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Resumen:

El maiz es un cereal que constituye la base de la alimentacion de millones de
personas en el mundo, y su productividad es limitada tanto por factores bidticos
como abioticos. Entre los factores bidticos, el hongo ascomiceto Fusarium
verticillioides es considerado el principal patdégeno del maiz, por su ubicuidad y
por provocar enfermedades a nivel de plantula, raiz, tallo, mazorca y grano. Este
patdgeno sintetiza y excreta una serie de micotoxinas, como la fumonisina B1
(FB1), que es un factor de virulencia, ya que su produccidén se asocia con una
mayor agresividad de las cepas. Ademas, la presencia de la toxina merma la
calidad de los granos y alimentos derivados de maiz. Las plantas han
desarrollado un repertorio diverso de metabolitos de defensa contra
fitopatdgenos y plagas de insectos. Dentro de estos metabolitos destacan las
benzoxazolinonas producidas en algunas gramineas, incluyendo al maiz. Las
benzoxazolinonas (1,3-benzoxazol-2-ona y 6-metoxi-1,3-benzoxazol-2-ona;
BOA y MBOA, respectivamente), son acidos hidroxamicos ciclicos, que tienen una
amplia gama de actividades antialimentarias, antifingicas, insecticidas,
antimicrobianas y alelopaticas. Sin embargo, F. verticillioides ha evolucionado al
metabolizar estos compuestos y entonces es tolerante a concentraciones que
resultan inhibitorias para otros hongos. Esta capacidad de biotransformacién de
BX constituye una ventaja ecoldgica para F. verticillioides y explica su alta
frecuencia en campos de maiz. La tolerancia esta asociada con la conversion
metabdlica de MBOA y BOA a acido N-(2-hidroxi-4-metoxifenil) malonamico y
acido N-(2-hidroxi-fenil) malonamico, respectivamente. El presente trabajo
recopila evidencias sobre la amplia diversidad en la capacidad de producciéon de
fumonisinas entre cepas de F. verticillioides reportados en la literatura. También
explora la variabilidad en la capacidad de metabolizar BX para tratar de
establecer una relacion entre estas caracteristicas como promotores de la

virulencia de F. verticillioides.
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1. Introduccion

I. Fusarium verticillioides: Patogeno del maiz (Zea mays)

I.A. Taxonomia de Fusarium verticillioides

Fusarium es un género anamorfico (Forma teleomorfa: Gibberella fujikuroi)
perteneciente a los ascomicetos del orden Hypocreales (clase Sordariomycetes)
gue agrupa a un gran numero de especies. En el pasado y debido a su
importancia en la agricultura la taxonomia de este género se basaba
principalmente en criterios morfoldgicos del hongo en medios de cultivo, asi como

del tipo de planta huésped de donde se aislaba (Guarro, 2012).

Los criterios morfoldgicos mas utilizados son la forma de reproduccién (sexual y
asexual), la presencia de clamidoconidias y/o la forma perfecta del hongo. Sin
embargo, esta clasificacion no describe totalmente la complejidad de este género
y ha resultado en varias revisiones y reclasificaciones por lo que se han empleado
secuencias de multiples loci (ITS-genes de RNA ribosomal nuclear, EF-1a, B-

tubulina, Calmodulina y RPB2) para su certera identificacion.

El uso de la region espaciadora transcrita interna (ITS-RNA ribosomal) para
identificacion por medio de PCR acompafiado de secuenciacion y uso de base de
datos, es frecuente sobre todo en el ambito clinico, ya que es un gen ortdlogo,
tiene un alto nivel de variacion entre especies ademas de ser de facil
amplificacion, sin embargo existen algunas desventajas con este gen, ya que la
variabilidad de este es insuficiente para distinguir las diversas especies,
complejos de especies de Fusarium, basicamente con el uso de esta secuencia
se tiene cierta incapacidad para distinguir entre especies estrechamente
relacionadas. Por lo anterior se ha optado por usar secuencias que han aportado
mayor resolucion, como el factor de elongacién de la traduccion 1a (EF-1 a), y
la subunidad 2 de la RNA polimerasa II (RPB2) (Balajee et al. 2020).
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I.B. Morfologia de Fusarium verticillioides

En muchas especies del género Fusarium spp. se observan macroconidias, que
son un tipo estructura de reproduccién anamorfica (asexual). Debido a que su
morfologia varia entre especies, este criterio no es concluyente y se emplean
otras caracteristicas como: la formacién de cadenas monofialides de conidias, la
presencia o ausencia de clamidoconidias, los cuales son otro tipo de estructura
de reproduccién anamorfica, del tipo taloconidios y la presencia de
esporodoquios que son estromas pequenos en forma de almohadilla, cubierta de
conidiéforos que se pueden observar en un medio CLA (Carnation Leaf Agar) el
cual también promueve la formacién de conidiéforos. También se pueden formar
esporodoquios los cuales son una masa compacta de hifas (Fig. 1) (Nelson et al.
1983).

En F. verticillioides se ha observado en mayor proporciéon la presencia de
microconidias, ocasionalmente se observan macroconidias las cuales son
pluricelulares, polimorfas y de mayor tamafio que las microconidias, ademas de
no presentar clamidoconidias a diferencia de otras especies como F. oxysporum

o F. solani.

A W . Ug' = "

Figura 1. Morfologia microscépica de Fusarium verticillioides. Microconidias de
F. verticillioides producidas en esporodoquios (A) y en cadenas (B). Tomado de: De la
Torre-Hernandez et al. (2014).
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A nivel macroscoépico algo que caracteriza a las colonias de F. verticillioides es la
diversidad de pigmentacion entre cepas de la misma especie, incubadas en el
mismo medio, por lo que la morfologia colonial no suele ser un criterio definitivo.
Un claro ejemplo de esta diversidad puede observarse en la Figura 2, donde se

presentan micelios vegetativos de 4 cepas distintas de F. verticillioides en agar
paba dextrosa (PDA).

Figura 2. Variabilidad de pigmentacion entre distintas cepas de F.
verticillioides. FQZR24 (A), PAL1 (B), MY3 (C), FQ65 (D) Se observan colonias
micelio vegetativo de F. verticillioides crecidas en un medio PDA durante 8 dias de
crecimiento.

Figura 3. Diferencias morfologicas de F. verticillioides (MY3) en medio agar
papa dextrosa. Se observa colonia (Micelio aéreo y vegetativo) en un medio PDA con
8 dias de crecimiento.
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Por ejemplo, en el caso del medio PDA se presenta un micelio aéreo blanco
algodonoso y un micelio vegetativo que va de naranja a purpura (Figura 3).
Actualmente ya se cuenta con el genoma de F. verticillioides completamente
secuenciado, el cual tiene un tamafio aproximado de 42 Mb distribuidos en 12

cromosomas Yy su anotacion predice mas de 14,000 genes (Ma et al. 2010).

I.C. Enfermedades en el maiz causadas por F. verticillioides

F. verticillioides es capaz de infectar la planta de maiz en todas las etapas de
crecimiento, causando varios tipos de enfermedades, como el tizén de las
plantulas y la pudricién del tallo, semilla, raiz y el grano o mazorca (Kommedahl

et al. 1981). A continuacién, se describen con mayor detalle estas enfermedades.
I.C.1. Tiz6n de la plantula

Esta enfermedad ocurre por la presencia de F. verticillioides en la semilla pues
sobrevive como enddfito bajo el pericarpio, o bien en el suelo donde se siembra.
Se le denomina plantula a los primeros estadios de desarrollo de la planta desde
que germina la semilla hasta que se presenten las primeras hojas verdaderas. El
tizon de la planta en un tipo de enfermedad que se caracteriza por la destruccién
rapida y generalizada de hojas y tallos. Los sintomas distintivos pueden
presentarse como una decoloracion café de las plantulas o de un verde palido a
amarillentas. Esto puede variar cuando el sistema radicular se ve afectado, ya
gue las zonas cafés pueden ser las raices y el coledptilo lo que conduce a una
reduccién del tamafio y del vigor de las plantulas o una decoloraciéon negra que

indica la pudricién total de la raiz (Oldenburg et al. 2017).

Para que se presenten los sintomas del tizon de la plantula como lo son: la

reduccidon del peso de las raices, retraso del crecimiento y las lesiones en las
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hojas es necesaria la produccion de la micotoxina fumonisina, que se describira
mas adelante (Glenn et al. 2008).

Por ello, las cepas de F. verticillioides productoras de fumonisinas son mas
agresivas y tienen una mayor capacidad de colonizacidn de plantulas de maiz
(Desjardins et al. 2007; Galeana-Sanchez et al. 2017).

I.C.2. Pudriciéon de mazorca y grano.

La pudricion de la mazorca se caracteriza por la decoloracién y un ndmero
reducido de granos. Los granos infectados desarrollan un crecimiento algodonoso
o polvoso de color blanco-rosado, ademas se observan lineas blancas por debajo
del pericarpio con un patrén radial. Estos signos y sintomas se muestran en la
Figura 4 (Mesterhazy et al. 2012).

-

Figura 4. Mazorca de maiz que presenta pudricion. Se observan rayas blancas
debajo del pericarpio del grano, caracteristicas de esta enfermedad. Tomado de:
Jeschke 2020).

Esta enfermedad disminuye el rendimiento de la produccidon del maiz e influye
en la calidad de las semillas (Lanubile et al. 2017), lo que da paso a una segunda

infeccion completando asi el ciclo de infeccién de este patogeno.
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Se ha comprobado que la incidencia de cepas de F. verticillioides a lo largo de la
planta es mayor si se trata de cepas que provocan inicialmente pudricién de la
mazorca, en comparacion con las cepas que causan pudricién del tallo en un
inicio. Debido a la relacién en la etiologia entre estas dos enfermedades,

regularmente se da una infeccion cruzada (Gai et al. 2018).

La severidad de la pudricién del grano de maiz depende de muchos factores como
condiciones ambientales, densidad del cultivo, presencia de plagas de insectos,
asi como aspectos de la cosecha y almacenamiento. Asimismo, caracteristicas
de las distintas variedades de maiz, como: cobertura de la mazorca, tipo del
endospermo y composicion del pericarpio afectan también el grado de
colonizacidn y la produccion de fumonisinas (Kowalska et al. 2017). A diferencia
del tizon de la plantula, la sintesis de fumonisinas no es indispensable para que
ocurra la pudricion de mazorca y grano, pero su presencia merma la calidad
(Desjardins et al. 2002).

I.D. Rutas de Infeccion de F. verticillioides

La infeccion de la mazorca por F. verticillioides procede por dos principales rutas.
La primera es a través del estigma cuando se trata de un indculo aéreo; las
conidias transportadas por el agua se depositan en este tejido. A partir del acceso
por esta apertura natural, el patdgeno puede infectar a las células del pericarpio,
ademas la hifa del hongo crece en la superficie de la cuticula para poder llegar
al grano, a través de la parte inferior del canal estilar (Duncan & Howard, 2010).
La segunda ruta de infeccidén la constituyen las heridas mecanicas provocadas
por insectos, por lo que la alta incidencia de estas plagas contribuye al aumento

en la gravedad de la pudricién de la mazorca en el maiz (Mazzoni et al. 2011).

La estrategia mas eficiente para controlar la pudricion de mazorca y minimizar

las pérdidas, es mediante la seleccién y uso de genotipos con niveles altos
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de resistencia. En los hibridos y lineas endogamicas de maiz que presentan
resistencia a la enfermedad, ésta se encuentra bajo un control poligénico con
heredabilidad de baja a media, y estd fuertemente influenciada por el medio
ambiente. Esta complejidad se refleja en que aun no se ha logrado obtener algun

genotipo completamente resistente (Kuki et al. 2020).

Se han descrito correlaciones genéticas positivas entre la pudricién de la mazorca
y la concentracidon de fumonisinas del grano, esto sugiere que la seleccidn directa
contra la pudricién de la mazorca también deberia mejorar la resistencia a la
contaminacion por fumonisinas de grano. Sin embargo, la naturaleza poligénica
de la resistencia a la pudricion de la mazorca, ha dificultado incorporar altos
niveles de esta caracteristica en genotipos de maiz comercial (Hung &
Holland,2012; Robertson et al. 2006).

I.E. Produccion de micotoxinas por F. verticillioides

F. verticillioides tiene la capacidad de producir una serie de toxinas que afectan
la calidad y valor de los granos pues tienen efectos nocivos en animales y
humanos cuando los consumen. La variedad de micotoxinas que produce este
hongo es amplia, las mas destacables y estudiadas son las zearalenonas, la
moniliformina, las fusarinas, el acido fusarico y las fumonisinas entre otras que
se producen en menor abundancia en la naturaleza (Takitani et al. 1979;
Desjardins et al. 2001; Nelson et al. 1992). Mas adelante se abundara sobre las

fumonisinas que son las principales micotoxinas producidas por este patdgeno.

