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Resumen de la tesis que presenta Karla Joana Ramirez Bourgoin como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestra en Ciencias en Ciencias de la Vida

Efecto de moléculas despolimerizadoras de actina en enfermedades infecciosas causadas por
Fusarium vanettenii

Resumen aprobado por:

Dr. Gilberto Curlango Rivera
Director de tesis

Las enfermedades infecciosas causadas por hongos filamentosos del género Fusarium representan un
desafio relevante en la salud publica a nivel mundial, debido a su impacto en seres humanos, industria
agropecuaria, y la contaminacion de alimentos por micotoxinas. En este contexto, es primordial el
estudio de la patogenicidad de este género. Similar al sistema inmunitario en humanos, donde los
neutréfilos emplean Trampas Extracelulares de Neutréfilos (NETs, por sus siglas en inglés) para
eliminar patégenos, en interacciones planta-hongo, células del borde del apice de la raiz secretan ADN
extracelular (exDNA, por sus siglas en inglés) que atrapa patégenos, evitando la infeccion en el sistema
radicular. Por su parte, las nucleasas extracelulares fungicas son factores de virulencia que degradan
exDNA del hospedero y suprimen sus defensas. Por lo anterior, entender los mecanismos de secrecién
de nucleasas fungicas es de interés para ofrecer mecanismos de control mds efectivos e inocuos. Es
sabido que el citoesqueleto de actina es parte de las rutas de secrecién de enzimas fungicas. En el
presente estudio, se utilizé el modelo planta-hongo Pisum sativum-Fusarium vanettenii para investigar
el efecto de compuestos despolimerizadores de actina, Latrunculina B (Lat B) y Citocalasina A (CA) en
la secrecidn de nucleasas. Asi, se evalud el efecto de Lat By CA sobre el desarrollo biolégico, secrecion
enzimatica y patogenicidad de F. vanettenii. Los resultados indicaron que la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Inhibitoria Media (CIM) de Lat B redujo significativamente el
crecimiento radial y tasa de elongacion de la hifa de F. vanettenii, respectivamente. Por otro lado, la
CMI de CA redujo el crecimiento radial, tasa de elongacién de la hifa, y esporulacién, y alterd la
secrecion de nucleasas y patogenicidad de F. vanettenii. Lo anterior sugiere que F. vanettenii podria
utilizar rutas alternativas a los filamentos de actina para la secrecion de nucleasas. Estos hallazgos,
aportan a una mejor comprension de los mecanismos de interaccidn de F. vanettenii con su hospedero,
lo cual tiene relevancia en el desarrollo de estrategias potenciales para el manejo de la fusariosis.
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Abstract of the thesis presented by Karla Joana Ramirez Bourgoin as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Life Sciences

Effect of actin-depolymerizing compounds on infectious diseases caused by Fusarium vanettenii
Abstract approved by:

Dr. Gilberto Curlango Rivera
Thesis Director

Infectious diseases caused by the filamentous fungi Fusarium represent a significant threat to public
health worldwide due to their impact on humans, the agricultural and livestock industries, and food
contamination with mycotoxins. In this context, studying the pathogenicity of this genus is of critical
importance. Similar to the human immune system, where neutrophils deploy Neutrophil Extracellular
Traps (NETs) to eliminate pathogens, plant-fungus interactions involve the secretion of extracellular
DNA (exDNA) by root border cells, which traps pathogens, protecting the root system from infection.
As a counter-attack mechanism, fungal extracellular nucleases act as virulence factors, degrading host
exDNA and suppressing its defenses. Therefore, understanding the mechanisms behind fungal
nuclease secretion is essential for developing more effective and environmentally safe control
strategies. The actin cytoskeleton is known to play a role in the secretion pathways of fungal enzymes.
In the present study, the Pisum sativum—Fusarium vanettenii plant-fungus model was used to
investigate the effect of actin-depolymerizing compounds, Latrunculin B (Lat B) and Cytochalasin A
(CA), on nuclease secretion. The impact of Lat B and CA on the biological development, enzymatic
secretion, and pathogenicity of F. vanettenii was evaluated. The results showed that Lat B significantly
affected the fungal growth and hyphal elongation rate of F. vanettenii at minimum and intermediate
inhibitory concentrations, respectively. At a minimum inhibitory concentration, CA affected the fungal
growth, hyphal elongation rate, and sporulation, and altered both nuclease secretion and
pathogenicity. These findings suggest that nuclease secretion in F. vanettenii may use alternative
secretion pathways that bypass actin filaments. Altogether, this study contributes to a better
understanding of the interaction mechanisms between F. vanettenii and its host, which is highly
relevant for potential strategies to manage fusariosis.

Keywords: Fusarium vanettenii, Pisum sativum, DNase, Latrunculin, Cytochalasin
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Enfermedades infecciosas

La enfermedad se define como una condicién que afecta el funcionamiento normal de un sistema en un
organismo, manifestandose con sintomas especificos. Esta condicion es causada por la invasién vy
proliferacién de agentes patdgenos externos, como lo pueden ser bacterias, parasitos, virus y hongos. A
diferencia de los dafios intrinsecos, originados dentro del hospedero por caracteristicas genéticas u otros
factores internos que interfieren con los procesos normales del sistema, las enfermedades infecciosas
surgen exclusivamente como resultado de la interaccién entre el hospedero y agentes bioldgicos externos,
causando sintomas especificos que reflejan el desequilibrio fisioldgico y la respuesta del sistema

inmunitario (World Health Organization; Tibayrenc, 2006; revisado en Upadhyay, 2020).

El sistema inmunitario del hospedero se encarga de combatir y eliminar a los agentes patdgenos
infecciosos, aunque en algunos casos no todos logran ser eliminados, resultando en una enfermedad
infecciosa. También, algunos de los agentes infecciosos patdgenos supuestamente eliminados, pueden
resurgir después de un periodo de inactividad, adquiriendo caracteristicas que les facilita reinfectar a su
hospedero. Por ello, toda enfermedad infecciosa aparece en algin momento en una poblacién, contexto
o entorno determinado, convirtiéndose en una verdadera amenaza para la salud publica, y los episodios
de estas enfermedades pueden generar graves efectos sociales, econdmicos y politicos (National Institutes
of Health, 2007). Actualmente las enfermedades infecciosas son una de las principales causantes de
morbilidad y mortalidad, por ejemplo, la enfermedad por COVID-19 llegd a representar mas de 15 millones
de muertes a nivel mundial para los afios 2020 y 2021, por lo que, el combate a las enfermedades

infecciosas sigue siendo una prioridad en el presente (United Nations, 2023).

1.2 Respuesta inmune contra enfermedades infecciosas

El sistema inmunitario, un conjunto altamente regulado y especializado de estructuras, tejidos, células y
moléculas, tiene como objetivo proteger al organismo contra la invasion de patégenos y prevenir
enfermedades. Se divide en el sistema innato, presente desde el nacimiento, y el sistema adaptativo, que

se activa en respuesta al contacto con factores bidticos o abidticos. La primera linea de defensa contra
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patdgenos es la inmunidad innata, que se caracteriza por la rapida eliminacién del microorganismo
infeccioso. Entre los componentes del sistema inmunitario innato se encuentran nuetrélifos, monocitos,
macroéfagos, células dendriticas, células Naturales Asesinas (NK, del inglés “Natural Killer”) y otras células

fagociticas.

Por otro lado, el sistema inmunitario adaptativo esta conformado por células altamente especializadas
como los linfocitos T (T citotéxicos y T colaboradores) y los linfocitos B, responsables de la produccién de
anticuerpos y del establecimiento de la memoria inmunitaria especifica. Estos elementos trabajan en
conjunto para identificar y neutralizar amenazas al organismo contribuyendo de manera efectiva a la
respuesta inmunitaria (McKinney et al., 2018; Janeway, 2002). Esta respuesta inmune utiliza Receptores
de Reconocimiento de Patrones (PRRs, por sus siglas en inglés) que identifican patrones moleculares
conservados asociados a patdgenos. La expresion de PRRs en diversas células del sistema inmunitario
permite una respuesta coordinada, desencadenando la liberacidn de citocinas proinflamatorias, sintesis
de citocinas quimiotacticas, fagocitosis y liberaciéon de péptidos antimicrobianos (Litman et al., 2007).
Durante una infeccidn, la activacidon de la memoria inmunitaria innata por los PRRs también induce la
activacion de factores hematopoyéticos en leucocitos innatos y progenitores de médula ésea, asi como la

liberacion de citocinas (Revisado en Sherwood et al., 2022).

1.3 Neutroéfilos en el sistema inmunitario

Uno de los glébulos blancos mas abundantes son los neutréfilos, los cuales representan una de las
principales células del sistema inmunitario innato y desempefian un papel fundamental como ejecutores
activos en la respuesta inflamatoria (Nicolas-Avila et al., 2017). La respuesta inflamatoria es una de las
principales tdcticas de accidon contra patdgenos infecciosos, elimina las amenazas de los agentes
infecciosos, y ayuda a restaurar la homeostasis del sistema inmunitario acelerando el proceso de

recuperacion (Janeway & Medzhitov, 2002).

En la respuesta inflamatoria al inicio de la infeccidn, las moléculas quimiotacticas liberadas de manera local
atraen a los neutrodfilos, que posteriormente migran a los tejidos infectados por medio del torrente
sanguineo, donde eliminan a los microorganismos patégenos mediante fagocitosis o liberando sustancias
antimicrobianas como enzimas, proteinas granulares, oxidantes y Trampas Extracelulares de Neutroéfilos
(NETSs, por sus siglas en inglés) (Brinkman et al., 2004; revisado en Borregaard, 2010; Ben-Smith et al.,

2001; Douda et al., 2014; Metzler et al., 2014).



1.4 Trampas extracelulares de neutrofilos

Las NETs, identificadas en 1996 como una forma de muerte celular distinta de la necrosis y la apoptosis,
fueron descubiertas por Takei y colaboradores en un estudio que exploraba la relacién entre la activacidon
de los neutréfilos y su eliminacion. Este proceso, denominado NETosis, implica cambios morfoldgicos
Unicos, como la fusién del nicleo multilobulado y la liberacidn de la cromatina en el citoplasma a través
de la ruptura de la membrana nuclear (Takei et al., 1996). Investigaciones posteriores profundizaron en la
NETosis, destacando su funcién en la captura y eliminacién de microorganismos durante infecciones,
actuando como una barrera fisica y antimicrobiana (Brinkman et al., 2004). La NETosis, generalmente vista
como una forma de muerte celular, presenta una variante denominada "NETosis vital". En este proceso,
los neutrdfilos liberan NETs sin experimentar muerte celular, permitiéndoles seguir combatiendo
patdgenos de manera eficiente. Aunque aun no se comprende completamente, la NETosis vital se
considera una respuesta mas rapida y eficiente a las infecciones en comparacion con la NETosis clasica,

que implica la muerte del neutroéfilo (Revisado en Yipp & Kubes, 2013).

Elinterés en las NETs se ha incrementado debido a su relevancia en las enfermedades infecciosas. Cuando
se liberan, estas redes atrapan y eliminan bacterias, hongos, virus y protozoos, contribuyendo asi al
sistema inmunitario del organismo (Revisado en Gillot et al., 2021). Por ejemplo, las NETs han demostrado
prevenir la propagacion de infecciones oculares (Mahajan et al. 2019). Aunque la formacion de NETs es un
mecanismo de defensa contra los microorganismos, algunas evidencias recientes sugieren que una
produccién excesiva de estas estructuras puede contribuir a lesiones pulmonares al provocar la muerte de
células epiteliales, endoteliales y pulmonares, asi como la formaciéon de trombos intravasculares

(Ondracek & Lang, 2021; revisado en Szturmowicz & Demkow, 2021).

1.5 Desoxirribonucleasa extracelular

El DNA extracelular desempefia un papel esencial en la defensa celular, y la expresion microbiana de una
nucleasa extracelular (exDNasa) es un factor critico en la capacidad de los microorganismos para causar
enfermedades. Los microorganismos patédgenos pueden secretar exDNasas para degradar el exDNA que
forma parte de las NETs liberadas por los neutréfilos del hospedero durante la infeccidn. Esto desactiva el
mecanismo de defensa de las trampas extracelulares de DNA y facilita la diseminacidn del patégeno.
Ademas, la secrecion de exDNasas puede proteger al patégeno de los componentes antimicrobianos de

las NETs, lo que aumenta su capacidad para causar daiio y enfermedad en el hospedero, sin embargo,
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estas funciones pueden ser inhibidas ante la presencia de actina, ya que esta proteina puede inhibir la

actividad de las nucleasas (Brinkmann et al., 2004; Lazarides & Lindberg, 1974).

En cuanto a los mecanismos de secrecidn, la ruta convencional de secrecién de DNasas, se ha estudiado
en células pituitarias de rata y humano, en donde se ha observado que las enzimas se transportan desde
el reticulo endoplasmatico hacia el aparato de Golgi y luego a la membrana celular a través de vesiculas
(Shimada et al., 1998). Por otro lado, estudios recientes han identificado rutas de secrecién alternativas
en otros organismos como los hongos filamentosos, los cuales ademds de las rutas de secrecidn
convencional, poseen mecanismos complejos para la secrecidn de moléculas. En especies fungicas, se ha
descrito la secrecidn basada en vesiculas extracelulares, secrecion mediada por lisosomas, asi como rutas
independientes del aparato de Golgi, que permiten la liberacién de proteinas sin sefales peptidicas
clasicas. Estas rutas pueden activarse bajo condiciones de estrés o en respuesta a sefiales del hospedero

(Revisado en Cairns et al., 2021).

En particular, la actina desempefia un papel fundamental en la biogénesis, transporte y liberacion de
vesiculas extracelulares en hongos y otros eucariotas. La polimerizacién de actina es esencial para la
formacidn de vesiculas en la membrana plasmatica, el movimiento intracelular de vesiculas a lo largo del
citoesqueleto, y su posterior fusién con la membrana celular para liberar su contenido al microambiente

extracelular (Revisado en Gurunathan et al., 2019).

