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Resumen de la tesis que presenta Edelweiss Airam Rangel Montoya como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidn en Microbiologia.

Respuesta a inhibidores de melanina y condiciones de estrés en el hongo Lasiodiplodia theobromae

Resumen aprobado por:

Dra. Rufina Herndndez Martinez
Director de Tesis

Lasiodiplodia theobromae es un hongo de la familia Botryosphaeriaceae, reportado como uno de los
patdégenos mds agresivos en vid (Vitis vinifera), causante de la muerte regresiva por botriosferia. Se ha
reportado que en diferentes hongos fitopatégenos, la melanina es un compuesto esencial para el
desarrollo de la patogénesis. La melanina es un pigmento derivado de la oxidacidn de compuestos
fendlicos e inddlicos y dependiendo del precursor, se clasifica en diferentes tipos. En L. theobromae, la
melanina se deposita en la superficie interna de la pared celular, sin embargo, se desconoce su papel en
el proceso de infeccidn a la vid y los tipos de melanina que produce. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar la melanina producida por L. theobromae y determinar su papel en la proteccion al estrés
ambiental. Por ello se estudié la respuesta in vitro de la cepa UCD256Ma de L. theobromae en presencia
de inhibidores de melanina, bajo diferentes condiciones de lisis enzimatica, estrés oxidativo y radiacion
UV; y el uso de tirosina como fuente de nutrientes. Los inhibidores utilizados fueron triciclazol y phthalide
para DHN-melanina; tropolone y acido kdjico para DOPA-melanina; y nitisinone para piomelanina. Se
encontré que L. theobromae tiene la capacidad de producir los tres tipos de melanina, siendo DOPA-
melanina el principal, el cual es sintetizado mediante la polimerizacidon de tirosina. Este aminoacido
también puede ser utilizado como fuente de nutrientes. La melanina protege al hongo de la lisis enzimatica
y del estrés oxidativo. También le brinda resistencia a las esporas pigmentadas en la exposicién a UV. El
micelio del hongo se melaniza en plantas de vid durante su proceso de colonizacién, especialmente al
encontrarse en los tejidos del cambium vascular, parénquima, haces vasculares y médula. Este trabajo
contribuye en la busqueda de factores de patogenia de los hongos causantes de enfermedades de la
madera de vid, lo cual es importante para entender sus interacciones con sus hospederos y eventualmente
proponer estrategias de control.

Palabras clave: melanina, inhibidores de melanina, Lasiodiplodia theobromae, tirosina, vid.



Abstract of the thesis presented by Edelweiss Airam Rangel Montoya as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Science Life with orientation in Microbiology

Response to melanin inhibitors and stress conditions in the fungus Lasiodiplodia theobromae

Abstract approved by:

Ph.D. Rufina Hernandez Martinez
Thesis Director

Lasiodiplodia theobromae is a fungus from Botryosphaeriaceae family, reported as one of the most
aggressive pathogens in grapevine (Vitis vinifera), causing Botryosphaeria dieback disease. It has been
reported that in different phytopathogenic fungi, melanin is an essential compound for the development
of pathogenesis. Melanin is a pigment derive of the oxidation of phenolic and indole compounds and
depending of the precursor, it is classified it in different types. In L. theobromae, melanin is deposited in
the inner surface of cell wall, however, is unknown its role in the infection process to vid and the types of
melanin that produce. The aim of this work was to characterize the melanin produced by L. theobromae
and to determine its role in the protection against environmental stress. Thus, it was studied the response
in vitro of isolate UCD256Ma of L. theobromae in presence of melanin inhibitors, under different conditions
of enzymatic lysis, oxidative stress and UV radiation; and the use of tyrosine as nutrients source. The
inhibitors used were tricyclazole and phthalide to DHN-melanin; tropolone and kojic acid to DOPA-
melanin; and nitisinone to piomelanina. It was found that L. theobromae has the capacity to produce the
three melanin types, DOPA-melanin being the main, which is synthesized by polymerizing tyrosine. This
amino acid also could be used as nutrients source. The melanin protects the fungus to enzymatic lysis,
oxidative stress. It also provides resistance to pigmented spore to UV exposure. The mycelium of the
fungus is melanized in grapevine plants during the colonization process, especially found in the vascular
cambium, parenchyma, vascular bundles, and pith tissues. This work contributes in the search of factors
involved in pathogenicity in fungi causing grapevine trunk diseases, which is important to understand its
interactions with their hosts and eventually propose control strategies.