I.F. Importancia del cultivo del maiz

El maiz (Zea mays L.) es un cereal indispensable en la dieta de grandes

segmentos de poblacion en distintas regiones geograficas en el mundo por lo que
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tiene una alta importancia econdmica. De acuerdo con los datos recopilados por
la USDA (Departamento de Agricultura de EE. UU.), en el periodo 2020/2021 la
produccién de maiz fue la mayor entre todos los cereales, superando asi al arroz

y al trigo (Tabla 1).

Tabla 1. Produccion de maiz en diferentes regiones. Tomado de: USDA (2022).

Pais / Region Produccion de maiz (millones de toneladas).
2019/2020 2020/2021
Mundial 1234.25 1237.68
México 29.38 30.15
China 287.45 287.33

En México este cereal es la base de la alimentacion al ser la fuente principal de
energia en la dieta. Segun la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de
la Biodiversidad (CONABIO) el consumo per capita es de alrededor de 350 g por
dia principalmente como tortilla y otros productos nixtamalizados. Ademas,
México cuenta con una gran diversidad de genotipos de maiz. La producciéon de
maiz se ve limitada por factores abidticos como: temperaturas extremas, sequia,
suelos acidos, salinidad, entre otros, y por factores bidticos tales como:
microorganismos patdgenos, insectos e incluso algunos roedores. Debido a la
importancia del maiz a nivel mundial se busca incrementar su produccion y la
calidad del grano, buscando fuentes de tolerancia y resistencia a plagas y
enfermedades entre la amplia diversidad genética de este cultivo (Showkath
Babu et al. 2020).

Existe una amplia variedad de patégenos que residen en el maiz causando

enfermedades que disminuyen el rendimiento de los cultivos.
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Sin embargo, Fusarium verticillioides destaca dentro de estos patdgenos ya que
es causante de infecciones en campo durante todas las etapas de desarrollo de

la planta infectando raices, tallos y semillas ademas tiene la capacidad de

producir micotoxinas que afectan la calidad del grano (Bacon et al. 1992;
Munkvold et al. 1997). Aunque este hongo esté relacionado principalmente con
el maiz, otras especies del género Fusarium pueden causar enfermedades

también.

II. Fumonisinas

II.A. Estructura de las fumonisinas

Las fumonisinas comprenden un amplio grupo de micotoxinas, conformado por
mas de 60 moléculas y compuestos analogos. Hasta el momento, se han
clasificado veintiocho fumonisinas en cuatro grupos principales, que incluyen las
series A, B, C y P (Farhadi et al. 2021). Las fumonisinas mas abundantes en
condiciones de campo e incidencia natural pertenecen al grupo B, derivadas de

la mayoria de las cepas de F. verticillioides

Las fumonisinas B (FB) contienen un esqueleto lineal de 20 carbonos, con un
grupo amino en el C-2 y residuos de acidos tricarboxilicos esterificados en C-14
y C-15. Estos compuestos difieren por la presencia o la ausencia de un grupo
hidroxilo en los C-5 y C-10. Dentro de esta familia predominan las fumonisinas
B1, B2y B3, y es la FB1 la que conforma mas del 75% del total de las fumonisinas
(Fig. 5) (de la Torre-Hernandez et al. 2014).

La FB1 es una micotoxina andloga estructuralmente a la esfinganina, por lo que

se acufié el término SAM (Sphinganine-Analog Mycotoxin) (Sanchez-Rangel et

al. 2012). La esfinganina es una base esfingoidea de cadena larga (BCL), que es

precursor en la biosintesis de esfingolipidos; su estructura la compone un

esqueleto lineal de 18 carbonos donde se encuentran dos grupos hidroxilo en el
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C-1 y el C-3, ademas de un grupo amino en el C-2 (Fig. 6).La considerable
similitud estructural de la FB1 con la cadena principal de la BCL explica el modo
de accion de la FB1 como un potente inhibidor competitivo de la esfinganina-N-
acetiltransferasa. Esta enzima cataliza la condensacion entre la BCL con un acido
graso para formar ceramida, por lo que su inhibicion causa la acumulacién de

BCL como esfinganina, esfingosina y fitoesfingosina (Wang et al. 1991).
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Figura 5. Estructura quimica de las fumonisinas del grupo B (FB1, FB2 y FB3).
Tomado de: de la Torre-Hernandez et al. (2014).

variabli

Figura 6. Estructura quimica de esfinganina.
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I1.B. Biosintesis de fumonisinas y estructura del Locus FUM

La biosintesis de las FB es mediada por una serie de enzimas y proteinas
accesorias codificadas por un conjunto de genes agrupados en el locus FUM. Este
se localiza en el cromosoma 1 de F. verticillioides y consta de 17 genes (Fig. 7A)

co-regulados transcripcionalmente (Visentin et al. 2012).

Estas toxinas se sintetizan mediante el metabolismo de los policétidos, partiendo
del acetato. Por evidencias genéticas y bioquimicas se propone la siguiente ruta:
la fase inicial es catalizada por una policétido sintasa (PKS), codificada por el gen
FUM1 responsable del ensamblaje del esqueleto de la molécula (Fig. 7B). El
producto del gen FUM8, es una aminotransferasa que acarrea el grupo amino de
la alanina al policétido generado previamente por FUM 1, completando asi la
longitud de la molécula (20 carbonos). Estos dos genes son esenciales pues, si
existe alguna mutacion en alguno de ellos, la produccién de FB resulta nula
(Proctor et al. 2001). El gen FUM6 codifica una dioxigenasa, la cual cataliza las
hidroxilaciones en los C-14 y C-15 (Uhlig et al. 2012). El producto formado es
modificado por la accién del producto del gen FUM13 el cual es una reductasa
que reduce el carbonilo en el C3. Los productos de los genes FUM7, FUM10,
FUM11 y FUM14 participan en la esterificacion de los acidos tricarboxilicos en las
posiciones C-14 y C-15, que distinguen a estas moléculas y confieren su region

polar.

La mayoria de los genes contenidos en este locus participan en la biosintesis de
la toxina, sin embargo, otras funciones también estan presentes: el gen FUM19
codifica un transportador del tipo ABC que participa a la secrecion de la toxina,
y el producto del gen FUM21 codifica un factor transcripcional que regula la
expresion de otros genes dentro del locus. FUM21 es una proteina de unién a al
DNA con dominios de Zn (II) 2 Cys6 (dedos de zinc) predicha y un factor de

transcripcion que regula positivamente al locus FUM (Brown et al. 2007).
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En la naturaleza sobreviven cepas de F. verticillioides incapaces de sintetizar
fumonisinas, debido a alguna mutacién en alglin gen indispensable como el gen
FUM1, o bien tienen alguna insercién/delecion en el locus FUM. También ocurren
mutaciones en otros genes pertenecientes al locus, como aquellos que codifican
las oxigenasas responsables de la hidroxilacion en C-10 y C-5 del esqueleto; lo
anterior provoca que no produzcan FB1 y, entonces, acumulan FB2 y/o FB3 (de

la Torre-Hernandez et al. 2014).
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Figura 7. Biosintesis de fumonisinas. A. Estructura del locus FUM. B. Ruta de
biosintesis de fumonisinas. Tomado de: de la Torre-Hernandez et al. (2014).

I1.C. Niveles de fumonisinas en el maiz

Dada la importancia de las fumonisinas para la salud humana, el gobierno y la
industria de procesamiento de alimentos de muchos paises han implementado
programas para monitorear los niveles de micotoxinas en los granos y productos

de maiz (Lanza et al. 2017).
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Los valores reportados mundialmente (Tabla 2) abarcan distintos tipos de
productos donde se realizé un muestreo y deteccion de fumonisinas, desde
rastrojo de maiz, hasta productos alimenticios procesados. El rango de
concentracion de fumonisinas es muy amplio, pues va de 0.024 ug/g hasta 19.18
Mg/g, las concentraciones mas bajas presentadas fueron aquellas provenientes
de productos a base de maiz para consumo animal y humano, lo que puede
atribuirse a la destruccion de estas micotoxinas e incluso de F. verticillioides tras

el proceso industrial de estos productos.

Tabla 2. Niveles de fumonisinas presentes en diferentes productos de maiz.

Origen Muestra y Referencia Niveles de
fumonisinas

Jalisco, México. | Rastrojo de maiz (Reyes-Velazquez et al.

2018) 0.23 - 19.18 pg/g

Silesia, Polonia Harina de maiz (Kowalska et al. 2017) 6,342 ug/g

Silesia, Polonia Muestras varias de productos de maiz

(Kowalska et al. 2017) 0.23 - 6.45 1g/g

Brasil Granos de maiz (Lanza et al. 2017) 1-7.24 ug/g

Colombia Maiz y productos a base de maiz para

consumo animal (Perilla et al. 1998) 0.032 - 2.964 pg/g

Colombia Maiz y productos a base de maiz para

consumo humano (Perilla et al. 1998) 0.024 - 2.170 ug/g

Linxian, China Granos de maiz, granero/ Produccion para

venta (Wang et al 2008) 0.30 - 3.20 ug/g

Linxian, China Granos de maiz, hogar/ consumo (Wang et

al 2008) 0.25 - 1.80 ug/g

En cambio, en animales se tienen valores de concentraciones a las que se

presentan una variedad de efectos tdéxicos (Tabla 3). Se reportan una gran
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variedad de efectos toxicos como disminucién del aumento del peso, dafio renal
e incluso cancer hepatico, y el tiempo en el que se presentan estos efectos varia
en su mayoria del caso es dependiente de la dosis. La exposicién a
concentraciones reportadas en cultivos de maiz (FB1: 1-160 ug/g, FB2:1-49
Mg/g, FB3: 1-2.6 pg/g ) en periodos largos puede generar algun resultado toxico,
como es el caso del ensayo realizado por el autor Ross et al. (1991), ya que el
nivel de fumonisinas al que se reportd leucoencéfalomalacia equina fue de solo

de >10 ug/g, pero la ingesta fue durante un periodo prolongado.
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Tabla 3. Efecto toxico de las fumonisinas en diferentes animales.

caballus)

>10 pg/g

Animal Niveles de | Fumonisina Periodo de Efecto toxico Referencia
fumonisinas ingestion
Ternero (Bos 1 mg/kg de FB1 7 dias Dafios hepaticos y renales después | Mathur et al.
Taurus) peso corporal de 2 a 4 dias de la ingestion 2001
Cordero (Ovis , FB1,FB2 y 7 dias Lesion renal grave Edrington et
orientalis aries) 455 mg/dia FB3 al. 1995
Pollo (Gallus FB1 21 dias Necrosis hepatica Ledoux et
. =200 ppm
gallus domesticus) al.1992
Pollo (Gallus FB1 21 dias Hiperplasia biliar Ledoux et
. =300 ppm
gallus domesticus) al.1992
Pollo (Gallus FB1 21 dias Atrofia cortical timica Ledoux et
. = 100 ppm
gallus domesticus) al.1992
Rata (BD IX) FB1 24 meses Cancer hepatico Gelderblom et
(Rattus =50 ppm al. 1991
norvegicus)
Pato (Anas 5 mg/kg de FB1 12 dias Dafo hepatico Bailly et al.
platyrhynchos) peso corporal 2001
Bagre FB1 10-14 dias Disminucion del aumento de peso, | Lumlertdacha
I >20 mg (del , .
(Siluriformes) material de parametros hematoldgicos y Lovell, 1995
cultivo)/k alterados, alteraciones
g morfoldgicas hepaticas
Cerdo 0,174 mg de FB1 7 dias Edema pulmonar e hidrotdérax (Harrison et al.
(Sus scrofa FB1/kg 1990)
domesticus) peso corporal.
Caballo (Equus FB1 35 dias Leucoencéfalomalacia equina (Ross et al.

1991)
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En el caso de humanos, es complicado relacionar una concentracién exacta de
ingesta de FB con la aparicion de la amplia gama de sintomas reportados (Coradi
et al. 2016). El consumo de fumonisinas en humanos se ha relacionado con
genotoxicidad (Domijan et al. 2015), neurotoxicidad (Doi & Uetsuka 2011),
defectos del desarrollo del tubo neural (Marasas et al. 2004) y cancer en eséfago
(Norred et al. 1994). No se cuentan con unas concentraciones exactas de
fumonisinas en maiz o sus derivados en el que se presenten estas afecciones.
Sin embargo, se han realizado una serie de estudios epidemioldgicos que apoyan

la asociacion entre estos efectos toxicos y la presencia de fumonisinas en el maiz.