1.6 Actina

La actina es un componente estructural fundamental presente en todos los tipos de células. Esta proteina
qgue forma parte del citoesqueleto y que existe en dos formas: la actina globular monomérica (G-actina) y
la actina filamentosa (F-actina), desempefia un papel relevante en una amplia variedad de funciones
celulares. Esto sugiere que la actina y las estructuras que la contienen tienen un amplio espectro de
actividades dentro de las células como el transporte intracelular de organelos, vesiculas, proteinas,
enzimas y otras estructuras celulares (Lazarides & Lindberg, 1974). La polimerizacién de la actina ocurre
en tres principales fases: nucleacidn, elongacién y estado estacionario. En la primera fase se forma un
nucleo estable de tres mondmeros de actina. Posteriormente, los mondmeros de actina se integran al
extremo positivo del filamento, mientras que, en el extremo negativo, los mondmeros tienen menor
adicion. Por ultimo, en el estado estacionario se crea un equilibrio dindamico donde los mondémeros se

afiaden (en el extremo positivo) y disocian (en ambos extremos) del filamento de forma constante
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(Revisado en Pollard & Cooper, 1986). La actividad de la exDNasa puede ser negativamente regulada por
la actina. Cuando la actina es liberada en al espacio extracelular como resultado de la rotura celular, el
dano o la muerte celular, la G-actina interacttia con la exDNasa, lo que inhibe la capacidad de la nucleasa
para descomponer el material genético (Chaponnier et al., 1986; Eulitz & Mannherz, 2007; Lazarides &
Lindberg, 1974). Por ejemplo, en pacientes que experimentaron una lesidon térmica grave, se observé que
estas lesiones alteraron el sistema de regulaciéon de la actina, lo que condujo a un aumento en la
produccién de actina. Este incremento en la produccién de actina resulté en la inhibicidn de la actividad
degradadora de la exDNasa, lo cual provocé un aumento en la acumulacion de exDNA, desencadenando

una mayor respuesta inflamatoria en el tejido afectado (Dinsdale et al., 2020).

1.7 Compuestos despolimerizadores de actina

La Latrunculina es un metabolito secundario derivado de esponjas marinas del género Latrunculia. Este
compuesto se une a la G-actina, bloqueando su incorporacién a los extremos en crecimiento de la F-actina,
interfiriendo con la polimerizacién y reduciendo la estabilidad del citoesqueleto. Esta desestabilizacion
afecta procesos celulares esenciales como la endocitosis, el trafico vesicular y la morfogénesis celular
(Coué et al., 1987). Por otro lado, la Citocalasina proviene de una familia de alcaloides producidos por
hongos de los géneros Aspergillus y Metarhizium. Se une a los extremos positivos de F-actina, impidiendo
la adicion de nuevas subunidades de G-actina y favoreciendo la despolimerizacion en el extremo negativo,
lo que conduce al acortamiento de los filamentos. Como resultado, se alteran procesos dependientes de

la actina como la endocitosis y el trafico vesicular (Revisado en Cooper, 1987).

Ambos compuestos han sido ampliamente utilizados para estudiar la dindmica del citoesqueleto de actina
en hongos filamentosos, particularmente en procesos como el crecimiento polarizado, la morfogénesis, la
secrecion y la patogénesis. En Phytophthora infestans, el tratamiento con 10 pg/mL de Lat B provocé un
aumento en la ramificacién y deformaciones en los apices hifales (Zheng et al., 2012). En M. brunneum, se
evaluaron concentraciones entre 1y 5 pg/mL de Lat B, observandose que 2.5 pg/mL causo alteraciones en
la morfologia de las hifas, ramificaciones apicales, aumentd el grosor de las hifas, la tasa de endocitosis, la
organizacidn de la pared celular, y efectos negativos en procesos intracelulares como la movilidad de
peroxisomas y cuerpos lipidicos (Gasca-Venegas, 2023). De manera similar, en Candida albicans, la
aplicacion de 0.06 pg/mL de Latrunculina A inhibid la transicién morfoldgica de levadura a hifa, lo cual
comprometio su virulencia (Delgado et al., 2014). En modelos como Neurospora crassa, Botrytis cinerea y

M. anisopliae, la Lat B ha mostrado efectos citotdxicos e inhibitorios sobre el crecimiento en
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concentraciones que oscilan entre 1 y 10 ug/mL (Delgado et al., 2010; Gasca-Venegas, 2023). Entre los
efectos observados se encuentran la pérdida de polaridad, alteraciones morfoldgicas severas y defectos

en la secrecion, asi como una disminucién en la virulencia.

Por su parte, la CA ha sido asociada con hifas de morfologia irregular, menor elongacién, alteraciones
nucleares y defectos en la secrecidon enzimdtica, como se ha observado en A. nidulans, donde el
tratamiento con 10 pg/mL de Citocalasina provocé la acumulacién de vesiculas en los extremos de la hifa,
asi como interrupciones en la organizacion nuclear (Torralba et al., 1998; Lin & Momany, 2004). En hongos
fitopatégenos como B. cinerea, el uso de 50 pg/mL de CA inhibié la formacién de apresorios y conidios,
estructuras clave para el proceso infeccioso (Turra et al., 2015). De manera similar, en Magnaporthe
oryzae, concentraciones de 20 pg/mL de CA afectaron la formacion de apresorios y la penetracidon en
tejidos vegetales (Revisado en Tucker & Talbot, 2001). La CA ha sido utilizada en un rango de 10 a 50
ug/mL, provocando alteraciones como morfologia irregular de las hifas, menor elongacion, interrupciones
en la organizacién nuclear y acumulacion de vesiculas, asi como la inhibicién de estructuras especializadas
como conidios y apresorios, esenciales para la infeccion en hongos fitopatégenos. La sensibilidad
diferencial entre especies podria deberse a variaciones en la organizacidn del citoesqueleto de actina o en
la activacién de mecanismos compensatorios, como rutas de secrecidn alternativas o la reorganizacion

dindamica del citoesqueleto (Turra et al., 2015; Berepiki et al., 2010).

1.8 Organismos modelo para estudios de interaccion NETs-DNasa

Ademas de estar presentes en mamiferos, las NETs también se encuentran en otros vertebrados como
aves y peces, e incluso artrépodos y plantas. De igual manera, en estos organismos se libera exDNA que
atrapa microorganismos patogenos, evitando su invasion, lo que sugiere que el exDNA es un mecansimo

de defensa que se ha mantenido conservado durante la evolucién (Revisado en Lui et al., 2022).

En plantas, se ha observado un fendmeno similar de trampas de DNA extracelular en células del borde del
apice de la raiz (del inglés, “Root Border Cells”) (Hawes et al., 1998; revisado en Hawes et al., 2011). De
manera similar a la médula dsea, donde los mamiferos producen neutréfilos en respuesta a sefiales
especificas, el apice de la raiz estd programado para generar un numero determinado de células
especializadas en dar proteccion al meristemo de la raiz, que controlan el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Brinkman et al., 2004; Curlango et al., 2014; Hawes et al., 1998). De manera analoga a los

neutréfilos, se ha demostrado que las células de la periferia del dpice de la raiz secretan trampas de exDNA



7
y proteinas que protegen los apices de las raices en crecimiento contra la invasién de patdgenos fungicos,
bacterias o nematodos (Wen et al., 2007). Cuando se elimina el exDNA con una nucleasa, la infeccion en

el apice de la raiz se lleva a cabo (Curlango et al., 2014; Hawes et al., 2017; Wen et al., 2009).

Los patdgenos de las plantas producen nucleasas extracelulares, cuyo papel en la desactivacion de las
trampas extracelulares es de interés, ya que podria explorarse su aplicaciéon enfocada en la medicina
(Curlango et al., 2014; Park et al., 2019; Minh et al., 2016). Las rutas de defensa en las plantas y los animales
comparten numerosos elementos en comun, es por esto que los metabolitos de las plantas han sido objeto
de interés en la modulacién de enfermedades humanas durante mucho tiempo, siendo el acido salicilico

y la aspirina ejemplos notables de éxito en su aplicacidn (Revisado en Liu et al., 2022; Norn et al., 2009).

Las células vegetales, con su capacidad para inducir respuestas de trampas extracelulares en cuestion de
minutos, podrian proporcionar un sistema modelo conveniente para estudiar la interaccion exDNA-
exDNasa e identificar las sefiales que controlan la produccion y liberacion de exDNasa, asi como para
desentrafiar los mecanismos detras de la trampa extracelular en organismos eucariotas (Curlango et al.,
2010). En una revisién de 2017, Wen et al. visualizaron la liberacién de exDNA al momento de la separacion
de las células del borde del dpice de la raiz de P. sativum, resaltando la importancia de este mecanismo en
la interaccién planta-patégeno. Se propuso que la exDNasa no solo degrada exDNA del hospedero, sino
gue también puede influir en la dindmica del microambiente extracelular, lo que potencialmente facilita

la movilidad del hongo y su propagacion en los tejidos infectados.

Por otro lado, diversos microorganismos patégenos han desarrollado mecanismos de evasion a las
trampas extracelulares mediante la secrecion de nucleasas, principalmente DNasas. En humanos,
numerosas bacterias patdgenas utilizan esta estrategia para degradar las NETs y facilitar la diseminacién
sistémica. Entre los ejemplos mejor estudiados se encuentran Streptococcus pyogenes, que produce varias
DNasas extracelulares (Sumby et al., 2005); Staphylococcus aureus, que secreta la nucleasa Nuc; y
Pseudomonas aeruginosa, que emplea su propia DNasa para descomponer NETs y escapar de la respuesta

inmune (Mulcahy et al., 2010; Berends et al., 2010).

De igual manera, diversos protozoarios han sido reportados con la capacidad de secretar DNasas como
herramienta de evasién al sistema inmunitario. Por ejemplo, Entamoeba histolytica secreta una DNasa
que le permite evadir NETs (Guimardes-Costa et al., 2014), y Leishmania donovani ha sido observada
interactuando con NETs, probablemente degradandolas como parte de su estrategia de supervivencia

(Gabriel et al., 2010). Una revision realizada por Brinkmann y Zychlinsky (2012) enlisté multiples especies
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bacterianas y protozoarias asociadas con enfermedades humanas que presentan mecanismos para evadir
las NETs mediante la secreciéon de nucleasas. Esta recopilacién refuerza el hecho de que las DNasas
representan un mecanismo ampliamente distribuido entre patégenos, aunque poco explorado en ciertos

reinos como los hongos.

Se ha reportado que C. albicans es capaz de degradar NETs a través de la secrecion de DNasas,
contribuyendo asi a su virulencia y capacidad para formar biopeliculas resistentes (Urban et al., 2006;
Duggan et al., 2015). Entre los hongos filamentosos, se ha documentado que A. fumigatus secreta
nucleasas que le permiten evadir el atrapamiento por NETs y facilitar la infeccidon pulmonar (Bruns et al.,
2010; Urban et al., 2009). Asimismo, se han descrito nucleasas extracelulares en M. anisopliae, un hongo
entomopatégeno que infecta insectos degradando su exDNA (St. Leger et al., 1996). También se ha
observado que el género Fusarium secreta DNasas como factores de virulencia durante la colonizacién de
tejidos vegetales, degradando trampas de DNA liberadas por el hospedero (Hadwiger et al., 1995; Park et
al., 2019).

1.9 Fusarium

El género Fusarium compone un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuido en el suelo y en
diversas especies vegetales. Este conjunto de hongos pertenece a la familia Nectriaceae y se caracteriza
por su capacidad de producir esporas asexuales denominadas macroconidios y microconidios, asi como
estructuras de resistencia conocidas como clamidosporas. Fusarium es reconocido por su adaptabilidad a
diferentes condiciones ambientales y su capacidad para colonizar una amplia gama de hospederos a nivel
mundial (Revisado en Nelson et al., 1994).

Fusarium ha sido reconocido como un patégeno de importancia agricola, responsable de enfermedades
devastadoras en numerosos cultivos. Algunas de las patologias mas comunes incluyen el marchitamiento
vascular, la pudricién de raices en cereales y hortalizas, que generan pérdidas econdmicas significativas en
la produccién agricola (Spolti et al., 2014; revisado en Nelson et al., 1994). Ademas, su capacidad de
producir micotoxinas representa una problematica importante en la cadena alimentaria, ya que afecta la
calidad y seguridad de los alimentos destinados al consumo humano (Miller et al., 2001; Spolti et al., 2014).
En el sector pecuario, este hongo representa un problema significativo debido a la micotoxicosis en
animales, la cual ocurre tras la ingesta de alimentos contaminados (Revisado en Desjardins & Proctor,

2007).
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Asimismo, se ha identificado que las micotoxinas producidas por Fusarium, como las fumonisinas y los
tricotecenos, pueden tener efectos toxicos sobre ciertos artrépodos, especialmente en especies de
importancia acuicola como el camardn blanco del Pacifico (Penaeus vannamei). En la acuicultura, el uso
de alimentos balanceados contaminados con estas micotoxinas puede afectar negativamente la salud y el
rendimiento del cultivo de camardn. Estudios han demostrado que la exposicién a dietas contaminadas
con deoxinivalenol y fumonisinas puede provocar inmunosupresién, reduccién en la tasa de crecimiento,
alteraciones en el hepatopancreas y aumento de la mortalidad en P. vannamei (Wiseman et al., 1982;
Trigo-Stockli et al., 2000). Ademas, la presencia de Fusarium en ambientes acuicolas se ha asociado con
lesiones cuticulares y anomalias externas en crustaceos, lo que resalta la importancia de controlar la

contaminacidn fungica en estos sistemas de produccién (Lightner & Redman, 1976).