Key words: melanin, inhibitors melanin, L. theobromae, tyrosine, grapevine.
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Capitulo I.

1. Introduccion

La familia de ascomicetos Botryosphaeriaceae abarca una gran diversidad de hongos, los cuales han sido
reportados como agentes patdgenos, enddfitos o saproéfitos de plantas (Slippers y Wingfield, 2007).
Presentan una distribucién cosmopolita y generalmente se asocian a enfermedades degenerativas y
muerte regresiva en un amplio rango de plantas lefiosas de interés econémico (Damm et al., 2007; Phillips

et al., 2013).

En México, en la region de Baja California, el cultivo de la vid es de gran importancia. En esta zona se
producen alrededor del 90% de los vinos de todo el pais (Gonzalez, 2014). El cultivo de la vid se ha visto
afectado por varias especies de hongos, incluidos varios miembros de la familia Botryosphaeriaceae. Entre
los sintomas que estos hongos causan en la vid se encuentran: manchas en hojas, pudricién de la fruta,
muerte regresiva, necrosis del brote, decoloracién vascular y cancros perennes (Urbez-Torres, 2011).
Lasiodiplodia theobromae es una especies de la familia Botryosphaeriaceae que se ha reportado como una
de las mas agresiva para la vid (Urbez-Torres et al., 2008). L. theobromae se ha reportado en mas de 500
especies hospederas (Punithalingam, 1976), y se caracteriza por tener células conidiégenas hialinas, lisas,
y con una forma de cilindrica a cdnica. Presenta tanto esporas hialinas sin septos, como esporas
pigmentadas de color marrdn oscuro con septos, en las cuales la melanina se deposita en rayas regulares

en la superficie interna de la pared de la espora dando una apariencia estriada (Phillips et al., 2013).

La melanina ha sido reportada como un factor importante en el desarrollo de la patogenia en algunos
hongos (Bell y Wheeler, 1986; Nosanchuk y Casadevall, 2003; Plonka y Grabacka, 2006); dado que ésta les

confiere la habilidad de resistir condiciones adversas del ambiente.

Dentro del reino fungi se han reportado tres diferentes vias de sintesis de melanina, dentro de las cuales,
la que se produce a partir de 1,8-DHN es la mas estudiada, y da lugar al tipo DHN-melanina (Butler y Day,
1998). Ademas los hongos pueden sintetizar melanina a partir L-DOPA, la cual se conoce como DOPA-
melanina. (Bell y Wheeler, 1986; Butler y Day, 1998; Langfelder et al., 2003; Eisenman y Casadevall, 2012).
Un tercer tipo de melanina, llamada piomelanina, se produce a partir de la acumulaciéon de homogentisato

(Carreira et al., 2001; Schmaler-Ripcke et al., 2009;).



Aungue en algunos hongos, la melanina se considera un factor de patogenia (Nosanchuk y Casadevall,
2003), es importante investigar en cada hongo si funciona como tal, ya que cada uno presenta diferentes
mecanismos de infeccidn en su hospedero (Narayanasamy, 2008). El estudio de los factores de patogenia
de los hongos, también permite la comprension de las enfermedades que causan y la interaccién que
establecen con la planta hospedera, y esto puede ayudar en el desarrollo de nuevas estrategias en el

manejo y tratamiento de las enfermedades que ocasionan.

Por ello, con el fin de identificar el tipo de melanina producido por L. theobromae, y el papel en la
proteccidn a estrés abidtico, en el presente trabajo, se investigd el efecto de la utilizacion de compuestos
inhibidores de la melanina bajo diferentes condiciones de estrés ambiental, y uso de tirosina como fuente

de nutrientes.



2. Antecedentes

2.1. Familia Botryosphaeriaceae

Las especies pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae se presentan en un amplio rango de
hospederos y se encuentran en todas las zonas geograficas con excepcion de las regiones polares. Son
principalmente patdégenos en hospederos lefiosos, aunque pueden tener una fase de crecimiento

endofitica (van Niekerk et al., 2006; Slippers y Wingfield, 2007; Phillips et al., 2013).