En el caso del cancer de eséfago, en 1989 se recolectaron muestras de maiz del
condado de Linxian, un area de alta incidencia de cancer de es6fago, ademas de
un muestreo en Shanggqiu, el condado con menor nimero de pacientes con
cancer de eséfago humano en China. Las muestras se analizaron en busca de
contaminacion por fumonisina (FB1 y FB2). De las muestras positivas para
fumonisinas, los niveles medios en el maiz Linxian fueron de 872 ng/g para FB1
y 448 ng/g para FB2 mientras que los maices Shanggiu tenian 890 ng/g de FB1
y 330 ng/g de FB2. Aunque los niveles no fueron realmente diferentes entre
ambos condados, la incidencia e contaminacidn por fumonisinas del maiz Linxian
(48 %) fue aproximadamente dos veces mayor que la del maiz Shangqiu (25
%). (Yoshizawa et al. 1994). Estos datos apoyan la influencia del consumo de
alimentos contaminados con fumonisinas con el desarrollo de cancer de eséfago.
Uno de los estudios sobre el efecto del consumo de fumonisinas en el desarrollo
de defectos del tubo neural se realizd a lo largo de la frontera entre Texas y
México, debido al aumento de la prevalencia de estos defectos, y por el alto
consumo de maiz por parte de esta poblacion. Evaluaron si la exposicion materna
aumenta o no el riesgo de defectos del tubo neural en la descendencia mediante
un estudio de casos y controles basado en la poblacién. Los resultados del ensayo
sugieren que el consumo moderado (301-400 ng/g tortillas en un trimestre, lo

gue corresponde a 150 - 650 ng de fumonisinas /dia/kg de peso materno durante
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el primer trimestre esta asociado con mayores probabilidades de tener un

embarazo afectado por defectos del tubo neural (Missmer et al. 2006).

Ademas de estos efectos, estudios in vitro han revelado que a pesar de no ser
mutagénica, la FB1 induce dano clastogénico (induce la fragmentacion de
cromosomas) en células de mamiferos a través de un mecanismo indirecto
(induccién de estrés oxidativo) a una concentracion de FB1 de 10 yM después de
48 h de incubacién (Knutsen et al. 2018; Pinhao et al. 2020; Mary et al. 2012).

Los resultados aportados por estos estudios y otros han permitido establecer
lineamientos por parte de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) junto con la Organizacidon Mundial de la Salud
(OMS) en el sentido de establecer el limite maximo de consumo diario tolerable
de fumonisinas a 2 ug/kg de peso corporal al dia para FB1, FB2, y FB3 ocurriendo

por separado, o por la cantidad total de fumonisinas (Kowalska et al. 2017).

III. Mecanismos de Defensa de las plantas

Las plantas son comunmente blanco de una gran variedad de agentes
infecciosos, como hongos, bacterias, virus, entre otros. Las plantas poseen varios
mecanismos de defensa que previenen la penetracién del microorganismo
patégeno y/o limitan el grado de colonizacion a través de respuestas
bioquimicas. En general, estos mecanismos de defensa se clasifican en
constitutivos e inducidos. Dentro de los mecanismos constitutivos hay

estructurales y no estructurales.

III.A. Mecanismos de defensa constitutivos: Estructurales.

Los tejidos vegetales cuentan con barreras estructurales preformadas que
ayudan a limitar la infeccién de los microorganismos patdégenos, las cuales son
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denominadas barreras fisicas, iniciando con la pared celular. Esta juega un papel
fundamental en la linea de defensa estructural contra patdgenos fungicos y
bacterianos. En ésta se incorporan una variedad de defensas quimicas de rapida

accion tras la deteccién de patdgenos.

La pared celular vegetal estd compuesta principalmente por celulosa, que es un
polimero de glucosas unidas por enlaces B (1—4). Las microfibrillas de celulosa
se acomodan en el plano de la superficie celular para formar el andamiaje de la
pared. Esta puede engrosarse por la deposicion de nuevas microfibrillas en la
cara interna, y también puede expandirse en el area, lo que forma la base del

crecimiento de las células y el crecimiento vegetal general.

Comunmente, la cara interna de la pared celular esta en contacto con la
membrana plasmatica vegetal, aunque la mayor parte del drea de la pared no
esta unida firmemente a la membrana. La adhesidén entre células vecinas es
mucho mas fuerte y se logra a través de la lamela media, que imparte cohesién
al tejido. La lamela contiene niveles elevados de pectinas acidas, que contribuyen
a la adhesion. Las pectinas son un grupo heterogéneo de polisacaridos ricos en
acido galacturénico. En particular, las pectinas pueden presentar modificaciones
importantes que les permiten tener un papel critico en las propiedades
biomecanicas de la pared celular influyendo sobre su porosidad, permeabilidad y

elasticidad, entre otras (Salazar y Gamboa de Buen 2013).

Para su estudio, la pared celular se divide en primaria y secundaria. La pared
celular primaria estd compuesta por microfibrillas que se incorporan mientras
gue la estructura aun es capaz de crecer. Ocasionalmente, macromoléculas
adicionales como lignina, cutina, suberina y extensinas, se infiltran entre las

microfibrillas de una pared primaria haciéndola mas fuerte.

La cutina es un polimero formado principalmente por acidos grasos, hidréxidos

y epoxidos, los cuales se encuentran formando enlaces tipo éster entre si.
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Debido a los enlaces covalentes entre sus mondmeros, la cutina resiste danos
mecanicos (Tafolla-Arellano et al. 2013). La suberina es un poliéster reticulado,
formado por hidroxi- o epoxi- acidos grasos unidos por uniones éster. Sin
embargo, la suberina difiere de la cutina en que tiene acidos dicarboxilicos,
componentes de cadena mas larga, y una proporcidon significativa de fenoles

como parte de su estructura (Gandini et al. 2006).
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Figura 8. Estructura hipotética de una red de cutina. Tomado de:
Buchanan et al. (2000).

Figura 9. Estructura hipotética de suberina. Tomado de: Graca et al. (2015).
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Figura 10. Estructura hipotética de la lignina. Tomado de: Ralph et al. (2019).

IIII.B. Mecanismos de defensa constitutivos: No estructurales

Ademas de las barreras fisicas, las plantas cuentan con una gran variedad de
moléculas preformadas que tienen actividad antimicrobiana y/o insecticida. A
estos compuestos se les conoce como fitoanticipinas, y generalmente estan
almacenadas como glucédsidos inactivos, que son hidrolizados para liberar el
aglicon. Ejemplos de estos, son las saponinas que poseen propiedades
surfactantes que tienen actividad litica sobre membranas bioldgicas, esencial
para su actividad antimicrobiana. Estas moléculas son particularmente efectivas

para contener la infeccidon por hongos fitopatégenos.

Otro tipo de compuestos no estructurales que forman parte del mecanismo de
defensa de algunas plantas son los glucdsidos cianogénicos, los cuales son
precursores de acido cianhidrico (HCN). Este compuesto presenta una gran
toxicidad respiratoria en la mayoria de los organismos y es importante en la

defensa contra herbivoros y patdgenos (Plasencia, 2016).
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IV. Las benzoxazolinonas

Entre las moléculas que forman parte de las defensas constitutivas no
estructurales en el maiz y otros cereales, se encuentran las benzoxazinonas los
cuales se transforman a benzoxazolinonas, su forma activa. En la literatura
referida a estos compuestos comiUnmente se usa el término benzoxazinoides
(BXD) para referirse a ambos compuestos, a las benzoxazinonas (glucésidos y
agluconas sin actividad) y sus productos de degradacién, benzoxazolinonas
(agluconas con actividad) (Wouters et al. 2016). Las benzoxazinonas vy
benzoxazolinonas son catalogadas como mecanismos de defensa constitutivos,
aunque los niveles de algunos de estos compuestos aumentan en respuesta a la

infeccion.

IV.A. Estructura de las benzoxazinonas

Las benzoxazinonas se pueden clasificar segln su grupo sustituyente (Tabla 4)
R! en lactamas (R! = H), acidos hidroxamicos (R! = OH) y derivados N-O-
metilados (R 1 = OMe), los grupos funcionales y otros sustituyentes modulan la
estabilidad y reactividad de estos compuestos y asi sus actividades bioldgicas
(Wouters et al. 2016).
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Tabla 4. Estructura quimica de las principales benzoxazinonas vy
benzoxazolinonas.

Benzoxazinona R R2 R Estructura
general
DIBOA -OH -H -H R3
R2 Oo. OH
DIMBOA -OH -O-CHs -H \C( ]
HBOA -H -H -H N
HMBOA -H -OCH; -H R
Benzoxazolinona R2 R Estructura
general
BOA
-H -H R?
R? o)
MBOA h)'=°
-OCHs -H H

La familia de estas moléculas es muy amplia, sin embargo, las estructuras de
origen natural mas comunes son: 2,4-dihidroxi-2H-1,4-benzoxazin-3-ona
(DIBOA) y 2,4-dihidroxi-7-metoxi-2H-1,4-benzoxazin-3-ona (DIMBOA). Estos
compuestos residen como glucdsidos en las vacuolas de células vegetales, son
inestables en solucidn acuosa y se degradan espontdaneamente a las
correspondientes benzoxazolinonas: 6-metoxi-1,3-benzoxazol-2-ona (MBOA) y
1,3-benzoxazol-2-ona (BOA), las formas bioldgicamente activas (Fig. 11;
Saunders et al. 2008).

R O. QO — p-Dgiu R o OH R 0
SRSt g as
N~ "0 N o N
ait OH

R=0CH,: DIMBOA-Glu DIMBOA MBOA
R=H : DIBOAGIu DIBOA BOA

Figura 11. Benzoxazinoides y sus productos de degradacion

benzoxazolinonas. Tomado de: Saunders et al. (2008).
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IV.B. Biosintesis de los benzoxazinoides

La biosintesis de estos compuestos inicia en el cloroplasto con la conversién del
fosfato de indol-3-glicerol en indol en los cloroplastos por la enzima indol-3-
glicerol fosfato liasa (BX1) (Fig. 12.1). El indol formado se convierte en DIBOA
mediante la incorporacion de cuatro atomos de oxigeno. Estas oxidaciones se
llevan a cabo mediante cuatro monooxigenasas de la subfamilia de citocromos
P450 (BX2 - BX5), que se encuentran en el reticulo endoplasmico y son
especificas de sustrato para la introduccion secuencial de dtomos de oxigeno
(Fig. 12.2). El siguiente paso es la glicosilacién del DIBOA por la accion de las
UDP-glucosiltransferasas (UGT) BX8 y BX9, disminuyendo asi su reactividad y
proporcionando un intermediario mas estable para modificaciones adicionales
(Fig. 12.3). A continuacion, el DIBOA-GIc puede hidroxilarse mediante la
dioxigenasa BX6 dependiente de 2-oxoglutarato, y O-metilarse adicionalmente
mediante la O-metiltransferasa BX7, formando DIMBOA-GIc. Luego, se puede
formar el HDMBOA-GIc través de un O-reaccidon de metilacién catalizada por un
grupo de tres O- metiltransferasas homodlogas, BX10, BX11, BX12 y BX14.
Recientemente, se ha descrito una rama adicional en la ruta, donde BX13, una
dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato, cataliza la conversion de DIMBOA-
Glc en TRIMBOA-GIc; este ultimo puede ser O-metilado por BX7 para formar
DIM-2-BOA-GIc, que puede ser metilado adicionalmente por la O-
metiltransferasa BX14 para generar HDM 2-BOA-Glc. Se considera que los
glucésidos estables de BXD se transportan y almacenan en la vacuola y las B-
glucosidasas que hidrolizan estos compuestos, en maiz se encuentran
principalmente en los cloroplastos (Fig. 12.4/ 12.5). Sin embargo, esta
distribucién puede variar segun la especie, el tejido y la edad de la planta.
Cuando ocurre dafio mecanico por herbivoros o ataque por patégenos, los
glucésidos estables son hidrolizados por las B-glucosidasas para generar las

agluconas reactivas (benzoxazinonas) que se degradan espontdneamente a
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benzoxazolinonas, compuestos con actividad bioldgica (Fig. 12.6) (Wouters et al.
2016).
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Figura 12. Biosintesis de benzoxazolinonas y su compartimentacion en células
vegetales. 1. En los CLOROPLASTOS la enzima BX1 forma el indol. 2. El indol formado
se convierte en DIBOA, mediante una serie de monooxigenasas presentes en el
RETICULO ENDOPLASMICO. 3. El DIBOA es glicosilado. 4. Los glucésidos de
benzoxazinonas son almacenados en la vacuola. 5. Tras un DANO MECANICO B-
glucosidasas, entran en contacto con los glucdsidos almacenados 6. Las B-glucosidasas
HIDROLIZAN a los glucdsidos formando AGLUCONAS que son transformadas a las
formas activas 2-BOA y MBOA. Tomado de: Wouters et al. (2016).