En las ultimas decadas, Fusarium se ha identificado como un patdgeno emergente de relevancia clinica,
debido al aumento en la cantidad de casos en los que esta involucrado, particularmente en individuos
inmunosuprimidos. En estos pacientes la infeccidn sistémica es una de las manifestaciones mas frecuentes,
representando hasta el 70% de los casos, con mayor incidencia en personas con leucemia aguda vy
neutropenia severa prolongada (Smith, 1993; Nucci & Anaissie, 2007; Neofytos et al., 2009). Estas
infecciones, conocidas como fusariosis, pueden presentarse de distintas formas, como lo es de manera
superficial en queratitis y onicomicosis, o en casos con mayor tasa de mortalidad, evoluciona a cuadros
sistémicos graves cuando el hongo ingresa al torrente sanguineo (Revisado en Nelson et al., 1994; Van
Diepeningen et al., 2015; Garcia et al., 2015; Azor et al., 2007). Entre las especies de Fusarium mas
detectadas en infecciones humanas, se encuentran F. solani, F. oxysporum, y F. verticillioides (Revisado en
Al-Hatmi et al., 2016). La dificultad de tratamiento radica en su resistencia inherente a multiples
antifdngicos, lo que limita las opciones teraputicas disponibles (Revisado en Zhao et al., 2021; Azor et al.,

2017).

1.10 Fusarium vanettenii

El hongo filamentoso F. vanettenii, anteriormente conocido por su fase sexual Nectria haematococca
(grupo de apareamiento VI) o asexual F. solani f. sp. pisi (Geiser et al., 2021; O’Donnell et al., 2020), es un
fitopatdgeno presente en el suelo (Revisado en Nelson et al., 1994). Este hongo infecta las plantas
mediante la emisidn de un tubo germinativo, el cual penetra los tejidos de las raices y coloniza los vasos
del xilema a través de la formacién de apresorios y la secrecidn de enzimas degradadoras de la pared

celular, obstruyendo el flujo de agua y nutrientes hacia otros érganos de la planta (Ortiz et al., 2014;
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Castafio-Zapata, 2015). Durante el proceso de transpiracidn, F. vanettenii asciende facilmente a través de
los haces vasculares. Con el tiempo, la planta responde cerrando estomas, las hojas pierden turgencia, se
marchitany desprenden, llevando a la eventual muerte de la planta (Ortiz & Hoyos, 2012). Posteriormente,
el hongo invade todos los tejidos de la planta fallecida y comienza a esporular. F. venettinii se ha convertido
en un valioso modelo de estudio en diversas disciplinas cientificas debido a su versatilidad y aplicaciones
potenciales. En la fitopatologia, se utiliza para investigar interacciones planta-hongo, permitiendo una
mejor comprensidon de las estrategias de infeccidn y las respuestas de las plantas a las enfermedades

(Castano-Zapata, 2009).

En 1995, Hadwiger y colaboradores, realizaron las primeras investigaciones detalladas sobre una nucleasa
producida por F. solani f. sp. phaseolicola. Encontraron que esta enzima no solo degradaba exDNA, sino
gue también funcionaba como estimulador en plantas como P. sativum, donde la interaccién entre las
exDNasas y células vegetales desencadenan respuestas de defensa. En 2010, Wen y colaboradores
sugirieron la participacién de exDNasas de F. vanettenii en la eliminacion de mecanismos de defensa
basados en trampas de exDNA en P. sativum. La secrecién de las exDNasas de F. venettenii, no solo
favorece su adaptacion al entorno vegetal, sino que también activan mecanismos de defensa en la planta,
generando un equilibrio dinamico entre la infeccidn y la resistencia (Revisado en Hadwiger, 2015). En 2019,
Park y colaboradores aportaron evidencia adicional sobre el papel de las exDNasas en la patogenicidad de
hongos fitopatégenos al estudiar Cochliobolus heterostrophus, un patégeno de maiz (Zea mays). En su
estudio, demostraron que la nucleasa Nucl producida por este hongo es un factor de virulencia, ya que al
comparar la cepa silvestre con un mutante isogénico con eliminacidn del gen que codifica Nucl,
observaron una reduccién significativa en la capacidad del hongo para infectar a su hospedero. Ademas,
proporcionaron evidencia de que Nucl tiene actividad enzimatica, siendo responsable de la degradacion
del exDNA. Estos hallazgos refuerzan la hipdtesis de que el equilibrio entre exDNA y exDNasas es una
estrategia utilizada tanto por animales y plantas hospederos, como por sus patégenos en una dindmica de

defensa y contraataque (Park et al., 2019).

Debido a la versatilidad como patdgeno en distintos organismos, el género Fusarium ha sido utilizado
como modelo de estudio en diversas investigaciones. F. vanettenii es uno de los miembros mas estudiados
del complejo de especies F. solani y fue el primero en tener su genoma secuenciado, lo que ha facilitado
estudios genéticos y moleculares detallados. Ademas, su capacidad de infeccidn tanto en plantas como
humanos, lo convierte en un modelo multihospedero ideal para investigar mecanismos de patogenicidad
y estrategias de control bioldgico (Zhang et al., 2006; revisado en Coleman et al., 2009; revisado en

Coleman, 2016).
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1.11 Justificacion

Las enfermedades infecciosas representan un desafio global tanto en la salud publica como en la
produccién agropecuaria, lo que hace esencial la comprension de los mecanismos moleculares
subyacentes para el desarrollo de estrategias terapéuticas mas eficaces. Entre estos mecanismos, la
respuesta inmune juega un papel crucial, destacando la formacidn de trampas de exDNA y la funcion de
enzimas que lo degradan, procesos clave en la interaccion patédgeno-hospedero. La actina, un componente
esencial del citoesqueleto celular, participa en multiples funciones bioldgicas, por ejemplo, en su forma
polimerizada (F-actina) actia como una red estructural dinamica que facilita el transporte intracelular de
proteinas y la secrecién de enzimas. Sin embargo, la relacidon entre nucleasas y la F-actina no ha sido
ampliamente estudiada, lo que actualmente representa una brecha de conocimiento. Compuestos
despolimerizadores de actina como la Latrunculina y Citocalasina se han empleado en ensayos in vitro para
estudiar las funciones de la actina en hongos filamentosos. Por ello, se planted utilizar estos compuestos
despolimerizadores para estudiar su efecto en la secrecion de nucleasas y patogenicidad en la interaccidn
P. sativum-F. vanettenii. Los conocimientos generados no solo amplian la comprensién de los mecanismos
de secrecidon de nucleasas en microorganismos patogenos flngicos, sino que también podrian aplicarse a
otros hospederos modelos en planta (Medicago truncatula o Arabidopsis thaliana) o animales (acuaticos
o mamiferos), lo cual abriria nuevas vias para el disefio de estrategias innovadoras en el control de

enfermedades infecciosas en los dmbitos agropecuario y médico.

1.12 Hipotesis

La exposicién de F. vanettenii a Latrunculina B o Citocalasina A, modificara su interaccién con P. sativum,

a través de alteraciones en su desarrollo, secrecidn de nucleasas y patogenicidad.

1.13 Objetivos

1.13.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de Latrunculina y Citocalasina en el desarrollo bioldgico de F. vanetteniiy su impacto en

la interaccién con planta.
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1.13.2 Objetivos especificos

1. Establecer las concentraciones minimas de estrés por Latrunculina y Citocalasina en el desarrollo

bioldgico de F. vanettenii.

2. Determinar actividad enzimatica de nucleasas extracelulares en F. vanettenii bajo condiciones de

estrés por Latrunculina y Citocalasina.

3. Estudiar la patogenicidad de F. vanettenii bajo condiciones de estrés por Latrunculina vy

Citocalasina.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Efecto de compuestos despolimerizadores de actina en el desarrollo

bioldgico de Fusarium vanettenii

2.1.1 Concentraciones minimas inhibidoras de Latrunculina B y Citocalasina A en

Fusarium vanettenii

Para determinar las concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media de Lat B en el desarrollo del
hongo F. vanettenii, se realizaron ensayos modificados de Gasca-Venegas (2023). Para ello, se prepararon
cajas Petri de 60 x 15 mm con 5 mL de medio Agar de Dextrosa de Papa (PDA, por sus siglas en inglés) con
concentraciones especificas de 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.005, 0.008, 0.01, 0.02, 0.1, 0.5, y 1 ug/mL, donde
se colocaron indculos de F. vanettenii colectados con sacabocados. Los cultivos se incubaron a
temperatura ambiente y en oscuridad durante cinco dias, y se realizaron mediciones del diametro de las
colonias cada 24 h. El ensayo se llevé a cabo por triplicado, incluyendo un control negativo sin Lat B, y se

obtuvieron un total de nueve réplicas (n=9) en tres experimentos independientes.

Para determinar las concentraciones minimas y media inhibitoria de CA, se llevd a cabo la metodologia

anterior utilizando CA en concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 3,5, 10 y 20 pg/mL.

2.1.2 Efecto de Latrunculina B y Citocalasina A en el desarrollo biolégico de Fusarium

vanettenii

Se inocularon 5,000 esporas/mL de F. vanettenii en una caja Petri de 90 x 15 mm con 10 mL de medio PDA,
con concentraciones de 0.02 y 0.1 pug/mL de Lat B, las cuales se incubaron por 24 horas a temperatura
ambiente y oscuridad. Para la observacion de las muestras se empled microscopia confocal de barrido
laser utilizando el equipo Olympus FluoView™ FV1000 (Olympus, Japon) del Laboratorio Nacional de
Microscopia Avanzada (LNMA) de CICESE. Se llevé a cabo la técnica de agar invertido, descrita por Hickey
et al. (2004), que consiste en voltear el medio sélido una vez solidificado, para exponer la cara

originalmente en contacto con la base de la placa, permitiendo evaluar la tasa de elongacién y la
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interaccion del hongo en una superficie menos expuesta al aire, esto para facilitar la manipulacion y
visualizacidn. Las imagenes fueron capturadas en dos canales simultaneamente: uno con luz fluorescente,
con excitacién a 488 nm y emisidon a 520 nm, y otro en modo de luz transmitida para obtener imagenes

mediante Contraste de Interferencia Diferencial (DIC, por sus siglas en inglés).

Para la captura de imagenes, se utilizé un objetivo de inmersidn en aceite 60X Plan-Apocromatico con una
apertura numérica de 1.42. A partir de los videos obtenidos, se determind la tasa de crecimiento de la hifa
del hongo en um/min y se midié el ancho de las hifas a una distancia de 5 um del apice de la hifa. El
experimento se realizé por triplicado, incluyendo un control negativo sin Lat B, y se analizaron un total de
treinta hifas (n=30) para la tasa de elongacidn y cincuenta hifas (n=50) para medicién de ancho de la hifa,

en seis experimentos independientes.

Para determinar el efecto de CA en el desarrollo de F. vanettenii se llevé a cabo la metodologia anterior,

utilizando CA en concentraciones de 5y 20 pg/mL.

Como parte de la evaluacion del desarrollo bioldgico, se analizd el efecto de Lat B en la biologia
reproductiva del hongo. Para ello se evalué la produccién y viabilidad de esporas producidas por F.
vanettenii bajo condiciones de estrés por Lat B. Para determinar la produccidon de esporas se colocaron
discos de indculos de F. vanettenni (obtenidos con sacabocados) en cajas Petri de 35 x 10 mm con 2 mL de
medio PDA con Lat B a concentraciones de 0.02 y 0.1 ug/mL, ademas de utilizar un control sin Lat B. Los
cultivos se incubaron a temperatura ambiente y bajo oscuridad durante cuatro dias. Al cuarto dia se
colectaron las esporas de los cultivos de F. vanettenii bajo los diferentes tratamientos y se determiné su
concentracidn. Para determinar la viabilidad de las esporas, se realizé un ensayo de germinacién a una
concentracién de 5,000 esporas/mL, las cuales se incubaron en medio Caldo de Dextrosa de Papa (PDB,
por sus siglas en inglés) por 3 h y 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Pasado el tiempo de
incubacién se realizé un conteo de esporas para determinar el porcentaje de germinacién. El ensayo se
llevd a cabo por triplicado, y se analizaron 3 replicas (n=3) para esporulacién y nueve (n=9) para

germinacion, en tres experimentos independientes.

Para determinar el efecto de CA en la biologia reproductiva de F. vanettenii, se llevé a cabo la metodologia

anterior utilizando CA en concentraciones de 5y 20 pg/mL.
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2.2 Efecto de compuestos despolimerizadores de actina en la actividad

enzimatica extracelular de Fusarium vanettenii

2.2.1 Ensayo cualitativo de la actividad de nucleasas extracelulares en Fusarium

vanettenii

Con la concentracién minima y media inhibitoria de Lat B establecida para F. vanettenii, se realizaron
pruebas bioquimicas cualitativas in vitro para detectar la actividad enzimatica de la especie fungica bajo
condiciones de estrés. Para ello, se realizé un ensayo preliminar en cajas de Petri de 60 x 15 mm con 5 mL
de medio Agar-ADN con concentraciones especificas de Lat B (0.02 y 0.1 pg/mL), donde se colocaron
inéculos de F. vanettenii colectados con sacabocados. Los cultivos se incubaron a temperatura ambiente
y en oscuridad durante cuatro dias. Posteriormente se adiciond acido clorhidrico (HCI) para la visualizacién

de la degradacion del ADN del medio por parte de la nucleasa secretada por el hongo.

Para determinar el efecto de la CA en la actividad enzimatica de nucleasas extracelulares de F. vanettenii

se llevé a cabo la metodologia anterior, utilizando CA en concentraciones de 5y 20 pg/mL.