El género Botryosphaeria fue descrito por Cesati y De Notaris en 1863 y posteriormente en 1877 fue
modificado por Saccardo (Crous et al., 2006; van Niekerk et al., 2006). Desde entonces se ha sometido a
diversos cambios taxondmicos tanto a nivel de familia como de género y especie. Por su parte el término
Botryosphaeriaceae fue introducido por Theissen y Sydow en 1918 como una sub-familia en los
Pseudosphaeriaceae (Phillips et al., 2013). Sin embargo, actualmente la familia Botryosphaeriaceae es el
Unico representante del orden Botryosphaeriales, de acuerdo a analisis filogenéticos de secuencias de ITS

y rRNA (Denman et al., 2000; Schoch et al., 2006; Urbez-Torres, 2011; Phillips et al., 2013).

La identificacién y descripcidon morfoldgica se basa principalmente en las caracteristicas del anamorfo, ya
que las especies teleomorfas se encuentran rara vez en la naturaleza y su diversidad es escasa para
permitir la diferenciacién clara entre especies (Denman et al., 2000; van Niekerk et al., 2006). En 2013,
Phillips et al. (2013) describieron las caracteristicas morfolégicas de los 17 géneros reconocidos

filogenéticamente, asi como de 110 especies pertenecientes a la familia.

Dentro de las especies de Botryosphaeriaceae se han reportado 21 como patdgenas en vid en todo el
mundo en los géneros anamorficos Diplodia, Dothiorella, Fusicoccum, Guignardia, Lasiodiplodia,
Neofusicoccum y Phaeobotryosphaeria (Urbez-Torres, 2011). Algunas de las especies que causan dafios en
plantas de vid en regiones vitivinicolas son: Diplodia seriata, Diplodia mutila, Lasiodiplodia theobromae,
Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum australe, Neofusicoccum luteum, Neofusicoccum ribis,
Botryosphaeria dothidea, Dothiorella viticola y Dothiorella ibérica (Kotze et al., 2011; Wunderlich et al.,

2011).

Estos hongos se asocian con enfermedades degenerativas causando cancros y decaimiento o muerte

regresiva en un gran nimero de plantas lefiosas (Damm et al., 2007; Burruano et al., 2008; Urbez-Torres
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y Gubler, 2009; Urbez-Torres, 2011; Phillips et al., 2013). Estas enfermedades afectan el vigor y el
rendimiento de las plantas (Phillips, 1998), por lo que se consideran dentro de las mds graves en la vid.
Dentro de los sintomas asociados a la muerte regresiva por botriosferia se encuentran el retraso en el
crecimiento, la presencia de cancros, lesiones necrdticas en los haces vasculares, brazos muertos, y caias

decoloradas (Phillips, 1998; van Niekerk et al., 2006; Wunderlich et al., 2011).

Se conoce poco sobre cémo los miembros de la familia Botryosphaeriaceae interactiian con la planta de
vid, aunque generalmente las respuestas de las plantas ante ataques de patégenos o a heridas mecdnicas
son similares, es decir, acumulacién de fenoles en el lugar de la infeccidon o la herida, la produccion de
fitoalexinas, la sintesis de enzimas hidroliticas, y el refuerzo de la pared celular mediante polimeros

fendlicos como suberina y lignina (Hawkins y Boudet, 1996).

El ciclo de vida de los hongos Botryosphaeriaceae en vid (Figura. 1) inicia a partir de las infecciones
generadas por esporas asexuales. Estas esporas se encuentran dentro de estructuras de resistencia
llamadas picnidios, que se forman durante el invierno sobre la superficie de la madera. A lo largo de la
temporada, en su interior, se producen esporas que posteriormente se liberan al ambiente y son
dispersadas bajo condiciones de humedad y corrientes de viento, penetrando a las plantas sanas
principalmente a través de las heridas de poda (Bertsch et al., 2013; Spagnolo et al., 2014). Una vez dentro,
las esporas germinan y colonizan el sistema vascular a través de los haces vasculares del xilema de la vid.
Esto da como resultado la aparicién de lesiones a los pocos dias o semanas posteriores a la infeccién,
aunque en ocasiones pueden presentarse periodos cortos de incubacién. El daio al sistema vascular se ve
reflejado en la necrosis y muerte regresiva de la planta (van Niekerk et al., 2006; Urbez-Torres et al., 2010;

Al-Saadoon et al., 2012).