IV.C. Actividad insecticida de las benzoxazolinonas

A pesar de que la actividad insecticida de las benzoxazolinonas se conoce hace
muchos afos, los mecanismos de accion molecular subyacentes y los
mecanismos fisiolégicos responsables de estos efectos no se comprenden por

completo. Desde el descubrimiento de estos compuestos se han realizado una
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vasta cantidad de estudios y bioensayos in vitro que han demostrado que estos
compuestos tienen efectos inhibidores y téxicos hacia una amplia gama de
enzimas como la glutation-S-transferasa (Mukanganyama et al. 2003) y la N-
desmetilasa entre otras (Feng et al. 1992) y organismos diana en insectos
herbivoros. La mayoria de estos ensayos se centran en especies de plagas de
cereales que incluyen orugas (herbivoros masticadores), pulgones (herbivoros
perforadores-chupadores) y gusanos de las raices (herbivoros de las raices)
(Wouters et al. 2016; Schulz et al. 2013).

IV.C.1. Orugas (herbivoros masticadores)

Debido a su comportamiento durante su alimentacion, los herbivoros
masticadores, interrumpen la compartimentacion de benzoxazinonas en las
células vegetales durante la ingestion y, por lo tanto, estan directamente
expuestos a altas cantidades de benzoxazolinonas especialmente cuando se
alimentan de hojas de plantulas jovenes donde las concentraciones de estos

compuestos son mas altas.

Los estudios realizados en lepidopteros y sus respectivas larvas del género
Ostrinia (O. nubilalis y O. furnacalis) y del género Spodoptera (S. littoralis y S.
frugiperda) han encontrado que las benzoxazinonas como DIMBOA parecen ser
mas toxicas para las orugas que las benzoxazolinonas como MBOA. A pesar de
ello los autores sugieren que las toxicidades resultantes estan relacionadas
positivamente con las tasas de degradacion de las benzoxazinonas a
benzoxazolinonas. De hecho, las lactamas HMBOA y HBOA las cuales no forman
benzoxazolinonas tras su degradacion, no inhiben el crecimiento larvario. Por
tanto, la degradacién de las benzoxazinonas a benzoxazolinonas se correlaciona
con un aumento de la toxicidad, aunque las propias benzoxazolinonas son menos
toxicas que las benzoxazinonas (Atkinson et al. 1992). Dado que la mayoria de
los lepiddpteros tienen un pH intestinal alcalino, se favorece la conversion de los

acidos hidroxamicos y los derivados N-O-metilados a benzoxazolinonas, lo que
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puede potenciar su actividad contra este tipo de plagas (Berenbaum,1980;
Wouters et al. 2016).

Con la toxicidad y los efectos sobre la digestibilidad tanto de las benzoxazinonas
como de las benzoxazolinonas en O. nubilalis, se logra explicar la tendencia de
este insecto al alimentarse principalmente de tallos de maiz viejos, ya que las
concentraciones de estos metabolitos de defensa suelen ser mas altas en las
primeras etapas de crecimiento (Erwin et al. 2001). Estas observaciones son
congruentes con la aparente baja capacidad de este herbivoro para desintoxicar
estos compuestos. Ademas, el daino mecanico causado por herbivoros puede
inducir la activacion de otros metabolismos de defensa (Wu y Baldwin, 2010;
Barton & Koricheva, 2010).

En contraste, el cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda) es muy eficiente en
desintoxicar DIMBOA por glucosilacion. Incluso se ha demostrado que el DIMBOA
puede estimular la alimentacién en este lepiddptero. Esto no es algo generalizado
para este género de lepiddpteros ya que en otras especies, Spodoptera exigua y
S. littoralis, estos compuestos provocan una reduccidon del crecimiento larvario
(Glauser et al. 2011).

Los resultados de una serie de ensayos han mostrado que Spodoptera frugiperda
tiene cierta preferencia por alimentarse de hojas jovenes, a diferencia con S.
littoralis la cual opta por hojas maduras. Esto sugiere que los géneros que toleran
BXD tiene preferencia por alimentarse de tejido joven de la planta del maiz al
ser mas nutritiva maximiza su crecimiento (Dimarco et al. 2012). Sin embargo,
los géneros como S. littoralis que carecen de esta tolerancia optan por tejidos
viejos, que aunque tienen un menor valor nutritivo tienen niveles menores de

estos metabolitos (Hong et al. 2012).
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IV.C.2. Pulgones (herbivoros perforadores-chupadores)

Los afidos, denominados también pulgones, son insectos del orden Hemiptera
gue se alimentan de las plantas a través de la perforacion del tejido con un
caracteristico aparato bucal de tipo picador-chupador denominados estiletes.
Este atraviesa la cuticula, la epidermis y las células del mesdfilo para extraer su
savia (Mifnarro, 2011). Debido a que este mecanismo de alimentacion provoca
dafos minimos al tejido vegetal, no ocurre una exacerbada activacion e hidrélisis

de las defensas glucosiladas (Pentzold et al.2014).

Sorprendentemente, en comparacion con otros insectos, se ha encontrado que
los glucdsidos de las BXD también tienen un efecto téxico y antialimentario en
algunos pulgones como es el caso de Schizaphis graminum y M. dirhodium
(Corcuera et al. 1985; Cambier et al. 2001), aunque se desconoce si existe
alguna modificacion por parte del insecto que active a estos glucdsidos o la

actividad es propia de la molécula.

Ademas, se ha demostrado que las BXD, especificamente el DIMBOA-glucésido,
pueden actuar contra los pulgones al servir como una sefial para la deposicién
de calosa para reforzar el tejido vegetal e inducir otras lineas de defensa de la
planta (Maag et al. 2015). Otra accion estudiada de las BXD es la influencia de
estos compuestos sobre la susceptibilidad de los pulgones a otras defensas
quimicas de la planta al disminuir la capacidad de desintoxicacion por ejemplo
en el pulgén de la avena (Rhopalosiphum padi) DIMBOA inhibe la actividad de
glutation-S-transferasas (GST) in vivo (Mukanganyama et al. 2003). Las GST
son una familia de enzimas que catalizan la conjugacion del glutation enddgeno
a una variedad de compuestos electrofilicos, protegiendo las macromoléculas
bioldgicas como las proteinas y los acidos nucleicos de las consecuencias toxicas

de una reaccion covalente con algunos insecticidas (Diaz et al. 2004).
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IV.C.3. Gusanos de las raices (herbivoros de las raices)

Aun no se comprende por completo la liberacién de compuestos de defensa por
las raices por la complejidad de realizar estudios en la matriz del suelo. Sin
embargo, se tienen resultados de algunos estudios donde se evalla la accion de

las BXD sobre insectos que se alimentan de tejidos vegetales subterraneos.

Tal es el caso del gusano de la raiz del maiz occidental (Diabrotica virgifera
virgifera), ésta es la plaga de raices de mayor importancia econémica en el
cultivo del maiz. La funcién de estos compuestos se ha demostrado en estudios
con D. v. virgifera, en los que se observd que éste, crecid mejor en la linea con
alto contenido de BXD en comparacion con una linea mutante con bajo contenido
de BXD. Esto podria deberse a que D. v. virgifera tiene la capacidad para percibir
las BXD y asi encontrar los tejidos mas nutritivos (Robert et al. 2012), y evadir

los efectos daninos de las BX.

Lo anterior también se ha observado en la mosca del bulbo (Delia coarctata) sin
embargo, este insecto se encuentra en el trigo, pero contribuye a la hipdtesis
donde esta clase de insectos utilizan a las BXD como una sefial quimica mas

para la ubicacidon del mejor tejido hospedador (Rogers & Evans, 2013).

Para integrar algunos de los datos citados sobre la actividad de las BXD contra
insectos es importante definir el término “Defensa dptima” (Stamp 2003) el cual
explica las variaciones de los metabolitos de defensa dentro de los tejidos, asi
como a lo largo del desarrollo de la planta Shroff et al. 2008), pues se habla de
gastos metabdlicos, donde las concentraciones mas altas se presentan en los
tejidos con mayor impacto nutricional y en etapas donde se requiere una

cantidad sustancial de nutrimentos (Robert et al. 2012).

La defensa doptima afecta de manera directa la estrategia de los herbivoros de
alimentarse de tejidos vegetales de mayor aporte nutricional, debido a las altas

concentraciones de nutrimentos. Es por ello que algunos herbivoros han logrado
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desarrollar la capacidad de hacer frente a las defensas de las plantas, como es
el caso del efecto semejante que presentan las BXD en el herbivoro masticador
Spodoptera frugiperda y en el herbivoro de raiz Diabrotica virgifera virgifera.
Esta capacidad ha contribuido a la coevolucion en esta interaccién planta-insecto
(Robert et al. 2012); y con esto se puede concluir que las defensas de las plantas
no solo determinan la abundancia a gran escala de insectos herbivoros (Johnson

& Gregory, 2006), sino también su distribucién dentro del sistema vegetal.

IV.D. Actividad antifingica de las benzoxazolinonas

Ademads de la actividad insecticida, las benzoxazolinonas también tienen
propiedades antifungicas contra una gran variedad de hongos patégenos, e
igualmente, el modo de accién a nivel molecular no se conoce. El precursor de
las benzoxazolinonas, DIMBOA, inhibe la germinacion de esporas y el crecimiento
de los tubos germinativos de Helminthosporium turcicu, que causa la enfermedad
de tizon del maiz. El efecto en germinacidn del H. turcicum se evidencid con un
bioensayo usando soluciones de DIMBOA que oscilaban entre 0.001 mg/mL y
0.01 mg/mL para establecer su efecto en la germinacién de esporas. A una
concentracion de 0.005 mg/mL, solamente el 11% de las esporas germinaron y
por arriba de esta concentracion, se observé una germinaciéon menor al 3%.
Asimismo, las esporas que germinaron tenian tubos germinativos mucho mas

cortos que el control (Couture et al.1971).

Entre los hongos que invaden gramineas, como trigo o maiz, se encuentran:
Cephalosporium gramineum, Gaeurmannomyces graminis y Fusarium culmorum.
Debido a que estos patdgenos estdn expuestos de forma natural a
benzoxazolinonas y sus derivados, se probaron BOA y MBOA en un rango de
concentraciones entre 0.125 mM y 4.0 mM (16.89 pg/mL y 0.54
mg/mL) incorporados al Corn Meal Agar (CMA). Los hongos se inocularon en

discos de papel estéril de 5 mm, en el centro de la placa y los cultivos se

42


https://link-springer-com.pbidi.unam.mx:2443/article/10.1007/s11101-016-9481-1#ref-CR132
https://onlinelibrary-wiley-com.pbidi.unam.mx:2443/doi/full/10.1111/j.1461-0248.2011.01708.x?sid=EBSCO%3Aedscal#b24
https://onlinelibrary-wiley-com.pbidi.unam.mx:2443/doi/full/10.1111/j.1461-0248.2011.01708.x?sid=EBSCO%3Aedscal#b24

incubaron durante 10 dias en la oscuridad para evaluar el crecimiento radial de
la colonia mediante la medicién de su diametro y calcular el % de inhibicién y la
concentracion efectiva al 50% (ECso). Los resultados de este experimento
demuestran que hay diferencias en la susceptibilidad a estos compuestos entre

estos hongos fitopatdogenos (Tabla 5).

Tabla 5. Valores de ECso para BOA y MBOA de tres hongos patogenos de
cereales. Tomado de Martyniuk et al. (2006).

ECso
Hongo patégeno BOA MBOA
Cephalosporium gramineum 189 pg/mL 134 pg/mL
Gaeumannomyces graminis 111 pg/mL 77 ug/mL
Fusarium culmorum 456 pug/mL 271 pg/mL

El compuesto BOA presenta una actividad inhibitoria menor hacia los hongos
probados en comparacién con el MBOA, por consiguiente, los valores de ECso de
MBOA fueron entre 30% y 40% menores que los de BOA para todos los hongos.
De los hongos comparados, G. graminis resultd el mas sensible a BOA y MBOA,
y F. culmorum el de mayor tolerancia. El valor de ECso para MBOA para F.
culmorum fue casi 2 veces menor al de los valores de BOA ECso. Esta sensibilidad
del hongo a MBOA, podria explicarse con resultados previos donde se demostré
que F. culmorum no es capaz de metabolizar MBOA, en contraste a BOA
(Martyniuk et al. 2006).

Con los resultados observados en las distintas concentraciones de BOA y MBOA
estudiadas en el ensayo, y con las cantidades detectadas en el tejido de la raiz
del trigo que pueden alcanzar hasta 250 ug/g de peso seco, podemos plantear
la importancia de estos compuestos para reducir las infecciones en las raices de

trigo contra los patdégenos usuales de este cereal.
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Para el ensayo de la actividad antifungica de los productos derivados de la
transformacién de BOA, se probaron concentraciones considerablemente mas
bajas, debido a la toxicidad reportada para C. gramineum y G. graminis. LoOS
resultados se reportan en la tabla 6, donde se observa que APO (2-amino- 3H-
fenoxazin-3-ona) es el inhibidor mas potente del crecimiento micelial de C.
gramineum y G. graminis, por lo que sus valores de CEso, son los mas bajos para
ambos hongos. Es importante destacar que ninguno de los productos de
transformacién del BOA utilizados en el ensayo afectd el crecimiento de F.

culmorum a las concentraciones probadas.