2.2.2 Ensayo cuantitativo de actividad de nucleasas extracelulares en Fusarium

vanettenii

Con la concentracion minima y media inhibitoria de Lat B establecida para F. vanettenii, se realizaron
pruebas bioquimicas cuantitativas in vitro para detectar la actividad enzimatica de la especie fungica bajo
condiciones de estrés. Para ello, se prepararon cajas Petri de 35 x 10 mm con 2 mL de medio PDA con
concentraciones especificas de Lat B (0.02 y 0.1 ug/mL), donde se colocaron indculos de F. vanettenii
colectados con sacabocados. Los cultivos se incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad durante
cuatro dias. Después del tiempo de incubacidn se colectaron las esporas de los cultivos de F. vanettenii
bajo los diferentes tratamientos y se determiné su concentracién. Se prepard un gel de agarosa con ADN
basado en la metodologia de Takeshita et al. (2004). Para la preparacién del gel, se mezclaron 20 mL de
buffer del buffer de reaccion (2.133 g de MES [acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, Sigma], 0.407 g de
MgCl,, 0.029 g de CaCl,, pH 6.5, aforado a 100 mL con agua destilada) con 500 uL de ADN de esperma de

salmon diluido al 0.01% (p/v). Paralelamente, se prepardé una solucidn de agarosa al 2% disolviendo 0.4 g
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de agarosa en 20 mL de agua destilada, calentandola en microondas para su completa disolucion. Ambas
soluciones se combinaron y se vertieron en cajas de Petri de 90 x 15 mm para formar un gel, el cual se dejé
solidificar a temperatura ambiente. Posteriormente, en pozos cilindricos en el gel se depositaron 5 L de
muestra de los siguientes tratamientos: DNasa | como control positivo (Worthington), H,O libre de DNasas
como control negativo, esporas de F. vanettenii con tratamiento de Lat B en las concentraciones 0.02 y 0.1
ug/mL, y esporas de F. vanettenii sin tratamiento de Lat B. El ensayo se llevd a cabo a temperatura
ambiente y en oscuridad por 24 horas. Para la visualizacion de la actividad enzimatica, se afiadié SYBR
Green (Invitrogen) con buffer de tincién (0.680 g de NaAc [Sigma], 2 mL de EDTA 0.5M, pH 5.0, aforado a
100 mL con agua destilada) en una dilucién 1:10,000. Luego de 15 minutos de incubacién, se observé bajo
luz UV y se midié el radio del halo de degradacién del ADN. El ensayo se llevd a cabo por triplicado
incluyendo un control negativo sin Lat B y se obtuvieron un total de seis réplicas (n=6) en dos experimentos
independientes.

Para determinar el efecto de CA en la actividad enzimatica de nucleasas extracelulares de F. vanettenii se

llevé a cabo la metodologia anterior, utilizando CA en concentraciones de 5y 20 pug/mL.

2.3 Efecto de compuestos despolimerizadores de actina en la patogenicidad de

Fusarium vanettenii en Pisum sativum

2.3.1 Ensayo de patogenicidad de Fusarium vanettenii en planta, sexto Dia

Posinoculacién (DPI)

Se llevaron a cabo pruebas de patogenicidad para evaluar el efecto de Lat B o CA en la patogenicidad de
F. vanettenii en plantulas de leguminosas (P. sativum). En este proceso, las semillas de estas plantas se
desinfectaron superficialmente y germinaron en condiciones de laboratorio a temperatura ambiente
durante 48 horas, siguiendo lo descrito por Gunawardena et al., (2002). Posteriormente, de acuerdo a la
metodologia descrita en Curlango-Rivera et al. (2013), se seleccionaron plantulas sanas de 25 mm de
longitud y se trasplantaron a sistemas hidropdnicos modelo, con riego utilizando agua destilada estéril y
mantenidos a temperatura ambiente en un entorno de laboratorio. Se realizaron cuatro tratamientos de
la siguiente manera: las plantulas de P. sativum se inocularon con una suspension de 500,000 esporas
colectadas de un cultivo previo de cuatro dias del hongo patdgeno F. vanettenii en medio PDA con

tratamientos de Lat B (0.02 y 0.1 pg/mL). Adicionalmente, se inocularon plantulas con F. vanettenii sin
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tratamiento de Lat B y plantulas inoculadas solo con agua destilada estéril. El ensayo se llevé a cabo por

triplicado y se obtuvieron un total de 12 réplicas (n=12) en tres experimentos independientes.

Para evaluar los sintomas de pudricidn de raiz en las plantulas, al sexto DPI se tomaron fotografias de las
plantulas con una cdmara marca CANON EOS REBEL T6. Las imdagenes se procesaron con el programa FlJI
(Image J versién 1.54) de acuerdo con lo descrito en la seccion 2.4 y basandose en la escala de severidad

ordinal modificada de Gunawardena & Hawes, 2002 (Tabla 1).

Tabla 1. Escala de severidad ordinal de los sintomas en P. sativum causadas por F. vanettenii.

Grado de severidad Sintoma Coloracion de la raiz
0 Sin sintoma Blanca
1 Leve Amarilla
2 Moderado Café claro
3 Fuerte Café oscuro
4 Severo Negro

Para evaluar el desarrollo bioldgico de las plantulas de P. sativum, se desmontd el experimento y se
tomaron las medidas de la altura foliar, nimero de nudos, longitud total de la planta, peso seco total, foliar

y del sistema radicular, longitud de la raiz principal, longitud y nimero de las raices laterales.

Para determinar el efecto de CA en la patogenicidad de F. vanettenii se llevé a cabo la metodologia

anterior, utilizando CA en concentraciones de 5y 20 pg/mL.

2.3.2 Ensayo de patogenicidad de Fusarium vanettenii en planta, 14 DPI

Siguiendo la metodologia para las pruebas de patogenicidad descrita en la seccién anterior (2.3.1), se
evalud el efecto de Lat B (0.02 y 0.1 ug /mL) al 14 DPI. El ensayo se llevé a cabo por triplicado y se
obtuvieron un total de 18 réplicas (n=18) en tres experimentos independientes. Al 14 DPI se evaluaron los
sintomas de pudricidn de raiz en las pldntulas de acuerdo con lo descrito en la seccién 2.3.1 y
adicionalmente se realizé una evaluacion visual basada en la escala ordinal de la tabla 1. Se desmont¢ el
experimento para determinar el desarrollo biolégico de las plantulas siguiendo lo descrito en la seccién

2.3.1.
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Para determinar el efecto de CA en la patogenicidad de F. vanettenii a 14 DPI, se llevé a cabo la

metodologia anterior, utilizando CA en concentraciones de 5y 20 pug/mL.

2.4 Procesamiento de datos en FlJI (Imangel)

El procesamiento de imagenes se realizé utilizando el software Fiji (Imagel). Para cada imagen analizada,
se selecciond una regién de interés (RI) de la radicula de 90 x 20 pixeles, asegurando la consistencia en
todas las mediciones. Posteriormente, para cada experimento se obtuvo la intensidad de grises dentro de
la region seleccionada, expresada en valores de escala de 0 (negro) a 260 (blanco). Los valores de
intensidad obtenidos para cada imagen fueron registrados y utilizados para determinar el rango de
variacion dentro del conjunto de datos. Se identificaron los valores minimos y maximos con el fin de
establecer una escala métrica de clasificacién basada en la escala ordinal modificada de Gunawardena &
Hawes (2002) (Tabla 1). Segln esta escala, a cada intervalo de valores se le asignd una puntuaciéon de 0 a

4, permitiendo la categorizacion de los datos de acuerdo con la intensidad de grises.

2.5 Analisis estadistico

Se llevé a cabo un andlisis de normalidad de la distribucidn de los datos mediante la prueba de Shapiro-
Wilk y una evaluacién de laigualdad de varianzas utilizando la prueba de Levene. Para detectar diferencias
significativas entre tres o mas tratamientos, se realizaron analisis de varianza (ANOVA) y se aplicé la prueba
de comparaciones multiples de Tukey para identificar qué tratamientos mostraron diferencias entre si. En
los datos que no cumplieron con los supuestos de normalidad, se empled la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis y en caso de encontrar diferencias estadisticas significativas, se aplicé la prueba de
Bonferroni para determinar qué grupos presentaban diferencias significativas (P<0.05). Todos los andlisis

estadisticos se realizaron utilizando el software IBM SPSS Statistics 25.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Concentracidon minima inhibitoria de compuestos despolimerizadores de

actina en el crecimiento de Fusarium vanettenii

3.1.1 Concentracion minima inhibidora de Latrunculina B

Se llevé a cabo una serie de experimentos preliminares para determinar la CMI y CIM de Lat B en el
crecimiento del hongo F. vanettenii al quinto Dia Postratamiento (DPT) (Tabla 2). De estos resultados se
selecciond la concentracion 0.02 pg/mLy 0.1 ug/mL de Lat B, ya que mostraron una inhibicidn consistente
del crecimiento radial fungico en las repeticiones de los experimentos. Ademas, se tomod en cuenta utilizar
la menor cantidad de Lat B para los ensayos. Posteriormente, se realizé un analisis estadistico con los
resultados de crecimiento bajo las concentraciones de Lat B seleccionadas. Se visualizé una reduccién del
crecimiento del 12 % para Lat B (0.02 pug/mL) y 49 % para Lat B (0.1 ug/mL) en comparacion con el
tratamiento control; ademas, se observé una morfologia colonial irregular en F. vanettenni con Lat B (0.1
pug/mL) (Figura 1A). La evaluacion revelé que las concentraciones 0.02 y 0.1 pg/mL redujeron
significativamente (P<0.05) el crecimiento del hongo respecto al tratamiento control (Figura 1B; Tabla 3).

Basados en estos resultados, se estableci6 0.02 ug/mL de Lat B como CIM y 0.1 pug/mL de Lat B como CMI.

Tabla 2. Crecimiento radial de F. vanettenii bajo distintas concentraciones de Latrunculina B (Lat B), quinto dia
postratamiento.

Lat B (ug/mL) Crecimiento (mm)! Inhibicién (%)2 Repeticiones
0 21+0.69 0 7
0.00001 20.8+0.05 0 2
0.0001 21.2+0.05 0 2
0.001 21101 0 2
0.005 19.7 £+0.15 1.44 1
0.008 20.5 +0.08 1.44 2
0.01 20.1+0.29 3 4
0.02 19 +0.77 12 3
0.1 11+1.04 49 3
0.5 10.5+0.09 53 3
1 11.5+0.05 42 1

!Los valores representan el promedio + desviacién estdndar por tratamiento (n<1). ’Los valores representan el
promedio por tratamiento (n<1).
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Tabla 3. Crecimiento radial de F. vanettenii en tratamiento con Latrunculina B (Lat B) en concentraciones minima
inhibitoria e inhibitoria media, quinto dia postratamiento.!

Lat B (ug/mL) Crecimiento(mm)
0 21+0.7°
0.02 19+0.76b
0.1 11+1.08°

!Los valores representan el promedio + desviacién estandar por tratamiento (n=3). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

A) Crecimiento radial de F. vanettenii con tratamientos de Lat B

Control

B) Crecimiento radial en mm de F. vanettenii con tratamientos de Lat B

25

21 mm=0.72

19 mm £ 0.76°

11 mm £ 1.08¢

Media de crecimiento en mm

Control 0.02 pg/mL 0.1 pg/mL
Tramiento

Figura 1. Efecto de Latrunculina B (Lat B) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, en el crecimiento
de F. vanettenii, quinto DPI. A) Crecimiento in vitro de colonias de F. vanettenii bajo tratamientos con Lat B (0.02 y
0.1 pg/mL). B) Gréfica de barras con promedio + desviacidn estandar del crecimiento radial de F. vanettenii con
tratamientos de Lat B (0.02 y 0.1 pug/mL). Valores con diferentes superindices representan diferencias estadisticas
significativas (P<0.05).
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3.1.2 Concentracion minima inhibitoria de Citocalasina A

Se llevd a cabo una serie de experimentos preliminares para determinar la CMI y CIM de CA del crecimiento
del hongo F. vanettenii al quinto DPT (Tabla 4). De estos resultados se selecciond la concentraciéon 5 pg/mL
y 20 pyg/mL de CA, ya que mostraron una inhibicion consistente del crecimiento radial fungico en las
repeticiones de los experimentos. Ademas, se tomd en cuenta utilizar la menor cantidad de Lat B para los
ensayos. Posteriormente, se realizd un andlisis estadistico con los resultados de crecimiento bajo las
concentraciones de Lat B seleccionadas. Se visualizd una reduccién del crecimiento del 10 % para CA (5
pg/mL)y 40 % para CA (20 pg/mL) en comparacion con el tratamiento control; no se observaron cambios
en la morfologia colonial en F. vanettenni con CA (Figura 2A). La evaluacion revel que las concentraciones
5y 20 pg/mL redujeron significativamente (P<0.05) el crecimiento del hongo respecto al tratamiento
control (Figura 2B; Tabla 3). Basados en estos resultados, se establecié 5 pg/mL de CA como CIM y 20

pg/mL de CA como CMI.

Tabla 4. Crecimiento radial de F. vanettenii en tratamiento con distintas concentraciones de Citocalasina A (CA),
quinto dia postratamiento.

CA (pg/mL) Crecimiento (mm)? Inhibicidn (%)? Repeticiones

0 21.67 £0.13 0

0.1 20+ 0.05 7.71 2

0.5 20+ 0.04 7.71 3

1 25+0.19 0 2

3 22+0.13 0 2

5 19.5+0.04 10 3

10 18+0.11 17 2

20 13£0.74 40 3

!Los valores representan el promedio + desviacidn estandar por tratamiento (n<2). ’Los valores representan el
promedio por tratamiento (n<2).

Tabla 5. Crecimiento radial de F. vanettenii en tratamiento con Citocalasina A (CA) en concentraciones minima
inhibitoria e inhibitoria media, quinto dia postratamiento!