En México Urbez-Torres et al. (2008) reportaron en vifiedos de Sonora y Baja California la incidencia de
Lasiodiplodia theobromae y Diplodia seriata principalmente como agentes causales de cancros perenes y
muerte regresiva de la vid. L. theobromae (teleomorfo Botryosphaeria rhodina) se ha reportado en mas
de 500 especies hospederas (Punithalingam, 1976). Es un hongo pleomoérfico y plurivoro, mayormente
prevalente en regiones de clima tropical y subtropical (Urbez-Torres, 2008). En vid, L. theobromae se ha
reportado como uno de los patégenos mas agresivos causante de la muerte regresiva por botriosferia
(Urbez-Torres y Gubler, 2009). Las células conidiégenas de L. theobromae son hialinas, lisas, de cilindricas

a conicas, y holoblasticas. Presenta esporas hialinas y pigmentadas de color marrén oscuro, y septadas. La



melanina se deposita en rayas regulares en la superficie interna de la pared de la espora dando una

apariencia estriada (Phillips et al., 2013).
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Figura 1. Ciclo de vida de Botryosphaeriaceae spp.

En un estudio reciente, Paolinelli-Alfonso et al. (2016), mediante el analisis del transcriptoma de L.
theobromae identificaron por primera vez genes involucrados en mas de una via de sintesis de melanina
en este hongo (Tabla 1). Ademas observaron que la expresién de los genes relacionados a la via de DHN-
melanina y piomelanina se expresan diferencialmente en condiciones de estrés por calor y presencia de
madera; mientras que los genes relacionados a la via de DOPA-melanina se expresan sélo en presencia de
madera sin estrés por calor. Esto nos indica que posiblemente L. theobromae tiene la capacidad de

sintetizar mas de un tipo de melanina dependiendo de las condiciones en las que se encuentre expuesto.



Tabla 1. Genes involucrados en la sintesis de melanina en L. theobromae UCD256Ma
(adaptado de Paolinelli-Alfonso et al., 2016)

Gen Via de sintesis Condicién en la
de melanina que se expreso
Putativa policétido sintasa
Putativa policétido sintasa DHN-melanina
Putativa policétido sintasa
Putativa policétido sintasa Madera de vid y
deshidrogenasa de cadena corta reductasa estrés por calor
4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD)
4- hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD) Piomelanina

aspartato aminotransferasa
12-homogentisato dioxigenasa (HGD)
Tirosinasa (TYR)
Tirosinasa (TYR)
Oxidasa DOPA-melanina Madera de vid
Precursor lacasa-1
Multicobre oxidasa (MCO)

2.2. Definicion y tipos de melanina

Las melaninas son macromoléculas biolégicas de alto peso molecular derivados de la polimerizacién
oxidativa de compuestos fendlicos e inddlicos (Jacobson, 2000). Son pigmentos generalmente de color
oscuro, que se encuentran distribuidas en todos los reinos bioldgicos (Butler y Day, 1998; Eisenman y
Casadevall, 2012; Solano, 2014). Existen diferentes tipos de melaninas presentes en diferentes reinos, lo
cual puede indicar que existidé una evolucién de la melanogénesis, que puedo ayudar a los organismos a
adaptarse a las condiciones variables de la Tierra (Plonka y Grabacka, 2006). La sintesis de melanina se ha
descrito en una gran variedad de bacterias, protozoarios, hongos, plantas y animales. En hongos
fitopatdgenos se ha propuesto como un factor de patogenia (Nosanchuk y Casadevall, 2003). De acuerdo
a sus propiedades bioquimicas a la melanina se le considera como un biopolimero estable, insoluble y

resistente (Solano, 2014).

La caracterizacidon de la estructura quimica de este pigmento no ha sido facil debido a que es insoluble en
los disolventes habituales. Sélo ha sido posible identificar su estructura mediante el uso de resonancia
magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés Nuclear Magnetic Resonance) o de espectroscopia de

infrarrojo (IR) en algunas especies (Bell y Wheeler, 1986; Paim et al., 1990; Nosanchuk et al., 2015).