Tabla 6. Valores de ECso para APO, AAPO y o-AP de tres hongos patégenos de
cereales. Tomado de Martyniuk et al. (2006).

ECso (Hg/mL)
Hongo patégeno AAPO
APO ( 2-acetilamino-3
o-AP
(2-amino- 3H - H -fenoxazin-3- )
(o-aminofenol)
fenoxazin-3-ona) ona)
C. gramineum 0.58 4.57 1.40
G. graminis 0.78 2.18 0.80
F. culmorum - - -

En el ensayo también se probaron derivados como: AAMPO (2-acetilamino-7-
metoxi-3H-fenoxazin-3-ona), HPMA (&cido N-(2-hidroxifenil)malondmico) vy
HMPMA (N-Acido(2-hidroxi-4-metoxifenil) malondmico) en concentraciones de
hasta 0.1 mM, sin embargo, no se observd un efecto critico en el crecimiento

micelial de ninguno de los hongos probado.

Los resultados del ensayo de inhibicion del crecimiento sugieren que APO es un
fuerte inhibidor del crecimiento in vitro de C. gramineum (Tabla 6), ademas, de

gue es el principal producto de transformacién de BOA por microorganismos del
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suelo, por lo que se realizd un ensayo en macetas de invernadero, con un indculo
de C. gramineum tratado con una solucion BOA y ver si este tratamiento reduce
la infeccion del trigo por el patdgeno. Asimismo, se comparé la actividad del BOA
con dos fungicidas (tiuram y carbendazim) por su capacidad de proteger plantas
de trigo en contra C. gramineum en un ensayo de invernadero. Se observo que
la aplicacidon de una solucion de BOA (1%) redujo la incidencia de la enfermedad
un 50% con respecto a las plantas no tratadas y previno una mayor pérdida de
rendimiento en plantas maduras. Sin embargo, no se lograron los niveles de

proteccion alcanzados por los fungicidas comerciales (Martyniuk et al. 2006).

IV.E. Actividad antibacteriana de las benzoxazolinonas

También se ha documentado la actividad de las benzoxazolinonas contra
bacterias fitopatdgenas. Erwinia spp. es un género de bacterias que causan
pudricion y otras enfermedades en una gran variedad de cultivos, incluyendo
maiz. Aunque las cepas del género de Erwinia spp. comparten muchas
caracteristicas, solamente especies, como Erwinia chrysanthemi, pueden
provocar la pudricion del tallo del maiz. Para probar si el compuesto responsable
de esta resistencia era alguna benzoxazolinona, especificamente, DIMBOA, se
probd el efecto antimicrobiano de este compuesto contra una cepa de Erwinia
chrysanthemi (causante de la pudricién bacteriana del tallo en Zea mays: ECZ)
y una cepa de Erwinia carotovora (aislada de raices de zanahoria: SR-53, sin

actividad negativa en Zea mays).

Se compararon las curvas de crecimiento de células viables para ambas cepas
en medio suplementado con DIMBOA (0.3 mM), y se observd que la fase de
latencia (fase de retraso) tanto de E. carotovora como de ECZ se prolongd en
medio que contenia el compuesto. Sin embargo, la duracion de esta inhibicidon
fue mucho mayor para E. carotovora que para ECZ. Las tasas de crecimiento
logaritmico no se vieron sustancialmente afectadas (Fig. 13) Corcuera et al.
(1978).
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Figura 13. Efecto de DIMBOA (0.3 mM) sobre el crecimiento de dos cepas
pertenecientes al a Erwinia spp. Erwinia carotovora (SR-53) y ECZ, Erwinia
chrysanthemi (SR-120). Las poblaciones se determinaron mediante recuentos de
células viables. Tomado de: Corcuera et al. (1978). Se determinaron las poblacién de
células (eje X). En ambas graficas, se presenta a la izquierda la curva control y a su
derecha la curva en presencia de DIMBOA. Se puede observar una diferencia en el eje
de las Y s (tiempo) entre la curva control y la curva de DIMBOA, esta diferencia entre

ambas curvas representa un aumento del tiempo de latencia para ambas bacterias en
presencia del DIMBOA.

A partir de hojas de plantas de maiz, se extrajeron benzoxazolinonas, que
presentaron el mismo efecto de retrasar el crecimiento de varias especies de
Erwinia spp. de forma comparable al DIMBOA puro. Basado en la evidencia
presentada, se puede concluir que el DIMBOA es probablemente el principal
componente inhibitorio observado en los extractos de maiz, presentando asi un
efecto antimicrobiano. Las cantidades de DIMBOA libre en las plantas segun lo
reportado en la literatura es baja, pero las cantidades de DIMBOA-glucdsido son

de al menos 1 pmol/g de peso fresco de tejido en el maiz, y este glucésido puede
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hidrolizarse a DIMBOA en presencia de algun patégeno y asi, DIMBOA podria
actuar como factor de resistencia contra bacterias patdogenas (Corcuera et al.
1978).
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2. Justificacion

Dado que la produccién de fumonisinas es una propiedad asociada con mayor
agresividad y virulencia en cepas de F. verticillioides, y la capacidad de
metabolizar benzoxazolinonas le facilita la asociacién con el maiz, el objetivo de
este proyecto es determinar si existe una relacién entre ambos metabolismos. El
enfoque fue a través de analizar estas competencias en una coleccién de cepas
de F. verticillioides aisladas de maiz. Debido a las restricciones que impuso la
pandemia COVID-19 en la realizacion del trabajo experimental, solamente se
completd una parte de éste, por lo que de manera alternativa se realizd el
presente Trabajo Monografico de Actualizacion con los objetivos que se indican

a continuacion.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general:

Realizar una revisién critica de la literatura cientifica que explore la posible
relacién entre la produccién de fumonisinas en F. verticillioides y la tolerancia a

benzoxazolinonas en maiz.
3.2. Objetivos particulares:

e Revisar la literatura cientifica sobre la diversidad de produccion de
fumonisinas en cepas de Fusarium verticillioides.
e Revisar la literatura sobre la diversidad de tolerancia a benzoxazolinonas

en cepas de Fusarium verticillioides.
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3. Metodologia:

Se realiz6é una investigacidn bibliografica planteando una estrategia de busqueda
donde se establecié un algoritmo para recopilar datos sobre estudios realizados
a lo largo del mundo donde se mostrara tanto la variabilidad en la produccion de
fumonisinas y diversidad en la tolerancia de las benzoxazolinonas entre distintas
cepas de F. verticillioides, usando las bases de datos: Scopus, SciELO,

ScienceDirect y SpringerLink.

Para la variabilidad de produccién de fumonisinas entre distintas cepas de F.
verticillioides, se siguieron los siguientes criterios de busqueda a partir del ano

2010 hasta el ano 2022, usando las siguientes oraciones:

e Variation in fumonisin production / synthesis

e Variability in fumonisin production / synthesis

e Fusarium verticillioides fumonisin variability / variation
e Fusarium verticillioides fumonisin diversity

e Biosynthesis of fumonisin by Fusarium verticillioides

e Variability / Variation of fumonisin biosynthesis in Fusarium verticillioides

En la diversidad en la capacidad de tolerancia a benzoxazolinonas entre distintas
cepas de F. verticillioides, no se acortaron los aflos de busqueda, debido a que
la informacidén es muy limitada y en su mayoria del mismo autor. Se usaron las

siguientes oraciones de busqueda:

e Variation / Variability of tolerance to benzoxazolinones

e Variation / Variability of metabolization of benzoxazolinones

e Variation / Variability of tolerance to benzoxazinoids

e Variation / Variability of metabolization of benzoxazinoids

e Variation / Variability of tolerance to benzoxazinones

e Variation / Variability of metabolization of benzoxazinones

e Detoxification of Benzoxazolinones in Fusarium verticillioides

e Biotransformation of benzoxazolinones in Fusarium verticillioides
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Los criterios de inclusidon usados para la seleccion de datos convenientes en la

investigacién de ambos metabolismos fueron los siguientes:

e Contar con el origen de la cepa

e Solo tratarse de cepas F. verticillioides

e Cepas aisladas (Si se trataran de varias cepas saber el nimero de cepas
estudiado)

Resultados cuantitativos

Descripcidn de la técnica utilizada (analisis)
Los criterios de exclusion fueron:

e Cepas de F. verticillioides solo fueron identificadas por las caracteristicas
de la colonia

e Cepas que solo fueron probadas por métodos cualitativos

e Cepas de las que se desconozca origen y forma de analisis

e Articulos posteriores al afio 2010 (produccion de fumonisinas)

Se logr6 acceder a la mayoria de las publicaciones a través de la cuenta BIDI-
UNAM (bidi.unam.mx). Una vez revisada la bibliografia, se recopilaron valores
de concentracion de produccién de fumonisinas y la tolerancia a benzoxalinonas,
que evidenciaran la diversidad entre cepas de F. verticillioides, los cuales se

integraron en tablas.
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4. Resultados

4.A. Diversidad de produccion de fumonisinas entre las cepas de
Fusarium verticillioides

Alrededor del mundo se han aislado y caracterizado una gran variedad de cepas
de F. verticillioides a partir de sustratos que incluyen fuentes agricolas primarias
y alimentos procesados. Las cepas, identificadas como F. verticillioides, muestran
una gran diversidad en propiedades morfoldgicas, fisioldgicas y genéticas,
incluyendo la produccidon de fumonisinas (Deepa et al. 2018). La tabla 7 resume
22 estudios sobre la capacidad de produccién de fumonisinas de 542 cepas,
identificadas por distintos criterios como F. verticillioides. En los estudios citados
se emplearon distintos sustratos y condiciones de produccidon de fumonisinas, y
para poder comparar y analizar, se hicieron conversiones de tal forma que los
datos quedaron expresados como (Jg fumonisinas/g de sustrato). Aun asi, se
encontré un amplio rango de produccién que va de 0.05 ug de FB1/g de sustrato
(Palacios et al. 2015) a 120 x 103 ug de FB1/g de sustrato (Deepa et al. 2018).
En los estudios de produccion de fumonisinas se emplean sustratos tan diversos
como: granos/harina de maiz, granos de sorgo, granos de arroz e incluso trigo
duro, y condiciones de incubacion de produccién que van desde 10 dias hasta 30

dias.
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Tabla 7. Produccion de fumonisinas en distintas cepas de F. verticillioides aisladas de diversas fuentes

en varias regiones geograficas.

Rango de produccion

No. de Origen de las cepas; sustrato Medlo_ ’de de fumonisinas (Hg Referencia
B, . . s produccion de
cepas de aislamiento y region. . - de FB1/g de
fumonisinas
sustrato)
Granos de maiz (Z. mays) de , (Beccari et al.
i o . ) Granos de maiz
90 Italia, Espafa, Tunez, Egipto e molidos 3.98 - 14.01 2020)
Iran
3 Arroz (Oryza sativa), maiz y Granos de maiz, 25 % 10° 120 x 103 (Deepa et al.
sorgo de Karnataka, India sorgo y arroz 2018)
Granos de maiz )
10 Granos de maiz, Texas, E.E.U.U.. molidos 62.313 - 50x10° (Ortiz et al. 2015)
esterilizadas
(Covarelli et al.
26 Embriones de maiz , Italia Harina de maiz 0.11 - 82 2012)
. , Atukwase et al.
, Semillas de maiz (
25 Mazorcas de maiz , Uganda esterilizadas 19 - 100 2012)
(de Oliveira et al.
100 Mazorcas de maiz, Brasil Arroz estéril 200 -762 2011)
16 Espar.ra.gos. (Aspa.ragus Maiz quebrado Hasta 2525.8 (Wang et al. 2008)
officinalis), China
(Goertz et al.
84 Mazorcas de maiz; Alemania Maiz quebrado Hasta 21 x 103 2010)
: . (Nayaka et al.
43 Mazorcas de maiz, India Embrlone,s.de maiz 200-1300 2010)
estériles
16 Mazorcas y rastrojo de maiz, Maiz quebrado 2.41 - 3996.36 (Ono et al.2010 )

Brasil
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(Jurado et al.

grano largo

35 Mazorcas de maiz, Espana Medio liquido 0.8 - 199.0 2010)
(Balconi et al.
2 ¥kx Granos de maiz, Italia Granos de maiz 0.56 - 240.83 2014)
: Palacios et al.
, . . Trigo duro (
29 Trigo (Triticum), Argentina esterilizados 0.05 - 175.00 2015)
: ; : : (Waskiewicz et al.
9%k Guisante (P/sum'sat/vum L.), Semlllas de 0.45 - 1.48 2013)
Polonia guisantes
. . . (Waskiewicz et al.
9 Guisante (P/sum.sat/vum L.), Grano d,e .arroz 80.39 - 1,861.52 2013)
Polonia esteril
(Waskiewicz et al.
1 Pifia (A. comosus), Costa Rica Grano d,e Iarroz 59.65 + 6.06 2013)
esteril
Waskiewicz et al.
, . Grano de arroz (
4 Maiz;, Polonia estéril 6.12 - 273.38 2013)
. . . (Busman et al.
2 semillas de ér'ngj (UT' aestivum), Medio de maiz 2,050 - 14,400 2012)
(Tandic et al.
16 Maiz, Serbia Granos de maiz 88.6 - 1,300.6 2012)
(Tandic et al.
6 Trigo (T. aestivum),Serbia Granos de maiz 456.7 - 882 2012)
Steogonpien et
Arroz blanco de (
i .E.U.U. 44
1 Maiz , E.E.U.U grano largo 50 al. 2011)
(Steogonpien et
2 Maiz, Polonia Arroz blanco de 187 - 2,925 al.2011)

53




4.B. Funcion de las benzoxazolinonas en la interaccion F.
verticillioides — maiz.