CA (ug/mL) Crecimiento (mm)
0 21+1.52
5 19+1.5b
20 13+0.8¢

!Los valores representan los promedios + desviacién estandar por tratamiento (n=3). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).
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Crecimiento radial de F. vanettenii con tratamientos de CA

A)
Control
B)
Crecimiento radial en mm de F. vanettenii con tratamientos de CA
25
£ 21 mm+1.52
£ 19 mm + 1.5
5 20
o
€
R
g 13 mm £ 0.8¢
&
§ 10
s

Control 5 pg/mL 20 pg/mL
Tramiento

Figura 2. Efecto de Citocalasina A (CA) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, en el crecimiento
de F. vanettenii, quinto DPI. A) Crecimiento in vitro de colonias de F. vanettenii bajo tratamientos con CA (5 y 20
pug/mL). B) Grafica de barras con promedio + desviacion estandar del crecimiento radial de F. vanettenii con
tratamientos de CA (5 y 20 pg/mL). Valores con diferentes superindices representan diferencias estadisticas
significativas (P<0.05).
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3.2 Efecto de compuestos despolimerizadores de actina en el desarrollo

biolégico de Fusarium vanettenii

3.2.1 Efecto de Latrunculina B en el desarrollo bioldgico de Fusarium vanettenii

A partir de los videos obtenidos por microscopia confocal de barrido |aser, se calculd la tasa de elongacién
del hongo (um/s) y se midié el ancho de las hifas a una distancia de 5 um del apice, a 24 Horas
Postratamiento (HPT). Los resultados indicaron que a medida que aumentd la concentracién de Lat B,
disminuyd consigo la tasa de elongacién. El tratamiento control (F. vanettenii sin tratamiento de Lat B),
reveld una tasa de elongacién de la hifa de 1.1 + 0.46 um/min. Para la CMI, |la elongacidn de la hifa fue de
0.96 = 0.33 um/min y para la CIM fue de 0.54 + 0.30 um/min (Figura 3D). La diferencia entre los
tratamientos fue estadisticamente significativa (P<0.05) (Tabla 6). En el caso del ancho de las hifas (Figura
3A-C), los resultados indicaron que no hubo diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos

con un nivel de confianza del 95% (Tabla 6).

8

-l
-l
a2

F. vanettenii 5 pug/mL 20 pg/mL

Tratamiento

Figura 3. Efecto de Latrunculina B (Lat B) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, en el desarrollo
morfoldgico de hifas de F. vanettenii, 24 horas postratamiento. Microscopia confocal de barrido laser de hifas en A)
tratamiento control, B) tratamiento con 0.02 pug/mL de LatB, y C) tratamiento con 0.1 ug/mL de Lat B. D) Grafica de
cajas de la tasa de elongacion (um/min) de hifas con tratamientos de Lat B (0.02 y 0.1 pg/mL).
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Tabla 6. Tasa de elongacién y ancho de hifas de F. vanettenii en tratamiento con Latrunculina B (Lat B) en
concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, 24 horas postratamiento.!

Lat B (ug/mL) Tasa elongacién (um/min)?2 Ancho de hifa (um)3
0 1.1+0.46° 34+1°
0.02 0.96 +0.332 3.4+12
0.1 0.54 £0.3b 3.3+12

Los valores representan el promedio + desviacién estandar por tratamiento (2n=30; 3n=50). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

Respecto al efecto de CMI y CIM de Lat B en la biologia reproductiva (esporulacién y germinacion) de F.
vanettenii, no se encontraron diferencias estadisticas significativas con un nivel de confianza del 95%
(Tabla 7). Sin embargo, se observd una mayor esporulacién con la CMI de Lat B (0.02 pg/mL) (2.3x10°6 +
2.4x10°) respecto al tratamiento control y CIM de Lat B (0.1 ug/mL). En cuanto a la germinacidn de esporas,
la CIM de Lat B (0.1 pg/mL) presentd un aumento en el porcentaje de germinacion (57 + 14.6%) en

comparacién con el tratamiento control y la CMI de Lat B (0.02 pug/mL).

Tabla 7. Esporulacion y germinacion de conidios de F. vanettenii en tratamiento con concentraciones minima
inhibitoria e inhibitoria media de Latrunculina B (Lat B)?

Esporulacién (esporas/mL)?2 Germinacion (%)3
Lat B (ug/mL)
Cuarto DPT 3.5 HPT
0 2.3x10° + 2.4x10° 49 +10.6
0.02 2.6x106 + 2.9x106 51+8.8
0.1 2.4x106 + 1.4x106 57+14.6

!Los valores representan los promedios + desviacidn estandar por tratamiento (>n=3; 3n=9).
DPT = Dias Postratamiento.

HPT = Horas Postratamiento.

3.2.2 Efecto de Citocalasina A en el desarrollo biolégico de Fusarium vanettenii

A partir de los videos obtenidos por microscopia confocal de barrido laser, se calculd la tasa de elongacién
del hongo (um/s) y se midié el ancho de las hifas a una distancia de 5 um del apice, a 24 HPT. En cuanto a
la tasa de elongacidn, el tratamiento control (F. vanettenii sin tratamiento de CA), revelé una tasa de
elongacion de la hifa de 1.10 pm/min + 0.46. Para CMI, la elongacién de la hifa fue de 0.48 um/min + 0.20
y para CIM fue de 0.54 um/min + 0.30. Estos resultados indican que los tratamientos con CA disminuyeron

la tasa de elongacién de la hifa respecto al tratamiento control (Figura 4D). La diferencia entre los
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tratamientos de CA respecto al tratamiento control fue estadisticamente significativa (P<0.05) (Tabla 6),
sin embargo, aunque la tasa de elongacion fue ligeramente menor con CA en CIM, no se observaron
diferencias significativas respecto a CA en CMI. En el caso del ancho de las hifas (Figura 4A-C), los
resultados indicaron que no habia diferencias significativas entre los tratamientos con un nivel de

confianza del 95% (Tabla 8).

D)

Tasa de elongacion en pm/min
o

F. vanettenii 5 pg/mL 20 pg/mL
Tratamiento

Figura 4. Efecto de Citocalasina A (CA) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media en el desarrollo
morfoldégico hifas de F. vanettenii, 24 horas postratamiento. Microscopia confocal de barrido laser de hifas en A)
tratamiento control, B) tratamiento con 5 pug/mL de CA, y C) tratamiento con 20 ug/mL de CA. D) Grafica de cajas de
la tasa de elongacion (um/min) de hifas con tratamientos de CA (5 y 20 pg/mL).

Tabla 8. Tasa de elongacién y ancho de hifas de F. vanettenii en tratamiento con Citocalasina A (CA) en
concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, 24 horas postratamiento.*

CA (pg/mL) Tasa elongacién (um/s)? Ancho de hifa (um)3
0 1.1+0.462 4.1+0.92
5 0.48 £0.2b 4,1+12
20 0.54 +0.3P 3.9+1.2°

!Los valores representan el promedio + desviacién estdndar por tratamiento (2n=30; 3n=50). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).
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Respecto al efecto de las CMI y CIM de CA en la biologia reproductiva de F. vanettenii, la esporulacion fue
de 8.1x10° + 6.9x10° esporas/mL para el tratamiento control, 4.2x10° + 3.9x10° esporas/mL para la CMI, y
4.1x10° + 3.8x10° esporas/mL para CIM (Tabla 9). Sin embargo, para el porcentaje de germinacidn no se
encontraron diferencias estadisticas significativas con un nivel de confianza del 95% (Tabla 9), aunque se
observo que CA (5 pg/mL) presentd un aumento de 67 + 8.5% en comparacién con el tratamiento control

(59 £ 8.9%) o CA (20 pg/mL) (59 + 4.6%).

Tabla 9. Esporulacion y germinacion de conidios de F. vanettenii en tratamiento con concentraciones minima
inhibitoria e inhibitoria media de Citocalasina A (CA).?

Esporulacién (esporas/mL)? Germinacion (%)3
CA (ug/mL)
Cuarto DPT 3.5 HPT
0 8.1x106 + 6.9x1062 50 +8.92
5 4.2x106 + 3,9x106b 57 £8.52
20 4.1x106 + 3.8x106b 53 +4.6°

!Los valores representan los promedios + desviacién estandar por tratamiento (>n=3; 3n=9). alores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

DPT = Dias Postratamiento.

HPT = Horas Postratamiento.

3.3 Efectos de compuestos despolimerizadores de actina en la actividad

enzimatica de Fusarium vanettenii

3.3.1 Efectos de Latrunculina B en la actividad enzimatica de nucleasas de Fusarium

vanettenii

Para determinar el efecto de Lat B en la actividad enzimdtica de F. vanettenii, se realizd un ensayo
cualitativo in vitro, donde después del tercer DPT, se visualizé un halo alrededor del hongo indicando la
degradacion del ADN por parte de la nucleasa extracelular fdngica. Con esta prueba se confirmd la

secreciéon de nucleasas por parte del hongo en todos los tratamientos (Figura 5).
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Control

Figura 5. Efecto de Latrunculina B (Lat B) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, en la actividad
enzimatica de F. vanettenii, tercer DPT. A) tratamiento control, B) 0.02 pg/mL de Lat B, y C) 0.1 pg/mL de Lat B. Halo
de degradacion de ADN (flecha blanca). Limite de la colonia fungica (flecha roja).

Para evaluar cuantitativamente el efecto de Lat B en la actividad enzimatica de F. vanettenii, se utilizé el
software FlJI para medir la degradacion de ADN presentada por los distintos tratamientos (Figura 6A). El
didmetro de degradacion de ADN en el tratamiento control fue de 9.2 + 1.6 mm, mientras que para las
concentraciones de 0.02 y 0.1 pug/mL, se obtuvo un didmetro de 9.1 + 1.8 y 8.8 + 1.3 mm, respectivamente
(Figura 6B). Se observo una ligera disminucién en el halo de degradacion de ADN conforme aumenté la
concentracion de Lat B, sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos (Tabla 10).

Tabla 10. Degradacion de ADN por F. vanettenii en tratamiento con Latrunculina B (Lat B), 24 horas postratamiento.

Diametro de halo de

Lat B (ug/mL)
degradacion (mm)
0 9.2+1.6
0.02 9.1+1.8
0.1 88+1.3

!Los valores representan los promedios + desviacidn estandar por tratamiento (n=6).
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g Fv.+latB  Fv.+latB
DNasa  Fv. 0.02 ug/mL 0.1 pug/mL

L

25

(B -

Didmetro de degradacién (mm)

Fv 0.02 pug/ml 0.1 pug/ml

Concentraciones de Latrunculina

Figura 6. Efecto de Latrunculina B (Lat B) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, en la secrecién
de nucleasas en F. vanettenii, 24 horas postratamiento. A) Difusidn radial de nucleasas de F. vanettenii en tratamiento
con Lat B (0.02 y 0.1 pg/mL). B) Grafica de cajas del diametro de degradacion de nucleasas extracelulares de F.
vanattennii con tratamiento de Lat B (0.02 y 0.1 pug/mL).

3.3.2 Efecto de Citocalasina A en la actividad enzimatica de nucleasas extracelulares

de Fusarium vanettenii

Para determinar el efecto de CA en la actividad enzimatica de F. vanettenii, se realizé un ensayo cualitativo
in vitro, donde después del tercer DPT, se visualizd un halo alrededor del hongo indicando la degradacién
del ADN por parte de la nucleasa extracelular fungica. Con esta prueba se confirmd la secrecién de

nucleasas por parte del hongo en todos los tratamientos (Figura 7).

Para evaluar cuantitativamente el efecto de CA en la actividad enzimatica de F. vanettenii, se utilizé el
software FlJI para medir la degradacion de ADN presentada por los distintos tratamientos (Figura 8A). El

didmetro de degradacién de DNA en el tratamiento control fue de 9 + 0.57 mm, mientras que para las



29
concentraciones de 5y 20 pg/mL, se obtuvo un didmetro de 12 + 0.86y 12.6 + 0.43 mm, respectivamente
(Figura 8B). Los tratamientos con CA mostraron diferencias estadisticas significativas respecto al
tratamiento control, sin embargo, no se presentaron diferencias entre las concentraciones de CA utilizadas

en los tratamientos (Tabla 11).

Control

Figura 7. Efecto de Citocalasina A (CA) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, en la actividad
enzimatica de F. vanettenii, tercer DPT. A) tratamiento control, B) 5 pg/mL de CA, y C) 20 pug/mL de CA. Halo de
degradacién de ADN (flecha blanca).

Para evaluar cuantitativamente el efecto de CA en la actividad enzimadtica de F. vanettenii, se utilizo el
software FlJI para medir la degradacion de ADN presentada por los distintos tratamientos (Figura 8A). El
didmetro de degradacién de DNA en el tratamiento control fue de 9 + 0.57 mm, mientras que para las
concentraciones de 5y 20 ug/mL, se obtuvo un didmetro de 12 + 0.86y 12.6 + 0.43 mm, respectivamente
(Figura 8B). Los tratamientos con CA mostraron diferencias estadisticas significativas respecto al
tratamiento control, sin embargo, no se presentaron diferencias entre las concentraciones de CA utilizadas

en los tratamientos (Tabla 11).

Tabla 11. Degradacién de ADN por F. vanettenii en tratamiento con Citocalasina A (CA), 24 horas postratamiento.?

Diametro de halo de

CA (ug/mL)
degradacion (mm)
0 9+0.57°
5 12 +0.86°
20 12.6 £0.43b

!Los valores representan los promedios + desviacién estandar por tratamiento (n=6). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).
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Fv.+CA Fv.+CA \
DNasa Fv. 5pg/mL 20pug/mL H;0

w
~—

Diametro de degradacién (mm)

Fv 5 pg/ml 20 pg/ml

Concentraciones de Citocalasina

Figura 8. Efecto de Citocalasina A (CA) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, en la secrecion de
nucleasas en F. vanettenii, 24 horas postratamiento. A) Difusion radial de nucleasas de F. vanettenii en tratamiento
con CA (5y 20 pug/mL). B) Grafica de cajas del diametro de degradacidn de nucleasas extracelulares de F. vanattennii
con tratamiento de CA (5y 20 pg/mL).

3.4 Efecto de Latrunculina B en la patogenicidad de Fusarium vanettenii en

planta, sexto DPI

3.4.1 Efecto de Latrunculina B en la patogenicidad de Fusarium vanettenii en planta,

sexto DPI

El efecto de Lat B en la patogenicidad de F. vanettenii, se evalud en plantulas de P. sativum al sexto DPI.