De manera general, la melanina se ha clasificado en tres tipos principales (Tabla 2): eumelanina,
feomelanina y alomelanina. La eumelanina (negro o café), contiene nitrégeno y se produce DOPA-

melanina por oxidacién de la tirosina(o por oxidaciéon de la fenilalanina) a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-



DOPA, por sus siglas en ingés L-3,4- dihydroxyphenylalanine) o directamente a partir de L-DOPA. El ejemplo
mas comun es la DOPA-melanina. La feomelanina (amarilla o roja), puede contener azufre, ademas de
nitrogeno y de igual manera que la eumelanina, tiene como precursor tirosina y/o L-DOPA, sélo que incluye
un paso de cisteinilacion de manera directa o a través de glutation. La alomelanina no contiene nitrégeno,
en su estructura y es el grupo mds heterogéneo de melanina, y puede ser sintetizada a partir de
tetrahidronaftaleno (THN, por sus siglas en inglés tetrahydronaphtalene) que por una serie de reacciones
de deshidratacion y reduccion da lugar a 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN, por sus siglas en inglés
dihydroxynaphthalene) que posteriormente es polimerizado a melanina (DHN-melanina); otro tipo de
alomelanina se sintetiza a partir de acido homogentisico y da lugar a la piomelanina. (Kobayashi et al.,

1995; Funa et al., 1999; Langfelder et al., 2003; Plonka y Grabacka, 2006; Eisenman y Casadevall, 2012).

Tabla 2. Clasificacion de la melanina de acuerdo a su precursor.

Clasificacion Precursor Tipo Caracteristicas
Tirosina/L-DOPA DOPA-melanina Negra/café
Eumelanina (-cisteina) Contiene nitrégeno
Tirosina/L-DOPA DOPA-melanina Amarilla/roja
Feomelanina (+cisteina) Contiene nitrégeno y azufre
DHN DHN-melanina No contienen nitrégeno
Alomelanina Homogentisato Piomelanina

En hongos se han reportado diferentes vias metabdlicas mediante las cuales se sintetiza melanina (Bell y
Wheeler, 1986; Butler y Day, 1998). Las diferentes vias de sintesis varian dependiendo del precursor; por
ejemplo, hongos pertenecientes al filo Basidiomycota, sintetizan melanina principalmente a través de la
via DOPA (Bell y Wheeler, 1986; Pal et al., 2014). En este filo también se ha reportado la sintesis a partir
de los precursores y-glutaminil-3,4-dihidroxibenzeno (GDHB, por sus siglas en inglés ggmma-Glutaminyl-
3,4-dihydroxybenzene) o de catecol. Diferentemente, los hongos pertenecientes al filo Ascomycota, en su
mayoria, sintetizan la melanina mediante la via pentacétida, DHN) como precursor del polimero (Bell y
Wheeler, 1986; Butler y Day, 1998; Henson et al., 1999); aunque, también se ha descrito la sintesis del tipo

DOPA-melanina en el género Aspergillus (Pal, et al., 2014).

Por otro lado, la via de piomelanina se ha descrito principalmente en las bacterias Pseudomonas
aeruginosa (Yabuuchiy Ohyama, 1972) y Shewanella colwelliana (Coon et al., 1994); aunque también ha
sido descrita en algunos hongos como Yarrowia lipolytica (Carreira et al., 2001), Madurella mycetomatis
(van de Sande et al., 2007), Aspergillus fumigatus (Schmaler-Ripcke et al., 2009), Sporothrix spp. (Almeida-

Paes et al., 2012), y recientemente en Penicillium chrysogenum (Vasanthakumar et al., 2015).



2.3. Funciones de la melanina

La melanina no se considera un factor esencial para el crecimiento de los hongos, pero si interviene en un
amplio espectro de funciones bioldgicas (Wu et al., 2008). La principal funcién de la melanina es brindar
proteccion a las células de la radiacién UV, asi como de agentes oxidantes. Esto se debe a que la melanina
interactua con radicales libres y otras especies reactivas gracias a la presencia de electrones desapareados
en sus moléculas (Butler y Day, 1998; Shcherba et al., 2000). De esta manera, la melanina contribuye a la

supervivencia de las células bajo estrés ambiental (Jacobson y Tinnell, 1993; Wu et al., 2008).

Ademas, en los hongos se han descrito con frecuencia otros papeles funcionales, aunque no todos se han
probado experimentalmente (Fernandez y Koide, 2013). Entre éstos se encuentra la proteccion contra lisis
enzimatica, temperaturas extremas, desecacidn y resistencia a fungicidas. Se ha reportado que cepas
melanizadas de Aspergillus phoenicis (Bloomfield y Alexander, 1967) y Aspergillus nidulans (Kuo y
Alexander, 1967) son resistentes a tratamientos de glucanasa y quitinasa, pero cepas sin melanina fueron
susceptibles a la lisis enzimatica. También se ha descrito como factor de virulencia en hongos (Butler y

Day, 1998; Langfelder et al., 2003; Solano, 2014).