A las benzoxazolinonas se les considera metabolitos de defensa constitutivos o
preformados en plantas, y se asocian con un amplio espectro de actividades
directas antialimentarias, insecticidas, antimicrobianas y alelopaticas (Niemeyer
et al.2009), ademas de servir para regular otros mecanismos de defensa (Maag
et al. 2015). Algunos hongos, como F. verticillioides, han evolucionado al
metabolizar eficientemente estos compuestos y ser tolerantes a concentraciones
qgue resultan inhibitorias para otros hongos. La coevolucidn entre F. verticillioides
y maiz aporta evidencias de que este patdgeno posee una ventaja ecoldgica con
respecto a otros hongos, lo que contribuye a su éxito de la colonizacién del maiz.
Los datos en la literatura sugieren que la presencia de benzoxazolinonas puede
mejorar significativamente la capacidad competitiva de F. verticillioides debido a
que la presencia de benzoxazolinonas disminuye significativamente el desarrollo
de las comunidades endofiticas presentes en el maiz las cuales no cuentan con
esta capacidad de tolerancia, facilitando la colonizacidn por F. verticillioides
(Saunders et al. 2009; Voloshchuk et al.2020).

En un ensayo de campo para estudiar el papel de las benzoxazolinonas en las
comunidades de endofiticas, se sembraron dos genotipos de maiz que producen
BX (BX+) y un genotipo mutante natural que no lo hace (bx-). El maiz se sembré
en dos regiones de la provincia de Ontario, Canada: Ridgetown y Harrow, y se
tomaron muestras de dos tejidos (hojas y raices) a las dos y nueve semanas
después de la siembra. Estas muestras se sembraron en medio PDA con el fin de
reflejar la amplia comunidad fungica, y también se usé un medio selectivo de
PDA suplementado con BOA (1 mg/mL) para el aislamiento de Fusarium spp. Se
compararon los aislamientos por su tolerancia a BOA y se observd que Fusarium
se aisld de 14 a 35 veces mas frecuentemente de hojas en las variedades BX+

que de hojas bx— en plantas de 9 semanas de edad.
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Estos resultados sugieren que las especies de Fusarium tienen una ventaja
competitiva en presencia de BXs (Fig. 14a; Saunders et al. 2009). Sin embargo,
este patron no se observd para las cepas aisladas de las raices de las plantas
(Fig. 14b).
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Figura 14. Promedio de aislamientos por planta obtenidos en medio de cultivo
suplementado con 2-BOA. Aislamientos a partir de hojas (a) y a partir de raices
(b) de plantas de maiz (Zea mays) de 9 semanas de edad en Harrow y
Ridgetown, Ontario, Canada. Genotipos: bxbx (BX-), W22 (BX +) y B37 (BX +), la
misma letra sobre dos columnas indica que no hay diferencias significativas entre las
medias. Tomada de: Saunders et al. (2009).

Estos resultados se reprodujeron en las dos regiones geograficas de estudio y
sugieren que, en etapas avanzadas del desarrollo de las plantas, la acumulacion
de BX en el maiz contribuye a la seleccién de hongos capaces de tolerar estos
compuestos, lo que resulta en un incremento de la incidencia de F. verticillioides

en el maiz.
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La interaccion entre la planta con la comunidad de microorganismos endofiticos
puede resultar en mayor proteccion de la planta contra la infeccion de
fitopatdgenos. Esto se observa con el género Trichoderma spp que tiene una
influencia positiva en el crecimiento y se usa como agente de control bioldgico
contra algunas especies de Fusarium (Popiel et al. 2013). Ademas, algunas de
estas especies tienen la capacidad de metabolizar micotoxinas producidas por el

género Fusarium (Tian et al. 2018).

En particular, T. atroviride muestra una fuerte inhibicidn del crecimiento de tres
especies de Fusarium: F. avenaceum, F. culmorum y F. graminearum en cultivos
duales. Las cepas de Trichoderma pueden producir metabolitos, como el 6-PAP
(6-pentil-a-pirona) que inhibe la produccion de deoxinivalenol (DON) en F.

graminearum (Popiel et al. 2013).

La presencia de Trichoderma spp. aporta proteccién al cultivo contra hongos
patdgenos. Sin embargo, este agente de biocontrol también estara expuesto a

benzoxazolinonas o sus derivados, lo que puede afectar su eficacia.

Entonces la dinamica en la rizosfera de plantas de maiz implica la exudacién de
benzoxazolinonas por las raices, que pueden ser metabolizadas por F.
verticillioides, y si esta biotransformacién no es total, se acumula 2-aminofenol
(2-AP) el cual puede ser sustrato para peroxidasas vegetales, que catalizan su
dimerizacién oxidativa generando APO en la superficie de la raiz. Por lo tanto,
esta serie de compuestos afectan la microbiota asociada a la raiz, incluyendo
Trichoderma spp. Para estudiar estos efectos, se evalud el crecimiento de
Trichoderma viride en presencia de APO y otros compuestos intermediarios del
metabolismo de BXs [BOA (0.5 mM / 67.56 ug/mg), 2-aminofenol (AP; 0.5 mM;
0.5 mM MBOA; 0.5 mM BOA-6-0OH; 0,5 mM, acido picolinico (PIC-AC); 0,5 mM
APO 100 pM; NMBOA 50 pM (6-metoxi-4-nitro-benzoxazolin-2(3H)-ona)].
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T. viride mostro tolerancia a todos los compuestos, pero en presencia de APO las
hifas del hongo formaron agregados que resulta en un crecimiento deficiente.
Ademas estos grumos impidieron concluir la medicion, por lo que se detuvo la
medicidon poco antes de las 50 hrs de incubacidon como se puede observar en la

figura 15.
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Figura 15. Crecimiento de Trichoderma viride en presencia de BOA, BOA-6-OH,
6-metoxi-4-nitro-benzoxazolin-2(3 H )-ona (NMBOA), PIC-AC (acido
picolinico), MBOA (6-metoxibenzoxazolinona ), 2-AP (2-aminofenol) y APO.
Tomada de: Voloshchuk et al. (2020).

Se encontrd que, en la rizosfera, T. viride se asocia con varias bacterias Gram
negativas como Enterobacter ludwigii, Enterobacter cloacaey Acinetobacter
calcoaceticus, posiblemente para facilitar el metabolismo de las
benzoxazolinonas y los subproductos y aumentando asi su probabilidad de

supervivencia (Voloshchuk et al.2020).
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La funcién de las benzoxazolinonas en la interaccion F. verticillioides — maiz, es
bastante compleja ya que es influenciada por diversos factores que participan en
dicha interaccion. La capacidad de metabolizar benzoxazolinonas que tienen la
mayoria de las cepas de F. verticillioides les confiere una ventaja ecoldgica y

probablemente también como patdgeno.

4.C. Metabolismo de benzoxazolinonas en F. verticillioides

La tolerancia a benzoxazolinonas desarrollada por algunos hongos, por lo
general, resulta de la biotransformacion de MBOA y BOA en metabolitos no
toxicos. Un ejemplo de los hongos de los que se tiene evidencia de su capacidad
para tolerar compuestos como el BOA y MBOA son varias especies de Fusarium
sp (Fusarium oxysporum, Fusarium incarnatum-equiseti, Fusarium subglutinans,
Fusarium graminearum, Fusarium proliferatum, Fusarium verticillioides y
Fusarium solani) ademas de especies como Nigrospora oryzae y Trichocladium sp
(Saunders et al. 2009).

F. verticillioides destaca dentro de estas especies al tolerar altas concentraciones
que pueden ir de 0.25 mg/mL hasta 1.1 mg/mL de BOA, las cuales resultan
toxicas para otros hongos. La tolerancia estd asociada con la conversién
metabdlica de MBOA y BOA en N- Acido (2-hidroxi-4-metoxifenil) malonamico
(HMPMA) y acido N- (2-hidroxifenil) malonamico (HPMA) respectivamente los

cuales resultan no toxicos para el hongo.

En los inicios de los estudios de la desintoxicacion del BOA efectuada por F.
verticillioides, se conocian los dos loci genéticos involucrados (FDB1 y FDB2). Sin
embargo, aun no se identificaban los genes dentro de esos loci responsables de
conferir dicha tolerancia; Por lo que el autor Glenn et al., (2003), realizd un
estudio para identificar estos componentes faltantes de Ila ruta de

biotransformacion del BOA. Emplearon cepas de F. verticillioides silvestre,
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MRC826 (genotipo FDB1 / FDB2), y dos mutantes en alguno de los dos loci: cepa
AEG3-A3-5 (fdb1 / FDB2) y la cepa AEG3-A3-7 (FDB1 / fdb2). Estas cepas se
incubaron en presencia de BOA o de 2-AP y se analizaron los metabolitos
producidos por cromatografia de capa fina en placas de silica gel de silice, usando

tolueno- acetato de etilo-acido formico (50:40:10) como fase movil.

2-Benzoxazolinone
2-Acetamidophenol
2-Aminophenol
2-Aminophenoxazinone
Media + BOA
Media + 2-AP
MRC826 + BOA
MRC826 + 2-AP
AEG3-A3-5 + BOA
AEG3-A3-5 + 2-AP
AEG3-A3-7 + BOA
AEG3-A3-7 + 2-AP

HPMA
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Figura 16. Metabolismo de BOA y 2-AP por cepas silvestres y mutantes en locus
FDB1 y FDB2.Se indican los estandares de cada compuesto (10 pg). Las muestras 1 a
8 son los extractos de cultivo (3 ul). Las muestras 1 y 2 representan caldo de dextrosa
de patata sin inocular suplementado con BOA y 2-aminofenol, respectivamente. Cepa
MRC826 (FDB1/FDBZ2), cepa AEG3-A3-5 (fdb1/FDB2)y la cepa AEG3-A3-7 (FDB1/fdb2).
Tomada de Glenn et al. (2003).
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La figura 16 muestra los resultados de este experimento: la cepa MRC826
(FDB1/FDBZ2) transformé BOA en HPMA (carril 3), mientras que las cepas AEG3-
A3-5 (fdb1/FDB2) y AEG3-A3-7 (FDB1/ fdb2) no pudieron metabolizar BOA
(carriles 5 y7). Asimismo, cuando las cepas MRC826 y AEG3-A3-5 se incubaron
con 2-aminofenol (carriles 4 y 6) produjeron HPMA, mientras que AEG3-A3-7 no
lo hizo (carril 8). La conclusion de este estudio resuelve la quimica general de
la ruta de desintoxicacién del BOA, el cual implica la hidrolisis (accién del
producto del gen FDB1) para producir 2-aminofenol ,que luego se modifica
(accidén del producto del gen FDB2) mediante la adicién de un grupo malonilo
para producir acido N- (2-hidroxifenil) malondmico (HPMA), si no existe la
modificacién debido a una mutacién en el genética (fdb2) el 2-acetadofenol
puede acumularse como resultado de la adicion de un grupo acetilo al 2-

aminofenol.

La transformacién de BOA en 2-acetamidofenol por AEG3-A3-7 (FDB1/fdb2) no
se detectd durante el periodo de incubacion del cultivo liquido de 18 h, pero se

detecté mediante TLC cuando la incubacion se prolongd durante varios dias.

La oxidacidén espontanea de 2-aminofenol produjo el compuesto de pigmento rojo
2-amino- 3H -fenoxazin-3-ona. Esta oxidacién fue evidente, ya que incluso el
medio de cultivo no inoculado modificado con 2-aminofenol, presentd este
compuesto oxidado, pero también se detectd en cultivos modificados de AEG3-
A3-5y AEG3-A3-7. No se detectd produccidon de 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona en
cultivos de MRC826, aparentemente debido a la transformacidn eficiente de 2-
aminofenol en HPMA (Fig. 17).