Para evaluar la severidad de los sintomas, se tomaron fotografias de las plantulas y se seleccioné la Rl de
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la radicula (Figura 9). Posteriormente, se obtuvieron los valores de la intensidad de grises mediante el
andlisis de imagenes con el Software FlJI, los cuales se relacionaron a un grado de severidad segun la escala
(Tabla 12), cémo se describe en la metodologia (2.3.3 y 2.4). El grado de severidad de los sintomas en P.
sativum no mostro diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos con F. vanettenii (P<0.05)

(Tabla 13).

H,O F. vanettenii F. vanettenii + Lat B F. vanettenii + Lat B
(0.02 pg/mL) (0.1 pg/mL)

Figura 9. Efecto de Latrunculina B (Lat B) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, en la infeccion
de P. sativum por F. vanettenii; sexto dia posinoculacion. De izquierda a derecha: P. sativum + H;0; P. sativum + F.
vanettenii; P. sativum + F. vanettenii + Lat B (0.02 ug/mL); P. sativum + F. vanettenii + Lat B (0.1 ug/mL). Regién de
interés (RI) de la radicula (cuadro rojo).

Tabla 12. Relacién de intensidad de grises con escala de severidad de los sintomas de pudricién de raiz en P. sativum,
causada por F. vanettenii en tratamiento con Latrunculina B (Lat B), seis dias posinoculacion.

Coloracion de la Rango de intensidad de grises
Grado de severidad Sintoma
raiz
0 Sin sintoma Blanca 260-106
1 Leve Amarilla 105-85
2 Moderado Café claro 84-65
3 Fuerte Café oscuro 64-45
4 Severo Negro 44-0
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Tabla 13. Severidad de los sintomas en P. sativum causados por F. vanettenii en tratamiento con Latrunculina B (Lat
B), seis dias posinoculacion.

Tratamiento Sintomas de pudricién de la raiz (%)!
Grado de
Sin sintoma Leve Moderado Fuerte Severo
severidad?
H,0 100 - - - - 0+0?

F. vanettenii 17 41 25 17 - 1.4+0.7°

F. vanettenii + Lat B (0.02 pug/mL) 17 50 25 8 - 1.3+0.6°
F. vanettenii + Lat B (0.1 ug/mL) 33 33 32 8 - 1.2+0.4

!Los valores representan el porcentaje de plédntulas con sintomas de pudricién de raiz (n=12).

2Los valores representan el promedio del grado de severidad + desviacidn estandar por tratamiento (n=12). Valores
con diferentes superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

(-)=0.

El andlisis estadistico de las variables para el estudio del desarrollo bioldgico de las plantulas no mostré

diferencias significativas (Tabla 14).

Tabla 14. Desarrollo bioldgico de plantulas de P. sativum en pruebas de patogenicidad ante F. vanettenii en
tratamiento con Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracidn Inhibitoria Media (CIM) de Latrunculina B
(Lat B), sexto dia posinoculacién.!

Parametro Tratamiento
F. vanettenii + F. vanettenii +
H,O F. vanettenii
Lat B CMI Lat B CIM
Longitud de raiz principal (mm) 114.8 £ 39 104.2 £48.2 112.4 £ 45 105.6 £ 36.3
Longitud foliar (mm) 40.7 £16.5 34.2+10.2 56.3 +56.2 28.4+16.4
Longitud total de la planta (mm) 155.6 £ 45 138.4+44.6 170.6 £ 19.8 134 +48.2
NUmero de nudos 2+0.43 2+0.01 2+0.01 2+0.76
Numero de raices laterales 18.2+5 224+79 25.6 £10.5 19.6 £12.2
Longitud raices laterales (mm) 26.3+12.5 26.4+129 21.1+13.6 18.7£10.3
Peso sistema foliar (g) 0.04 £0.01 0.03+0.01 0.02+0.01 0.04 £0.02
Peso sistema radicular (g) 0.14 £ 0.04 0.13+0.04 0.15+0.03 0.19 £0.09
Peso total de la planta (g) 0.17 £0.36 0.16 £0.17 0.18 £0.05 0.18 £0.05

!Los valores representan los promedios + desviacidn estandar por tratamiento (n=12).

3.4.2 Efecto de Latrunculina B en la patogenicidad de Fusarium vanettenii en planta,

14 DPI

El efecto de Lat B en la patogenicidad de F. vanettenii, se evalud en plantulas de P. sativum a 14 DPI. Para

evaluar la severidad de los sintomas se analizaron las lesiones en la radicula de manera visual y de acuerdo



33
con la escala ordinal de la tabla 1. Los resultados no mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos con F. vanettenii (Figura 24, Anexos), sin embargo, se observé un grado de severidad menor
en el tratamiento de F. vanettenii sin Lat B. Ademas, se realizd una evaluacion de la severidad de los
sintomas mediante el andlisis de imagenes con el Software FlJI (Figura 10A; Tabla 15) siguiendo lo descrito
en la seccidn 3.4.1. Los resultados no mostraron diferencias estadisticas significativas en el grado de
severidad de los sintomas entre los tratamientos con F. vanettenii (Tabla 16), confirmando la evaluacién

visual.

A) H,0 F. vanettenii F. vanettenii + Lat B  F. vanettenii + Lat B
(0.02 pg/mL) (0.1 pg/mL)

Longitud radicular en mm de la patogenicidad de F. vanettenii en
tratamientos con Lat B

=)
—

Media de crecimiento en mm
g

H,0 F. vanettenii 0.02 pg/mL 0.1 pg/mL

Figura 10. Efecto de Latrunculina B (Lat B) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media en la infeccién
de P. sativum por F. vanettenii, 14 dias posinoculacién. (A) Infeccidn de P. sativum por F. vanettenii. De izquierda a
derecha: P. sativum + H20; P. sativum + F. vanettenii; P. sativum + F. vanettenii + Lat B (0.02 ug/mL); P. sativum + F.
vanettenii + Lat B (0.1 pg/mL). Regién de interés (RI) de la radicula (cuadro rojo). (B) Gréfica de barras de la longitud
de la raiz principal de P. sativum con tratamientos de Lat B.
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Tabla 15. Relacién de intensidad de grises con escala de severidad de los sintomas de pudricién de raiz en P. sativum,
causada por F. vanettenii en tratamiento con Latrunculina B (Lat B), 14 dias posinoculacion.

Coloracion de la Rango de intensidad de grises
Grado de severidad Sintoma
raiz
0 Sin sintoma Blanca 260-112
1 Leve Amarilla 111-92
2 Moderado Café claro 91-72
3 Fuerte Café oscuro 71-52
4 Severo Negro 51-0

Tabla 16. Severidad de los sintomas en P. sativum causados por F. vanettenii en tratamiento con Latrunculina B (Lat
B), 14 dias posinoculacion.

Tratamiento Sintomas de pudricion de la raiz (%)*
Grado de
Sin sintoma Leve  Moderado Fuerte Severo
severidad?
H,0 100 - - - - 0z0°

F. vanettenii - 44 29 22 5 1.9+1b

F. vanettenii + Lat B (0.02 pg/mL) - 33 33 22 12 2.1+1b
F. vanettenii + Lat B (0.1 pg/mL) - 39 39 17 5 1.9+0.9°

!Los valores representan el porcentaje de pléntulas con sintomas de pudriciéon de raiz (n=18).

2Los valores representan el promedio del grado de severidad * desviacidn estandar por tratamiento (n=18). Valores
con diferentes superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

()=0.

En el analisis estadistico de las variables para el estudio del desarrollo bioldgico de las plantulas de P.
sativum, se encontrd que la longitud de la raiz principal del tratamiento Lat B minimo inhibitorio (0.02
pg/mL) fue menor (142.7 + 46.9 mm) que el tratamiento control (186.6 + 41.9 mm) y a su vez mayor que
el tratamiento F. vanettenii (191.3 £+ 37.7 mm), mostrando una recuperacion ante la presencia de Lat B.
Asi mismo, el tratamiento Lat B inhibitorio medio (0.1 pg/mL) fue menor (161.2 + 45.1 mm) que el
tratamiento control (Figura 10B). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (P<0.05) (Tabla
17). En contraste, la longitud de la raiz principal del tratamiento Lat B inhibitorio medio fue similar al
tratamiento F. vanettenii y Lat B minimo inhibitorio, sin mostrar diferencias estadisticas significativas con
un nivel de confianza del 95%. De igual manera, no se encontraron diferencias estadisticas significativas

en el resto de las variables analizadas para determinar el desarrollo bioldgico de P. sativum (Tabla 17).
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Tabla 17. Desarrollo bioldgico de plantulas de P. sativum en pruebas de patogenicidad ante F. vanettenii en
tratamiento con Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Inhibitoria Media (CIM) de Latrunculina B

(Lat B), 14 dias posinoculacién.?

Parametro

Tratamiento

F. vanettenii +

F. vanettenii +

H.O F. vanettenii
Lat B CMI Lat B CIM
Longitud de raiz principal (mm) 186.6 +41.92 191.3 +37.72b 142.7 £ 46.9¢ 161.2 + 45, 12abc
Longitud foliar (mm) 86.8 +15.22 100.7 £ 21.12 63.7 £29.72 87.2+£28.12
Longitud total de la planta (mm) 252.7+137.52 211.1+116.6.228 184.7 +115.42 295 +121.8°2
Nudmero de nudos 4+1.12 4+0.62 312 4+0.52
Numero de raices laterales 23.7+8.82 28.5+6.9? 20.3+5.8° 32.8+8.32
Longitud raices laterales (mm) 60.4 + 412 54.2 +33.4° 46.4 + 35.4° 51.1+33.12
Peso sistema foliar (g) 0.03 £0.01° 0.06 + 0.042 0.09 £ 0.01° 0.09 £ 0.01°
Peso sistema radicular (g) 0.09 £ 0.022 0.02 £0.012 0.02 £ 0.082 0.04 £ 0.022
Peso total de la planta (g) 0.12 +£0.182 0.15 £ 0.062 0.1+0.022 0.12 £0.022

!Los valores representan los promedios * desviacidn estandar por tratamiento (n=18). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

3.4.3 Efecto de Citocalasina A en la patogenicidad de Fusarium vanettenii en planta,

sexto DPI

El efecto de CA en la patogenicidad de F. vanettenii, se evalué en plantulas de P. sativum al sexto DPI. Para
evaluar la severidad de los sintomas, se tomaron fotografias de las plantulas y se selecciond la Rl de la
radicula (Figura 11). Posteriormente, se obtuvieron los valores de la intensidad de grises mediante el
analisis de imagenes con el Software FlJI, los cudles se transformaron a una escala de severidad (Tabla 18),
como de describe en la metodologia (2.3.3 y 2.4). El grado de severidad promedio en el tratamiento de
H,0 fue de 0 £ 0, para F. vanettenii fue de 0.6 * 0.1, mientras que para las plantulas tratadas con 5 pg/mL
y 20 pg/mL de CA, fue de 1.5 + 0.5, y 1.7 + 0.7, respectivamente, mostrando diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos (P<0.05) (Tabla 19).
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A) H,0 F. vanettenii F. vanettenii + CA  F. vanettenii + CA
(5 pg/mL) (20 pg/mL)

B) 30
25
20

0 —

Escala severidad de los sintomas

H,0 F. vanettenii 5 pg/mL 20 pg/mL
Tratamiento

Figura 11. Efecto de Citocalasina A (CA) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media en la infeccién de
P. sativum por F. vanettenii, seis dias posinoculacién. (A) Infeccién de P. sativum por F. vanettenii. De izquierda a
derecha: P. sativum + H20; P. sativum + F. vanettenii; P. sativum + F. vanettenii + CA (5 ug/mL); P. sativum + F.
vanettenii + CA (20 pug/mL). Region de interés (RI) de la radicula (cuadro rojo). (B) Grafica de cajas de la severidad de
los sintomas en P. sativum causados por F. vanettenii con tratamiento con CA

Tabla 18. Relacidn de intensidad de grises con escala de severidad de los sintomas de pudricién de raiz en P. sativum,
causada por F. vanettenii en tratamiento con Citocalasina A (CA), sexto dia posinoculacion.

Coloracion de la Rango de intensidad de grises

Grado de severidad Sintoma i
raiz
0 Sin sintoma Blanca 260-137
1 Leve Amarilla 136-121
2 Moderado Café claro 120-104
3 Fuerte Café oscuro 103-88
4 Severo Negro 87-0
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Tabla 19. Severidad de los sintomas en P. sativum causados por F. vanettenii en tratamiento con Citocalasina A (CA)
en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media, sexto dia posinoculacion.

Tratamiento Sintomas de pudriciéon de la raiz (%)
Sin sintoma Leve Moderado Fuerte Severo  Grado de severidad?
H.0 100 - - - - 0t02
F. vanettenii 58 25 17 - - 0.6 +£0.1b
F. vanettenii + CA (5 pug/mL) - 58 34 8 - 1.5+0.5¢
F. vanettenii + CA (20 pg/mL) 8 42 25 25 - 1.7+0.7¢

!Los valores representan el porcentaje de pléntulas con sintomas de pudricidn de raiz (n=12).

2Los valores representan el promedio del grado de severidad + desviacidn estandar por tratamiento (n=12). Valores
con diferentes superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

(-)=0.

El analisis estadistico de las variables para el estudio del desarrollo biolégico de las plantulas no mostré

diferencias significativas (Tabla 20).

Tabla 20. Desarrollo bioldgico de plantulas de P. sativum en pruebas de patogenicidad ante F. vanettenii en
tratamiento con Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Inhibitoria Media (CIM) de Citocalasina A
(CA), sexto dia posinoculacion.?

