gel por las
distintas cepas de F. verticillioides. Actividad de: A. Isoforma bdsica Il tras 24 hpi. B.
Isoforma acida | tras 24 hpi. C. Isoforma basica lll tras 30 hpi. D. Isoforma bdsica Il tras 30
hpi. Los resultados de estas isoformas son discretos o no significativos.
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Figura V. Efecto en el crecimiento de plantulas de maiz “Chalquefio” tras 24 dias post-
plantadas. Las semillas fueron embebidas en suspensién de 50,000 conidias/mL durante la
germinacién con cada una de las cuatro cepas de F. verticillioides. Se observa un decremento
en el crecimiento de plantulas infectadas con las cepas PAL-1, H-135-1 y en mayor medida
MY3.

Figura VI. Efecto en el crecimiento de plantulas de maiz tras 24 dias post-plantadas. Se
observa una clara disminucion de la elongacion de las plantulas infectadas con las cepas PAL-
1, H-135-1 y MY3. Esta ultima cepa muestra el mayor efecto en el decremento.
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Figura VII. Lesiones causadas en maiz con la inoculacion de 50 000 conidias en el sitio de
puncion en A. Semillas germinadas. Se observa un mayor dafio producido por la cepa H-135-
1y MY3. B. Tallos de 6 semanas. Se observan lesiones en los tallos, el de mayor severidad se
observa en el tallo infectado con la cepa MY3. Se utilizé el hibrido ZR-76.

Figura VIII. Lesiones provocadas por las 4 cepas de F. verticillioides en hojas de maiz. Las
hojas de 4 semanas fueron heridas por puncion e inoculadas con 50,000 conidias. Se
muestran los sintomas a los 2, 4 y 7 dias post-infeccion. La cepa MY3 muestra el mayor
avance de lesidn respecto a las demas cepas y un mayor desarrollo de micelio a los 7 dias.
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