Las cepas FDB1/fdb2 y fdb1/FDB2 son sensibles a BOA, ya que ninguna puede
metabolizar completamente BOA a HPMA cuando se cultiva sola. Sin embargo,
cuando se cultivan juntas, las dos cepas pueden complementarse
fisioldgicamente y metabolizar BOA a HPMA, lo que sugiere que la cepa
FDB1/fdb2 produce un metabolito intermedio excretado y la cepa fdb1/FDB2 lo
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utiliza como sustrato, apoyando la hipdtesis planteada. El 2-aminofenol es el

metabolito intermedio entre BOA y HPMA.
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Figura 17. Desintoxicacion del BOA mediado por F. verticillioides. Tomado de:
Glenn et al. (2003) BOA-2-benzoxazolinona, 2-aminofenol, HPMA-acido N -(2-
hidroxifenil) malonamico, 2-amino-3H -fenoxazin-3-ona, BOA-X o APP - 2-
acetamidofenol.Con este ensayo se explica el metabolismo de la 2-benzoxazolinona
(BOA), lo cual implica la hidrdlisis de BOA (FDB1) para producir 2-aminofenol, que luego
se modifica (FDB2) mediante la adicién de un grupo malonilo para producir acido
malonamico. Si se evita la modificacion debido a una mutacién genética (fbd2), el 2-
acetamidofenol (APP) puede acumularse como resultado de la adicion de un grupo
acetilo al 2-aminofenol, o la oxidacidon espontanea del 2-aminofenol produciendo 2-
amino-3H-fenoxazin-3-ona. Esto permite explicar la presencia del 2-acetamidofenol y
2-amino-3H-fenoxazin-3-ona como metabolitos tras la metabolizacién incompleta del
BOA (Fig. 17) (Glenn et al. 2003).

Los genes responsables de este metabolismo se encuentran en los loci FDB1 y
FDB2: el locus FDB1 estd conformado por 9 genes y se ubica en el cromosoma
10, y ensayos con mutantes de cada uno de estos genes mostraron que el Unico

gen que se requiere para metabolizar al BOA es MBL1 (FVEG_08291).
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Este codifica una metalo-B-lactamasa que rompe el anillo de BOA oxazol, lo que
da como resultado la formacion del compuesto intermedio 2-aminofenol (AP)
(Glenn et al.2016). Por su parte, el locus FDB2 consta de al menos 13 genes
ubicados en el cromosoma 3 (Glenn et al.2016), dentro de los genes codificados
en este locus, el gen NAT1 (FVEG_12636) es esencial para para la
desintoxicaciéon de BOA (Glenn et al. 2009). La proteina NAT1 modifica el
intermediario 2-aminofenol después de la hidrdlisis del BOA por Mbll. NAT es
una N -maloniltransferasa uUnica con especificidad para emplear malonil-CoA
como sustrato donante para la malonilacién de 2-aminofenol (AP) produciendo
HPMA.

4.D. Rutas metabolicas alternas tras la formacion 2-aminofenol (AP)

Una vez formado el AP, éste puede ser convertido de manera espontanea a APO
(2-amino-3H-fenoxazin-3-ona) (Schulz et al. 2013). Ademas, por la presencia
de algunos microorganismos metabolizadores y de condiciones ambientales,
también se puede generar 2-acetamidofenol (AAP) por medio de la ruta

biosintética que se presenta en la figura 18 (Voloshchuk et al.2020).
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Figura 18. Generacion de BOA a partir de benzoxazinonas y metabolismo por

hongos, bacterias y la planta.

Estos intermediarios del metabolismo de las benzoxazolinonas que se acumulan
en la rizosfera afectan el microbiota y las interacciones entre las propias plantas.
Asi como no se conoce el blanco molecular de las benzoxazolinonas, se ha
descrito la actividad bioldgica de estos intermediarios; tanto APO (2-amino-3 H-
fenoxazin-3-ona) como AMPO (2-amino-7-metoxi-3H-fenoxazin-3-ona), tienen

el potencial de unirse a las desacetilasas de histonas (HDAC) de plantas.

El tratamiento de plantulas de Arabidopsis thaliana con APO y AMPO a una
concentracion de 50 uyM provoca hiperacetilacion de histonas dando como
resultado la inhibicion de la condensacién de la cromatina, desregulacion
transcripcional e inhibicidn del crecimiento, sin embargo, este efecto fue superior
con el uso de APO (Venturelli et al. 2015).



El tratamiento de las plantas con APO (50 uM) durante 24 h provoca
hiperacetilacion de la histona H3, que se asocid con frecuencia con una regulacién
positiva de la transcripcién. Se observd sobreexpresién de genes implicados en
la desintoxicacidon y en respuesta a distintos tipos de estrés abidtico y bidtico, y
por otro lado regulacion negativa de genes involucrados en el crecimiento y el
desarrollo de raices laterales (Venturelli et al. 2015, 2016) por lo que la presencia
de patdgenos como F. verticillioides, que metabolizan eficazmente las
benzoxazolinonas, podria aumentar las concentraciones de APO en la rizosfera,

afectando asi a la propia planta emisora de los exudados.

Estos resultados permiten el planteamiento de un modelo (Fig. 19) de
interacciones quimicas y bioldgicas en el que una planta exuda DIBOA y/o
DIMBOA en la rizosfera como consecuencia de dafio mecanico, edad de la planta
o la interaccidn de la planta objetivo. Estos dos acidos hidroxamicos ciclicos se
difunden y son convertidos en BOA y MBOA, que son metabolizados para generar
2-aminofenol (2-AP). Entonces, este intermediario es convertido a 2-amino- 3H -
fenoxazin-3-ona (APO) vy 2-acetilamino-7-metoxi-3H-fenoxazin-3-ona (AMPO),

que afectan la expresion génica y desarrollo de las plantas blanco.
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Figura 19. Modelo del posible mecanismo de accion basado en la inhibicion de
desacetilasas de histonas (HDAC) mediado por los aleloquimicos APO y AMPO.
Una planta donante cuenta con DIBOA-glu y/o DIMBOA-glu almacenadas en su vacuola,
como consecuencia de un daino mecanico o tras la deteccidn de algun patégeno o planta
objetivo, se exuda DIBOA y/o DIMBOA en la rizosfera. Estos dos compuestos inestables
se difunden desde las raices de la planta donante hacia la rizosfera y se convierten
rapidamente en los intermediarios BOA y MBOA . Ambos intermedios se convierten
ademas en los compuestos mas estables APO y AMPO , que son absorbidos por la planta
objetivo. APO y AMPO inhiben ampliamente HDAC enzimas Tomado de: Venturelli et al.
(2015).
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Otra modificacion que sufre el BOA excretado en la rizosfera es la nitracién para
producir 6-hidroxi-5-nitrobenzo [ d ] oxazol-2 3H)-ona (NBOA-6-OH), la
nitracion puede ser efectuada por la bacteria Pantoea ananatis (Schitz et al.
2019; Voloshchuk et al.2020), la cual puede ser degradada por un consorcio de
bacterias y hongos del suelo, como Sepedonioides, Papulaspora, Trichoderma
viride y Actinomucor elegans. Los productos de degradacién de la NBOA-6-OH
(Figura 20), podrian ingresar al ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA o ciclo de
Krebs) siendo esta una de las principales vias de eliminacién tanto del BOA como
el MBOA, desintoxicando asi la rizosfera (Fig.18) (Schitz et al. 2019; Voloshchuk
et al.2020). Sin embargo, la pérdida de bacterias degradadoras de NBOA-6-OH
asociadas al maiz, por la presencia de BX y sus derivados, debido a su nula
tolerancia, nos da como consecuencia la disminucion de la degradacion de los
compuestos nitrados, provocando asi su acumulacién (Voloshchuk et al.2020).
La gran cantidad de compuestos nitrados tiene un efecto negativo para las
plantas. La acumulaciéon de NBOA-6-OH puede afectar el crecimiento de las
plantas, (Schulz et al.2017) lo que se puede explicar por la influencia de los
compuestos aromaticos nitrados sobre la fotosintesis, ya que estos compuestos
pueden inhibir la cadena de transporte de electrones o provocar el
desacoplamiento del flujo de electrones de la fotofosforilacion (Brack &
Frank,1998).
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Figura 20. Via para nitracion BOA-6-OH y MBOA. Circulos verdes: modificaciones
por plantas, Circulos magenta: Modificaciones por bacterias. EI MBOA (6) que se
encuentra en el maiz, se puede desmetilar para producir BOA-6-OH (7), posteriormente
las plantas glucosilan la molécula, debido a que la produccién del BOA6-0-glucdsido (8)
es el principal producto de desintoxicacion de MBOA. Sin embargo existe otra ruta de
eliminacion, a partir del BOA-6-OH (6) producido por las plantas, ya que es un sustrato
para la nitracion efectuada por la bacteria Pantoea ananatis produciendo el compuesto
NBOA-6-OH (17) el cual se postula que puede ser degradado y los compuestos
resultantes ir al ciclo de Krebs. Por otro lado, MBOA es otro sustrato para la nitracion
bacteriana, que conduce a la 6-metoxi4-nitro-benzoxazolin-2(3H)-ona (NMBOA, 18).
Tomado de: Schitz et al. (2019).

4.E. Variabilidad en la resistencia a benzoxazolinonas en F. verticillioides

La tolerancia a las benzoxazolinonas contribuye una ventaja ecoldgica para F.
verticillioides explicando su alta frecuencia en campos de maiz, y hay pocos
estudios que han explorado la variabilidad natural en esta propiedad entre
distintas cepas de este hongo. En ensayos preliminares de laboratorio evaluamos
la tolerancia a BOA (0.5 mg/mL) en 11 cepas de F. verticillioides aisladas de

maiz. Se inocularon un 50,000 conidias de cada una de las cepas (por triplicado)
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en el centro de una placa con medio PDA suplementado con BOA y se midié el
crecimiento radial (diametro de la colonia) durante un periodo de 8 dias. Con los
valores obtenidos se obtuvo un porcentaje de crecimiento con respecto al medio
sin BOA, el cual se graficd para denotar la progresion del crecimiento diario. (Fig.
21). El perfil de las curvas muestra que hay diferencias significativas entre las
11 cepas en su crecimiento radial, lo que puede ser un resultado de su tolerancia
relativa a BOA.
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Figura 21. Patron de crecimiento radial en cepas de F. verticillioides crecidas
en medio PDA suplementado con BOA (0.5 mg/mL) durante 8 dias. Se midié el
crecimiento radial desde el dia 1 y se grafica como % de crecimiento con respecto al
control del solvente (DMSO). Los valores graficados, se obtuvieron respecto al
respectivo control de cada cepa, por ello la grafica no parte de cero. Camacho-Gamifio,
A. F. Informe de Servicio Social, FQ-UNAM, 2020).

La Figura 22 muestra el anverso y reverso de las colonias de dos cepas de F.
verticillioides de este ensayo crecidas en ausencia y en presencia de BOA (5
mg/mL) por 8 dias. Las caracteristicas morfoldgicas de la colonia se observan
entre los dias 8 y 10 de crecimiento, por lo que fue relevante documentar los

cambios morfoldgicos de las distintas cepas en presencia del BOA.
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Figura 22. Efecto del BOA sobre el crecimiento radial de las cepas de F.
verticillioides FQPOOL (A) y MY3 (B). En cada panel, en |la parte superior se observan
las colonias de la respectiva cepa control (DMSO) y en la parte inferior la cepa en
presencia del BOA (0.5 mg/mL) después de 8 dias de crecimiento.

Para lograr una clasificacion sistematica de la tolerancia a benzoxazolinas de las
distintas cepas de F. verticillioides, Saunders (2009), cred una escala basada en
el umbral de tolerancia al BOA (1,3- benzoxazol-2-ona), asignando asi una clase

de tolerancia a cada una de las cepas (Tabla 8).

Tabla 8 Clases de tolerancia al BOA segun la concentracion (Saunders et al.

2009).

Clase I II III IV \Y/
Conc.

BOA 0.25 0.50 0.75 1.0 1.1
mg / mL

La tabla 9 recopila los datos de tolerancia al BOA para distintas cepas de F.
verticillioides, reportadas en la literatura e incluyendo nuestro trabajo, basado

en la clasificacion anterior por lo que en la primera columna de la tabla se

69




presenta la clase de tolerancia al BOA dependiendo de la concentracidon. En ella
se puede observar una diversidad notable entre las distintas cepas en su umbral

de tolerancia al BOA, complementando los ensayos preliminares.

A pesar de que el numero de datos encontrados para la diversidad en la
capacidad de metabolizar benzoxazolinonas no fue tan basto, se logré apreciar
el rango de variacion entre las concentraciones de BOA capaces de tolerar por

distintas cepas de F. verticillioides.