Parametro Tratamiento
F. vanettenii + F. vanettenii +
H,O F. vanettenii
CA CMI CACIM
Longitud de raiz principal (mm) 99.1+44.5 96.5 +45.1 113.2 +46.6 116.9 +£49.1
Longitud foliar (mm) 39.9+3.6 37482 39.9+2.38 31.8+12.5
Longitud total de la planta (mm) 139.3+43.5 135+51.4 153.2+46.8 148.7 £ 98.9
Numero de nudos 2+0.8 2+0.8 2+0.8 2+0.8
Numero de raices laterales 26.8+7.4 14.7+£23 20.7+2.8 20.1+1.1
Longitud raices laterales (mm) 224+17.1 27.9+12.2 27.5+149 35.1+17.2
Peso sistema foliar (g) 0.03+0.01 0.16 £ 0.03 0.04 £0.04 0.06 +0.08
Peso sistema radicular (g) 0.16 £ 0.03 0.13+0.05 0.18 £0.02 0.18 £ 0.09
Peso total de la planta (g) 0.19 £0.03 0.19 £0.02 0.22 +£0.06 0.24 +£0.06

Los valores representan los promedios * desviacidn estandar por tratamiento (n=12).

3.4.4 Efecto de Citocalasina en la patogenicidad de Fusarium vanettenii en planta, 14

DPI

El efecto de CA en la patogenicidad de F. vanettenii se evalud en plantulas de P. sativum a 14 DPI. Para
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evaluar la severidad de los sintomas se analizaron las lesiones en la radicula de manera visual y de acuerdo
con la escala ordinal de la tabla 1. Los resultados no mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos con F. vanettenii (Figura 25, Anexos), sin embargo, se observd un grado de severidad menor
en el tratamiento F. vanettenii sin CA. Ademas, se realizd una evaluacion de la severidad de los sintomas
mediante el analisis de imagenes con el Software FlJI (Figura 12; Tabla 21) siguiendo lo descrito en la
seccion 3.4.1. Los resultados no mostraron diferencias estadisticas significativas en el grado de severidad

de los sintomas entre los tratamientos con F. vanettenii (Tabla 22), confirmando la evaluacidn visual.

Control H,0 Control F. vanettenii 5 pug/mL 20 pg/mL

Figura 12. Efecto de Citocalasina A (CA) en concentraciones minima inhibitoria e inhibitoria media en la infeccién de
P. sativum por F. vanettenii, 14 dias posinoculacion. De izquierda a derecha: P. sativum + H20; P. sativum + F.
vanettenii; P. sativum + F. vanettenii + CA (5 pg/mL); P. sativum + F. vanettenii + CA (20 pg/mL). Region de interés
(RI) de la radicula (cuadro rojo).

Tabla 21. Relacién de intensidad de grises con escala de severidad de los sintomas de pudricién de raiz en P. sativum,
causada por F. vanettenii en tratamiento con Citocalasina A (CA), 14 dias posinoculacién.

Coloracionde la  Rango de intensidad de grises

Grado de severidad Sintoma .
raiz
0 Sin sintoma Blanca 260-131
1 Leve Amarilla 130-113
2 Moderado Café claro 112-95
3 Fuerte Café oscuro 94-77
4 Severo Negro 76-0
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Tabla 22. Severidad de los sintomas en P. sativum causados por F. vanettenii en tratamiento con Citocalasina A (CA),
14 dias posinoculacion.

Tratamiento Sintomas de pudriciéon de la raiz (%)
Sin sintoma Leve Moderado Fuerte Severo  Grado de severidad?
H,0 100 - - - - 0+0?
F. vanettenii - 11 39 50 - 2.4+0.7°
F. vanettenii + CA (5 pg/mL) - - 11 67 22 3.1+0.6°
F. vanettenii + CA (20 ug/mL) - - 33 39 28 29+0.8°

!Los valores representan el porcentaje de pléntulas con sintomas de pudricién de raiz (n=14).

2Los valores representan el promedio del grado de severidad + desviacidn estandar por tratamiento (n=14). Valores
con diferentes superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

(-)=0.

El andlisis estadistico de las variables para el estudio del desarrollo bioldgico de las plantulas no mostré

diferencias significativas (Tabla 23).

Tabla 23. Desarrollo bioldgico de plantulas de P. sativum en pruebas de patogenicidad ante F. vanettenii en
tratamiento con Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Inhibitoria Media (CIM) de Citocalasina A
(CA), 14 dias posinoculacién.!

Parametro Tratamiento
F. vanettenii + F. vanettenii +
H.0 F. vanettenii
CA CMI CACIM
Longitud de raiz principal (mm) 180.8 + 43 157.3+39.1  143.3+49.7 151.4+395
Longitud foliar (mm) 93.5+214 82.6+154 79.5+325 82.1+13
Longitud total de la planta (mm) 2743+422  238.8+35.4 222.8+45 233.5+49.3
Numero de nudos 4+0.5 4+05 4+1.1 4103
NuUmero de raices laterales 30.3+15 25.1+10.5 33.4+17.4 26 £16.8
Longitud raices laterales (mm) 47.1+39.09 58.6 £ 54.3 3194227 49.4 +35.8
Peso sistema foliar (g) 0.03+0.01 0.03+0.01 0.02+0.01 0.03+0.01
Peso sistema radicular (g) 0.01+0.02 0.09 +0.01 0.09+0.01 0.09 +£0.01
Peso total de la planta (g) 0.13+£0.02 0.11 £0.02 0.11 £0.02 0.12 £0.02

Los valores representan los promedios + desviacién estandar por tratamiento (n=18).
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Capitulo 4. Discusion

El presente estudio evalud los efectos de los inhibidores de actina Lat B y CA en F. vanettenii, analizando
su impacto en su desarrollo, secrecidon enzimatica y patogenicidad. Los resultados obtenidos mostraron

alteraciones en estos procesos, los cuales se discuten en las siguientes secciones.

4.1 Concentracion minima inhibitoria de compuestos despolimerizadores de

actina en el crecimiento de Fusarium vanettenii

En este estudio se determind la CMI y CIM de los compuestos despolimerizadores de actina Lat B y CA
sobre el crecimiento radial de F. vanettenii. Para Lat B, se identificaron las concentraciones de 0.02 y 0.1
pug/mL, como CMI y CIM, respectivamente, las cuales provocaron una inhibicion significativa del
crecimiento flngico. La identificacion de estas concentraciones minimas es de suma importancia para
minimizar un efecto no deseable en las funciones biolégicas que no son objetivo en el organismo bajo
estudio. Estas concentraciones fueron notablemente menores a las reportadas para otras especies
fungicas. Por ejemplo, en N. crassa, 10 ug/mL de Lat B provocaron alteraciones en el crecimiento
polarizado y la morfologia celular (Delgado et al., 2010). En M. brunneum, concentraciones entre 1y 5
pg/mL causaron alteraciones en la polaridad y afectaron la secrecién de enzimas extracelulares como
proteasas y quitinasas (Dhar & Kaur, 2010). En C. albicans, la exposicion a 0.06 ug/mL de Lat B inhibio la
transicion morfoldgica de levadura a hifa, lo que redujo su capacidad de invasién y virulencia (Delgado et
al., 2014). La sensibilidad observada en F. vanettenii a concentraciones tan bajas como 0.02 ug/mL sugiere
una alta dependencia de la dindmica del citoesqueleto de actina para su crecimiento. Esta hipdtesis se
respalda en estudios que han demostrado que la disrupcién del citoesqueleto de actina inducida por Lat B
puede afectar procesos clave como la polarizaciéon celular, el crecimiento apical y la secrecién de factores
de virulencia (Revisado en Berepiki et al., 2011; Delgado et al., 2010; Delgado et al., 2014; Dhar & Kaur,
2010; Torralba et al., 1998).

Por su parte, el tratamiento con CA mostré efectos inhibitorios sobre el crecimiento radial de F. vanettenii
a concentraciones de 5y 20 ug/mL. Estas concentraciones se encuentran cercanas al rango reportado para
otros hongos filamentosos. En A. nidulans, 10 pug/mL de CA indujeron acumulacion de vesiculas,
alteraciones nucleares y una reduccién en la secrecidén enzimatica, particularmente de a-amilasa (Torralba

et al., 1998). En M. oryzae, concentraciones de 20 pug/mL afectaron la formacién de apresorios y la
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penetracion en los tejidos vegetales (Revisado en Tucker & Talbot, 2001), mientras que en B. cinerea, 50
pug/mL de CA inhibieron la formacién de conidios y apresorios, estructuras clave durante el proceso de
infeccidn (Turra et al., 2015). La sensibilidad de F. vanettenii a concentraciones bajas como 5 pg/mL
respalda la hipdtesis de que su crecimiento depende de la organizacidon del citoesqueleto de actina. Este
proceso, como se ha demostrado en estudios previos, puede verse alterado por compuestos como CA, los
cuales interfieren en funciones esenciales como la polarizacién celular, el trafico vesicular y la secrecién

de factores de virulencia (Berepiki et al., 2010; Delgado et al., 2010; Torralba et al., 1998).

4.2 Efecto de compuestos despolimerizadores de actina en el desarrollo

bioldgico de Fusarium vanettenii

A diferencia del crecimiento radial, el tratamiento con Lat B y CA mostro efectos diferenciados en diversos
aspectos del desarrollo fungico. A partir del andlisis por microscopia confocal de barrido laser, se observo
gue ambos compuestos, en sus respectivas CMIy CIM (Lat B: 0.02 y 0.1 pg/mL; CA: 5y 20 pg/mL), alteraron
la tasa de elongacion de las hifas, mientras que el ancho de las mismas no presenté cambios
estadisticamente significativos. Esto sugiere que, en las concentraciones utilizadas, la arquitectura
transversal de la hifa podria no ser el principal objetivo de estos compuestos, posiblemente debido a sus

mecanismos de accidn especificos.

En el caso de Lat B, se registré una disminucion progresiva en la tasa de elongacion: de 1.1 + 0.46 pm/min
en el tratamiento de F. vanettenii sin Lat B, a 0.96 + 0.33 pm/min con 0.02 ug/mL, y a 0.54 + 0.3 um/min
con 0.1 pg/mL. No obstante, sélo la concentracion mas alta mostré una diferencia estadisticamente
significativa respecto al control (P<0.05), lo que sugiere que, a concentraciones bajas, Lat B no
compromete de forma critica la elongacién apical. En estudios previos en N. crassa y A. nidulans, se ha
reportado que la desorganizacidn del citoesqueleto de actina inducida por Lat B (10 pug/mL) afecta la
organizacion apical y el trafico vesicular, procesos esenciales para la elongacién hifal (Delgado et al., 2010;
Torralba et al., 1998; Berepiki et al., 2010). Sin embargo, los resultados de este estudio con Lat B a CMI
(0.02 pg/mL) contrastan con este patrdn, ya que no se detectd una disminucion significativa en la tasa de
elongacion, lo cual podria reflejar una mayor tolerancia de F. vanettenii a niveles bajos de desorganizacion
de actina, la existencia de mecanismos compensatorios (Yang et al., 2020), o bien, que el modo de accién
de Lat B a esta concentracion no interfiere de forma significativa con los procesos involucrados en la

elongacion apical.
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En cuanto a los procesos reproductivos, el tratamiento con Lat B no mostrd efectos inhibitorios
significativos ni en la esporulacion, ni en la germinacién de F. vanettenii, lo cual podria indicar que, bajo
las condiciones evaluadas, la dinamica de actina no es un componente critico para dichos procesos. Esto
contrasta con estudios previos, donde efectos en la esporulacién se han correlacionado con alteraciones
en el citoesqueleto de actina (Revisado en Berepiki et al., 2011; Delgado et al., 2010; Torralba et al., 1998).
Otra explicacidon es que para la variable esporulacion se realizaron un nimero minimo de repeticiones por
tratamiento (n=3), y ademas se presentd una varianza alta en los valores registrados, por lo que se
recomienda incrementar el nUmero de repeticiones por tratamiento o realizar un analisis estadistico de

mayor precisién para confirmar los resultados.

El tratamiento con CA si mostrd una disminucién estadistica significativa en la tasa de elongacion: de 1.1
+ 0.46 um/min en el tratamiento de F. vanettenii sin CA, a 0.48 + 0.2 pm/min con la CMI (5 pg/mL), y a
0.54 + 0.3 um/min con CIM (20 pg/mL) (P<0.05). En estudios previos en A. nidulans, se ha reportado que
la desorganizacion del citoesqueleto de actina inducida por CA afecta la organizacién apical y el trafico

vesicular, procesos esenciales para la elongacién hifal (Torralba et al., 1998).

Aunque se ha documentado que CA también interfiere con el trafico vesicular y la dinamica de actina en
diversos hongos filamentosos, los resultados de este estudio muestran que incluso a bajas
concentraciones, su efecto en la elongacién es mas inmediato y pronunciado que el de Lat B. Esto podria
estar relacionado con diferencias en sus mecanismos de accidén: mientras que Lat B se une a la actina
monomérica e impide la polimerizacién (Coué et al., 1987; Spector et al., 1989), CA se une a filamentos ya
formados, inhibiendo su elongacion o promoviendo su fragmentacién (Revisado en Cooper, 1987;
MaclLean-Fletcher & Pollard, 1980), lo que podria generar un impacto mas directo en la elongacion apical.
La respuesta observada en F. vanettenii sugiere una mayor sensibilidad de este organismo a la alteracion

de los filamentos ya ensamblados.

El tratamiento con CA mostré una reduccidn significativa en la esporulacion: de 8.1x10° + 6.9x10°
esporas/mL en el tratamiento de F. vanettenii sin CA, a 4.2x10°8 + 3.9x10° esporas/mL con CA (5 pug/mL), y
a 4.1x10° + 3.8x10° esporas/mL con CA (20 pg/mL), lo que representa una reduccién del 48% (P<0.05).
Este efecto no ha sido ampliamente documentado en la literatura, por lo que representa un hallazgo
novedoso en F. vanettenii. Sin embargo, se ha reportado que alteraciones en el citoesqueleto de actina
pueden afectar procesos de desarrollo como la esporulacién, dado que este participa en la organizacién
citoplasmatica, el trafico vesicular y la morfogénesis (Revisado en Berepiki et al., 2011; Delgado et al.,

2010; Torralba et al., 1998; revisado en Momany, 2002). Esto sugiere que el efecto observado de CA podria
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estar vinculado a su accidn sobre estos procesos celulares, esenciales en la formacién y liberacion de
esporas. Ademads, refuerza la importancia de analizar los mecanismos moleculares especificos activados
por cada compuesto, ya que la despolimerizaciéon de actina no es un proceso uniforme y puede tener

consecuencias funcionales distintas segun el tipo de inhibidor y el contexto celular.