2.4. Melanina en la patogenia de hongos

En diferentes hongos fitopatdgenos, se ha reportado que la melanina es esencial para el desarrollo de la
patogénesis. La produccion de DHN-melanina es importante durante la formacion de apresorios,
estructuras que permiten la penetracidon del tejido de la planta; asi como en el crecimiento micelial
estacionario del hongo (Nosanchuk y Casadevall, 2003; Eisenman y Casadevall, 2012). Es por esto, que

dentro de las melaninas, la DHN-melanina ha sido la mas estudiada en hongos.

El apresorio se forma a partir del tubo germinal de una espora asexual como una sola célula, éste se
melaniza por completo, excepto en el poro donde el hongo esta en contacto directo con la célula de la
planta hospedera, lo que le ayuda principalmente a liberar enzimas degradadoras de la pared celular que
debilitan la barrera estructural de la planta y le permite absorber nutrientes a través del poro (Butler et

al., 2005).

Por ejemplo, en los hongos Magnaporthe grisea (Howard y Valent, 1996), Colletotrichum lindemuthianum

(Wolkow et al., 1983) y Colletotrichum lagenarium (Kubo et al., 1982), la biosintesis de DHN-melanina



9

es esencial en la formacién de apresorio durante la infeccidn de arroz, frijol y pepino, respectivamente.
Por otro lado, muchos hongos oportunistas y patégenos de plantas, mutados en vias metabdlicas
involucradas en la pigmentacién, son menos virulentos o incapaces de producir la enfermedad. También,
la inhibicidn de la melanizacién de Colletotrichum kahawae en frutos de café, disminuye la presién de

turgencia del apresorio y por ende la virulencia del hongo (Chen et al., 2004; Eisenman y Casadevall, 2012).

También se han reportado metabolitos intermediarios de la biosintesis de melanina en hongos,
relacionados con su actividad fitopatégena. Por ejemplo, en la enfermedad del complejo de yesca en
madera de vid, los hongos Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium aleophilum producen
scytalone y naftoquinonas (Evidente et al., 2000; Andolfi et al., 2011). Las naftoquinonas son citotdxicas y
pueden estar ligadas con las propiedades oxidantes. Mientras que los niveles de scytalone, pueden estar
relacionados con la intensidad del color marrédn-negro de la madera de la vid infectada y la aparicién de
material oscuro en los vasos del xilema (Blirki et al., 2003; Andolfi et al., 2011). Evidente et al. (2000)
expusieron hojas de vid a una solucién 0.05 mg-mL™de scytalone purificado de P. aleophilum y observaron
sintomas cloréticos que posteriormente se volvieron necréticos hasta secar el tejido infectado y provocar

la separacidn de la hoja del peciolo.

Se considera que la melanina contribuye a la virulencia al reducir la susceptibilidad de los patégenos hacia
los mecanismos de defensa del hospedero, debido a que promueve la supervivencia del patégeno
causando la enfermedad (Nosanchuk y Casadevall, 2003). Una de las manifestaciones tempranas de
defensa de las plantas es la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Torres et al., 2006) y la
presencia de melanina aumenta la sintesis de enzimas antioxidantes (Kumar et al., 2015) protegiendo de
esta manera a la célula de radicales libres altamente reactivos. Ademas, Hamilton y Gémez (2002),

describieron que la melanina puede actuar en la patogenia de los hongos como:

a) “Un potente captador de radicales libres, que protege a la célula contra los oxidantes generados
a través de las células como mecanismos de defensa. Por ejemplo, las células de C. neoformans no
melanizadas pueden ser mas susceptibles especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Esto se ha
observado también en S. schenckiiy A. fumigatus. "’

b) “Una armadura no especifica, que protege a la célula de la luz UV, temperaturas extremas,
péptidos antimicrobianos y antifungicos. Asi, las células melanizadas tienen mas probabilidades

de sobrevivir en el ambiente externo. Por lo tanto, es probable que el proceso de melanizacién en



10

los hongos se desarrollé en un inicio para proteger a las células de las influencias ambientales

externas, en lugar de las respuestas de defensa del hospedero. ”’

2.5. Biosintesis de melanina

2.5.1. Biosintesis de DHN-melanina

La via DHN-melanina fue descrita por primera vez por Wheeler y Bell en 1988 en Verticillium dahliae, con
base en estudios genéticos y bioquimicos (Wheeler, 1981; Wheeler, 1982). El establecimiento de esta via
se debid a la identificacion de diferentes intermediarios de la ruta utilizando cromatografia de capa fina
(TLC) y cromatografia liquida de alta presion (HPLC). El trabajo de Geis et al. (1984), donde se asocid la via
pentacétida en la sintesis de melanina en hongos dematidceos, también contribuyd en la descripcién de
la via DHN. El paso inicial de la via DHN es la formacidn de 1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno (1,3,6,8-THN) por

la enzima policétido sintasa (PKS) a partir del precursor acetil-coenzimaA o malonil-coenzimaA (Figura 2).