Tabla 9. Estudios sobre la capacidad de tolerancia a BOA en distintas cepas de

F. verticillioides aisladas de diversas fuentes en varias regiones geograficas.

Clase de | Umbral de Origen Medio # Temperatu | Tiemp | Método de Ref.
toleranc | tolerancia de las Cepas ra/ o analisis
i3 al BOA cepas e
Honduras | Medio 7 dias o (Glenn
I 0.25 mg/mL | , banano | PDA 1 obgf:rciéad -14 Cref;?i':lnto et al.
+BOA dias 2001)
Maiz, Camac
Cozoalte i ho-
ec, 2 MPeDdAIO 1 30°C/ 8 dias Crecimiento | Gamifio
Oaxaca +BOA obscuridad radial 'UNAI\SIIIS
2020.
Maiz, Camac
Santiago e ho-
Etla, edio 30°¢/ Crecimiento | Gamifio
Oaxaca PDA 1 r 8 dias . ,S.S
+BOA obscuridad radial o
2020.
Maiz, Camac
trépicos ) ho-
bajos MPeDdAIO 1 30°C/ 8 dias | Crecimiento Gamifio
11 0.50 mg/mL obscuridad radial 'S5
2020.
Maiz, Camac
subtrdpico ) ho-
5 MP‘EjA'O ) 30°¢/ 8 gias | Crecimiento ng;iﬁo
+BOA obscuridad radial [JN;AM,
2020.
Maiz, Camac
Santiago - ho-
Etla, edio 30°C/ . Crecimiento | Gamifio
Oaxaca PDA 2 . 8 dias . ,S.S
+BOA obscuridad radial g
2020.
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Maiz, Camac
Cozoaltep el ho-
ec, €dio 30°C/ , Crecimiento | Gamifio
Oaxaca FDS 2 obscuridad | S dias radial ' S:S
+BOA UNAM,
2020.
Valle del Camac
Yaqui, i ho-
Sonora MP?DdA'O 3 30°C/ 8 di Crecimiento | Gamino
obscuridad 1as radial » 5.5
+BOA UNAM,
2020.
Plantas Medio 220¢/ Placas de (Sau”dt
111 0.75 mg/mL | de maiz PDA 1 , 14 dias | Petride | 5° °©
BOA obscuridad cuadrante | 3
+ 2009)
Alimento . (Glenn
d , Medio 230C 7 di Crecimi o Al
1.0 mg/mL e maiz PDA 1 _/ ias- reC|m_|ento S001 .
contamin +BOA obscuridad 14 dias radial )
ado
i i , o |
1AV énéj'S'?S’ MPeDdA'O 1 23°C/ 7 dias- | Crecimiento éf engl.
1.0 mg/mL m.al'lz.. " +BOA obscuridad | 14 dias radial 2001)
i p .. Gl
nl\'llz?zall MP%:IAIO 1 23°C/ 7 dias- | Crecimiento <(et engl.
+BOA obscuridad | 14 dias radial 2001)
S d
é(?EnS?S’ Medio 220C/ Placas de ((er:unet
\Y 1.1 mg/mL o PDA 2 : 14 dias Petri de al.
Plantas obscuridad
, +BOA cuadrante | 2008)
de maiz.
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5. Discusion

Con la busqueda bibliografica se evidencid la alta variabilidad entre distintas
cepas de F. verticillioides, en los valores de produccién fumonisinas. Sin
embargo, la diversidad en la tolerancia al BOA apenas ha sido estudiada para
unas cuantas cepas de este patdégeno y se deben establecer parametros muy
claros para comparar entre diferentes estudios. El trabajo experimental que se
alcanzo6 a concretar como Servicio Social y que se cita en este trabajo contribuyd
a generar dichas condiciones pues se generd un ensayo robusto en el que se
controla la cantidad de conidias inoculadas lo que permite la comparacion entre

las cepas.

Como se observa en la tabla 7, la produccién de fumonisinas es altamente
variable entre la gran cantidad de cepas de F. verticillioides reportadas en la
bibliografia. Se citaron 22 estudios con un total de 452 cepas, acotando los afios
de busqueda desde el 2010 hasta el 2021. La concentracion minima reportada
en estos estudios fue 0.05 pg de FB1/g de sustrato (Palacios et al. 2015) en
contraste con la concentracion mas alta de 120 x 103 yug de FB1/g de sustrato
(Deepa et al. 2018).

En la mayoria de los estudios las cepas fueron aisladas para asegurar un
monocultivo, por lo general con ayuda de medios de cultivo como PDA y agar
hoja de clavel (CLA). Después del aislamiento en gran parte de los estudios se
realizé una PCR a partir de DNA gendmico, para confirmar que se tratara de
cepas de F. verticillioides usando oligonucleétidos para el Espaciador Intergénico

del RNA ribosomal (ITS; Internal Transcribed Sequence).

Otro parametro que es importante destacar y que contribuye a la variabilidad
observada en la produccién de FB1, es el tiempo de incubacion, a pesar de que
la concentracion mas alta (120 x 103 pg de FB1/g de sustrato) solo tuvo un
tiempo de incubacién de 14 dias, se puede observar que a tiempos de incubacion

de 28 dias (Deepa et al. 2018) en adelante se obtuvieron grandes cantidades de
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toxina, excluyendo a la cepas obtenidas de Argentina, que a pesar de que fueron

incubadas 28 dias sus niveles de FB1 fueron bajos.

El rango de temperatura usada en los estudios va desde los 21°C hasta los 28°C,
ademas de que es mayoritario el nimero de ensayos donde se incuban en
ausencia de luz, debido a que la incubacion en la obscuridad aumenta la
produccién de fumonisinas hasta un 150% (Fanelli et al. 2012); sin embargo,

algunos autores optaron por el uso de periodos alternos de luz/obscuridad.

El analisis de los resultados de los ensayos recopilados en este trabajo muestra
que los sustratos basados en maiz favorecen la produccién de fumonisinas, lo
que permite explorar el potencial toxigénico de las cepas, independientemente

de donde hayan sido aisladas.

Para el analisis de fumonisinas en su mayor parte se realizaron por medio de
HPLC analizando FB1, en menor proporcidon se empled la técnica de ELISA ya que

al emplearla el analisis es de fumonisinas totales.

Para la diversidad en la capacidad de tolerancia al BOA no se acotaron los afios
de busqueda, debido a que la informaciéon es muy limitada y en su mayoria del
mismo autor. A pesar de esta limitante, se logra apreciar el rango de variacién
entre las concentraciones de BOA capaces de tolerar por distintas cepas de F.
verticillioides que va de 0.25 mg/mL a 1.1 mg/mL (Tabla 9). La primera columna
de la tabla presenta la clase de tolerancia al BOA dependiendo de la
concentracion, la cual fue propuesta por el autor Saunders (Tabla 8). Todos los
ensayos fueron realizados en medios PDA adicionados con BOA y el método de
analisis predilecto fue crecimiento radial en cajas Petri siendo el tiempo de

eleccion por los autores de 14 dias en ausencia de luz.

En la Tabla 9, también se adicionaron los resultados experimentales previos, los
cuales correspondian a la clase de tolerancia II (0.5 mg/mL), complementando
asi la informacion bibliografica y evidenciando la variabilidad entre las distintas

cepas de F.verticillioides en su capacidad de tolerar BOA.
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El estudio del papel de las benzoxazolinonas ha sido objeto de estudio en los
ultimos anos, debido a multiples factores que afectan la interaccién

benzoxazolinonas- F. verticillioides.

La capacidad de biotransformacién de las benzoxazolinonas por parte de F.
verticillioides, le proporciona una ventaja ecoldgica a este patdégeno, por lo que
la presencia de benzoxazolinonas aumenta la incidencia de F. verticillioides en
las plantas de maiz, ya que la competencia por espacio y nutrimentos se ve
reducida, pues los microorganismos que usualmente alberga el maiz no cuentan
con un sistema catabdlico de estos compuestos, lo que limita su desarrollo. Estas
interacciones quimicas afectan la dinamica de la microbiota en la rizosfera de
maiz, como se ha demostrado con varias especies del género Trichoderma, que
es un antagonista de Fusarium spp. y otros hongos fitopatdgenos, ya que este
microorganismo es susceptible a algunos productos del metabolismo de

benzoxazolinonas, como el APO (Popiel et al. 2013).

Asimismo, el metabolismo de benzoxazolinonas puede afectar a la propia planta
emisora, ya que, si la degradacion del BOA a APO se da en un menor tiempo que
la liberacion de estos compuestos, se acumula APO, lo que altera la expresion de

genes involucrados en el desarrollo y crecimiento.

Asi como Fusarium spp. ha evolucionado la capacidad de metabolizar las
benzoxazolinonas, plagas de insectos que atacan maiz son capaces de percibir
estos compuestos como sefiales quimicas que les permiten localizar tejidos
susceptibles con mayor cantidad de nutrimentos, o evadir aquellos que tengan

altos niveles de compuestos toxicos.

Dado la actividad insecticida de las benzoxazolinas, a lo largo de los afnos se ha
hecho una seleccidon empirica de variedades de maiz con resistencia a plagas de
insectos, lo que probablemente ha resultado en una mayor incidencia de F.
verticillioides en maiz, al tener esta especie la capacidad de tolerar
benzoxazolinonas y competir por nichos ecoldgicos contra otros hongos. Esto se

puede reflejar también en niveles elevados de fumonisinas, que tipicamente se
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observan en maiz contaminado, lo que dejaria al maiz con una gran desventaja
al enfrentarse a sus patégenos usuales. Ademas, a mayor concentracién de BX
puede ocasionar un aumento en el crecimiento de algunos insectos como es el
caso del gusano D. v. virgifera, lo que conduciria a una plaga de este gusano
(Robert et al. 2012).

Sin embargo se propone que haya una concentracion umbral de BX que sea lo
suficientemente alta como para proporcionar un efecto insecticida y antifungico
a la planta, pero lo suficientemente baja como para evitar el beneficio de

colonizacidn para las especies de Fusarium e insectos metabolizadores.

Ademas otra posible estrategia podria ser encontrar una combinacién de
microorganismos para formar un consorcio simbiotico con el maiz, que efectué
una biotransformacion mas rapida y efectiva de los metabolitos de las BX
producidos por especies de Fusarium, con el fin de eliminar estos metabolitos
toxicos del hospedero y su rizosfera, y asi suprimir la ventaja ecoldgica que le
proporcionan los derivados BX a especies de Fusarium, ademas de permitir el
crecimiento de microorganismos benéficos para la planta como Trichoderma,

aumentando los mecanismos de defensa del maiz.

El maiz produce benzoxazolinonas como mecanismo de defensa contra
patdgenos que residen en él, como es el caso de F. verticillioides; el cual puede
producir micotoxinas como son las fumonisinas, ademas de contraatacar la
produccién de benzoxazolinonas, tolerando concentraciones que resultan
inhibitorias para otros hongos. Tanto la capacidad de producir FB1 como la
tolerancia a BOA, son adaptaciones claves asociadas a la virulencia de F.
verticillioides; y ambos factores mostraron una amplia variabilidad de entre

distintas cepas de este patdgeno (Figura 23).
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Figura 23. Tolerancia a benzoxazolinonas y produccion de fumonisinas, dos
metabolismos que contribuyen a la agresividad y colonizacion de maiz en F.
verticillioides.

6. Conclusiones

Se observé una amplia diversidad en los valores de produccion de fumonisinas
(FB1) entre cepas de F. verticillioides reportados en la literatura. De igual manera
para los valores de concentracidn de Benzoxazolinonas (BOA) capaces de tolerar
por distintas cepas de F. verticillioides se encontré6 una diversidad notable,

apoyando los datos experimentales preliminares.

Es contrastante la abundancia de literatura encontrada sobre los dos objetivos
que constituyeron este proyecto y queda claro que tanto la capacidad de producir
FB1 como la tolerancia a BOA, son metabolismos claves asociados a la virulencia
de F. verticillioides, por lo que esta posible asociacion merece un estudio
experimental profundo. Es importante resaltar que durante la busqueda
bibliografica no se encontraron ensayos o articulos que relacionaran los dos
metabolismos estudiados en este trabajo, lo que confirma que es un area
relevante de estudiar en el laboratorio pues contamos con una amplia coleccién

de cepas de este hongo patdgeno, aisladas de maiz.
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Es de suma importancia, la busqueda de estrategias que contribuyan a combatir
y controlar al patégeno F. verticillioides, debido a las actuales evidencias sobre

su desarrollo de nuevas herramientas para colonizar al maiz.

7. Perspectivas

e Realizar ensayos con distintas cepas de F. verticillioides evaluando la
produccién de fumonisinas y la tolerancia a benzoxazolinonas para determinar

si existe un patréon de entre estos factores.

e Evaluar si existe un cambio en la expresidn de genes reguladores de la
biosintesis de FB1 como el gen FUM 21 por el efecto del BOA, esto
contribuiria con informacidn para poder atacar a F. verticillioides de una
manera eficaz con el fin de proteger los cultivos de maiz.

e Implementar estrategias de mitigacién precosecha y post-cosecha, asi como
normas regulatorias que contribuyan a reducir la exposicidon a fumonisinas y

otras micotoxinas en la poblacién.
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