A diferencia de la esporulacién, el tratamiento con CA no mostré diferencias significativas en la
germinacién de F. vanettinni, aun cuando se observaron valores promedio diferentes. Esto podria indicar
gue CA no es un compuesto critico para la germinacién bajo las condiciones evaluadas. Sin embargo, se
empleé un nimero minimo de repeticiones por tratamiento (n=9), y ademas se presenté una varianza alta
en los valores registrados, por lo que se recomienda incrementar el nimero de repeticiones por

tratamiento o realizar un analisis estadistico de mayor precisién para confirmar estos resultados.

Por otro lado, los resultados de germinacidon con CA no mostraron efectos significativos. Estos valores son
comparables a lo reportado en otros hongos filamentosos donde se han evaluado efectos de inhibidores
de actina, como Lat B y CA sobre la germinacion. En A. nidulans y N. crassa, se ha documentado que
concentraciones bajas de Lat B (<0.39 pg/mL) o CA (£1 pg/mlL) no afectan significativamente la
germinacidn, mientras que concentraciones mas altas (>1.95 pg/mL para Lat B o >10 pg/mL para CA)
pueden reducirla de forma mas notoria (Delgado et al., 2010; Berepiki et al., 2010). Esto podria deberse a
gue, durante la germinacion, el hongo prioriza mecanismos compensatorios que permiten reorganizar
parcialmente el citoesqueleto (Dagdas et al., 2012; Yang et al., 2020). Adem4s, es posible que compuestos
como CA y Lat B pierdan efectividad en etapas posteriores debido a la degradacién de la molécula o la
recuperacion del hongo mediante reestructuracién del citoesqueleto (Callejas-Negrete, comunicacion

personal, abril 2025), lo cual podria explicar la ausencia de efectos sostenidos sobre la germinacion.

Estos hallazgos sugieren que, si bien ambos compuestos interfieren con la elongacién de la hifa a través
de una posible alteracion de la actina, su impacto sobre los procesos reproductivos es variable. Mientras
que Lat B requiere una CIM para inducir una respuesta significativa, CA actia desde una CMI sobre este

parametro.

4.3 Efecto de compuestos despolimerizadores de actina en la actividad

enzimatica de Fusarium vanettenii

Uno de los hallazgos mas relevantes fue el efecto diferencial de los compuestos despolimerizadores de
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actina sobre la secrecion de nucleasas. La actividad secretoria de nucleasas de F. vanettenii no se vio
afectada por Lat B en concentraciones minimas y medias inhibitorias. En este estudio se observé que la
CIM de Lat B (0.1 pg/mL) redujo el crecimiento radial y la tasa de elongacién de manera significativa
(P<0.05), lo cual podria alterar la via secretora a través del citoesqueleto de actina al bloquear la
polimerizacion de actina desde su forma monomérica. Lat B secuestra mondmeros de G-actina,
impidiendo su polimerizacion y provocando una desorganizacién mas profunda y generalizada del
citoesqueleto (Coué et al., 1987). No obstante, Lat B (0.1 pg/mL) no causé alguna alteracion en la secrecion
de nucleasas. Esto sugiere que el citoesqueleto de actina no fue afectado en su ruta de secrecion
enzimatica o que existan mecanismos alternativos de secrecién que permanecen funcionales bajo estas

condiciones (Coué et al., 1987; revisado en Cooper, 1987; Wakatsuki et al., 2001).

Los tratamientos con CA también permitieron una actividad enzimatica en F. vanettenii, aunque indujeron
un aumento significativo (P<0.05) en la actividad de nucleasas (CA [5 pg/mL]: 12 + 0.86 mm y CA [20
pg/mL]: 12.6 + 0.43 mm) en comparacion con el tratamiento de F. vanettenii sin CA (9 = 0.57 mm). Este
incremento pudo ser en respuesta al estrés causado por CA (Revisado en Cairns et al., 2021), aunque no
se presentaron diferencias significativas en la actividad de nucleasas entre los tratamientos con CA, a

medida que aumentd su concentracioén.

En este estudio se observo que las concentraciones de CA redujeron el desarrollo biolégico (crecimiento
radial, tasa de elongacion, y esporulacién) de manera significativa (P<0.05), lo cual podria alterar la via
secretora a través del citoesqueleto de actina (Revisado en Berepiki et al., 2011; Delgado et al., 2010;
Torralba et al., 1998) al unirse al extremo (+) de los filamentos de actina ya formados, bloqueando su
elongacion sin desensamblarlos completamente (Sampath & Pollard, 1991). Asimismo, en el caso de F.
oxysporum, se ha documentado que la alteracién de componentes del tréfico vesicular y la maquinaria
secretora afecta la liberacién de enzimas degradadoras de la pared celular, como celulasas y pectinasas.
En contraste, el resultado de este estudio podria deberse a que CA no afecté la secrecién enzimatica a
través de la ruta del citoesqueleto de actina, o que CA permitid preservar parcialmente ciertas funciones
del trafico vesicular, o que existen mecanismos compensatorios que permitieron la secrecién enzimatica

(Revisado en Cairns et al., 2021).

Otra posible explicacidn para los resultados obtenidos es que la secrecién de nucleasas podria depender
de rutas secretoras no convencionales, algunas de las cuales podrian tener una menor dependencia del
citoesqueleto de actina. Esta hipdtesis se sustenta en estudios de otros sistemas flngicos; por ejemplo, en

A. nidulans se ha propuesto la existencia de vias de secrecidn alternativas, que no han sido completamente
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caracterizadas en esta especie (Casadevall et al., 2009). En hongos filamentosos como A. fumigatus y
Cryptococcus neoformans, se han descrito rutas de secrecion alternativas mas definidas, como la liberacién
de vesiculas intraluminales al exterior en forma de exosomas, y la secrecidn de vesiculas extracelulares
por gemacién directa de la membrana plasmatica. Estas rutas no convencionales permiten el transporte
de enzimas hidroliticas, como proteasas, hacia el medio extracelular, incluso en condiciones donde la via
clasica estd comprometida o el citoesqueleto se encuentra parcialmente desorganizado (Rodrigues et al.,

2007; Wolf et al., 2014; revisado en Zamith-Miranda et al., 2018).

4.4 Efecto de compuestos despolimerizadores de actina en la patogenicidad de

Fusarium vanettenii en Pisum sativum

En las pruebas de patogenicidad realizadas al sexto DPI en presencia de Lat B, la virulencia de F. vanettenii
fue ligeramente menor sin ser estadisticamente significativa. Al 14 DPI, esta tendencia se mantuvo
constante sin mostrar diferencias estadisticas significativas entre tratamientos con F. vanettenii a lo largo
del tiempo. Lo anterior es consistente con los resultados sobre la actividad enzimatica de F. vanettenii bajo

tratamientos con Lat B.

Estudios previos han mostrado que ciertas alteraciones del citoesqueleto pueden activar mecanismos
alternativos de secrecion. Por ejemplo, en F. oxysporum la interrupcién de componentes del trafico
vesicular, como la MAP quinasa FMK1, genera defectos en la secrecion y una reduccidn significativa en la
virulencia (Di Pietro et al., 2001). De igual manera, se ha reportado que alteraciones en Rab GTPasas
afectan negativamente la secrecidon y la patogenicidad (Lépez-Berges et al., 2010). Estos ejemplos
refuerzan la idea de que la secrecidn en F. vanettenii puede ser altamente dependiente de la integridad
del citoesqueleto de actina y que una alteracidn parcial, podria activar rutas compensatorias o facilitar

procesos infecciosos clave.

Ademas, en otros fitopatégenos como M. oryzae, se ha comprobado que el citoesqueleto de actina juega
un papel fundamental en la formacién del apresorio y en la capacidad de infeccién. Compuestos como Lat
B impide la organizacion de parches y filamentos de actina en el dpice de la hifa, lo cual compromete el
crecimiento polar y la formacién adecuada del apresorio, disminuyendo asi la patogenicidad (Dagdas et
al., 2012). En este sentido, es probable que concentraciones bajas de Lat B no inhiban por completo la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, lo cual permitiria mantener parcialmente la capacidad de

infeccidn. Sin embargo, también podria existir una respuesta compensatoria del hongo, que le permita
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reorganizar su citoesqueleto o activar rutas secretoras alternativas en condiciones de estrés (Dagdas et
al., 2012; Yang et al., 2020; revisado en Cairns et al., 2021), lo que explicaria por qué no se observaron

diferencias significativas en la patogenicidad.

En contraste, en las pruebas de patogenicidad realizadas al sexto DPI en presencia de CA, se observo un
aumento significativo en la virulencia de F. vanettenii, en comparacién con F. vanettenii sin CA, lo cual es
consistente con los resultados sobre la actividad enzimdtica de F. vanettenii bajo tratamientos con CA.
Estos hallazgos soportan la hipdtesis de que un aumento en la secrecidn de nucleasas facilita la infeccién
de F. vanettenii en P. sativum en etapa temprana. Estas enzimas han sido identificadas como importantes
factores de virulencia en diversos hongos patégenos, debido a su capacidad para degradar trampas de
exDNA formadas por células del borde de la raiz del hospedero en su respuesta inmune (Wen et al., 2009,
Hawes et al., 2011; revisado en Hawes et al., 2016; Park et al., 2019). Ademas, en F. graminearum, se ha
identificado la ribonucleasa Fg12 como un efector que induce muerte celular en tejidos vegetales (Yang et
al., 2021). Asimismo, en C. albicans, se ha demostrado que la secrecién de nucleasas extracelulares facilita

la evasion de las NETs y promueve la colonizacién del hospedero (Zhang et al., 2017).

Sin embargo, a los 14 DPI, no se observaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
con F. vanettenii. Esto sugiere que el efecto de CA fue transitorio. En el caso de CA, actia mediante la
inhibicion de la elongacion de filamentos de actina ya existentes, lo cual puede permitir una recuperacion
mas rapida por parte de la célula. De hecho, en estudios con A. nidulans, Torralba et al. (1998) observaron
que, tras la exposicion a CA, las células pueden reorganizar parcialmente su citoesqueleto mediante la
sintesis de nuevos filamentos o la metabolizacién del compuesto, aunque este proceso puede tardar varios
dias. Esta capacidad de adaptacion celular frente a la alteracién del citoesqueleto ha sido observada
también en N. crassa (Callejas-Negrete, comunicacion personal, abril 2025), lo cual explicaria por qué el

efecto de CA no se sostuvo hasta los 14 DPI en F. vanettenii.
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Capitulo 5. Conclusiones

Este estudio ofrece una vision detallada sobre los efectos de los inhibidores de actina, Latrunculina B (Lat
B) y Citocalasina A (CA), sobre procesos clave del desarrollo biolégico de F. vanettenii, asi como sobre su

actividad enzimatica y virulencia.

Se identificaron concentraciones minimas inhibitorias de 0.02 pg/mL para Lat By 5 pg/mL para CA, que no
indujeron una inhibicion completa del crecimiento, permitiendo evaluar con mayor precisién las

alteraciones en los procesos bioldgicos estudiados.

Respecto al desarrollo de F. vanettenii, los tratamientos con Lat B en CMI causaron una reduccién
significativa en el crecimiento radial y la tasa de elongacién de la hifa, mientras que los tratamientos con

CA en CMI redujeron el crecimiento radial, la tasa de elongacién de la hifa y la esporulacién.

El efecto de la CMI de CA causé un aumento en la secrecién de nucleasas y en la patogenicidad de F.
vanettenii en su interaccién con P. sativum. Esta modificacion en la interaccién planta-hongo soporta la
hipdtesis planteada. Esto sugiere que una posible desestabilizacidon del citoesqueleto de actina causada

por CA en CMI, no afecta la secrecién de nucleasas, ni la patogenicidad de F. vanettenii en planta.

Se recomienda realizar investigaciones a nivel molecular para confirmar los resultados obtenidos, y
explorar mecanismos alternativos al citoesqueleto de actina para la secrecién de nucleasas fungicas en la
patogenicidad de F. vanetteni. Esto generaria nuevas posibilidades para su manipulacién con fines de

control biotecnoldgico para aplicaciones médicas y agropecuarias.
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Anexos

Tabla 24. Severidad de los sintomas en P. sativum causados por F. vanettenii en tratamiento con Latrunculina B (Lat
B), 14 dias posinoculacion. Sintomas visuales.

Tratamiento Sintomas de pudricién de la raiz (%)*

Sin sintoma Leve Moderado Fuerte Severo Grado de severidad?

H,O0 100 - - - - 0+0°
F. vanettenii - 39 33 22 6 1.9+0.9°
F. vanettenii + Lat B (0.02 pug/mL) - 22 44 22 11 2.2+0.9°
F. vanettenii + Lat B (0.1 ug/mL) - 27 50 17 6 2+0.8°

!Los valores representan el porcentaje de pléntulas con sintomas de pudricidn de raiz (n=18).

2Los valores representan el promedio del grado de severidad + desviacidn estdndar por tratamiento (n=18). Valores
con diferentes superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

()=o.

Tabla 25. Severidad de los sintomas en P. sativum causados por F. vanettenii en tratamiento con Citocalasina A (CA),
14 dias posinoculacion. Sintomas visuales.

Tratamiento Sintomas de pudricion de la raiz (%)*
Sin sintoma Leve Moderado Fuerte Severo Grado de severidad?
H,0 100 - - - - ox0?
F. vanettenii - 17 a4 33 6 2.3+0.8°
F. vanettenii + CA (5 pg/mL) - - 17 56 27 3.1+0.7°
F. vanettenii + CA (20 pug/mL) - 11 28 44 17 2.6+0.9b

!Los valores representan el porcentaje de pléntulas con sintomas de pudricién de raiz (n=18).

2Los valores representan el promedio del grado de severidad + desviacidon estandar por tratamiento (n=18). Valores
con diferentes superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

(-)=0.