Posteriormente este compuesto por accién de una enzima reductasa da lugar al intermediario scytalone
que es deshidratado a 1,3,8-trihidroxinaftaleno, reaccién que es catalizada por la scytalone deshidratasa
(SCD). El 1,3,8-THN es reducido por una segunda reductasa a vermelone. Es posible que a partir de este
intermediario ocurra un segundo paso de deshidrataciéon por la misma enzima SCD o por la enzima
vermelone deshidratasa, que da lugar a DHN, el cual es el intermediario que da nombre a la via. EIl DHN
sufre una serie de reacciones de dimerizacidn y polimerizacién mediante la accidn de alguna fenol oxidasa

para dar lugar a la DHN-melanina (Bell y Wheeler, 1986; Langfelder et al., 2003; Eisenman y Casadevall,

2012).
H H OH
. Policétido . Policétido Hidroxinaftaleno
Acetil-CoA sintasa Heptacétido hidrolitica reductasa
+ - naftopirona . -
Malonil-CoA (YWA1) A
HO OH HO OH
1,3,6,8-THN Scytalone
Tc, Ph
Heptacétido Scytalone
naftopirona deshidratasa
(YWA1)
H H (0] H H H
Vermelone Hidroxinaftaleno
i Oxidasa deshidratasa reductasa
DHN-melanina < — -
A
HO HO
1,8-DHN Vermelone 1,3,8-THN
Tc, Ph

Figura 2. Via de sintesis de DHN-melanina (modificado de Pihet et al., 2009). En verde se indican las enzimas que
intervienen en cada paso de la sintesis y, en rojo los sitios de accidon de los compuestos inhibidores de la via. Tc:
triciclazol, Ph: phthalide.
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2.5.2. Biosintesis de DOPA-melanina

La sintesis de DOPA-melanina ha sido descrita en hongos como Sporothrix schenckii (Almeida-Paes et al.,
2009), Aspergillus spp. (Pal et al., 2014) y Cryptococcus neoformans (Eisenman et al., 2007). En esta via se
encuentran involucradas principalmente enzimas de la familia de las proteinas de cobre tipo 3 como lacasa

y tirosinasa, debido a que el ion de cobre es necesario para unirse al grupo fenol del sustrato (Bell y

Wheeler, 1986).

Los precursores de la via pueden ser L-DOPA o tirosina. Cuando el precursor es la molécula de L-DOPA,
ésta es oxidada por una enzima lacasa a dopaquinona; mientras que cuando el precursor corresponde a
tirosina, esta debe primero ser convertida a L-DOPA y posteriormente a dopaquinona (Figura 3)
(Langfelder et al., 2003). El intermediario dopaquinona es altamente reactivo, y en ausencia de grupo tiol
(o cisteina) formard ciclodopa (leucodopa-cromo) por adicidn nucleofilica al grupo amino. Este
intermediario es oxidado para formar dopacromo, la cual por accién de la enzima dopacromo tautomerasa
forma dihidroxindoles que se polimerizan a DOPA-melanina a través de actividad de tirosinasa o DHICA

oxidasa (Bell y Wheeler, 1986; Ito, 2003; Langfelder et al., 2003; Eisenman y Casadevall, 2012).

CO.H
Tirosinasa Hom"’
/ Tirosina

o) CO.H) TP ”| Tirosinasa
NH, ¥
0 \ HO COM
Dopaquinona (DAQ) Lacasa
HO NH>

Dopa
- Cisteina

Dopacromo

tautomerasa
HO 0. HO

6 N\
COH) COH) ———= CO,H)
S
HO N / : HO N HO N
DAQ  Dopa

Leucodopacromo Dopacromo Dihidroxindoles

Tirosinasa/Oxidasa

Eumelanina
Figura 3. Via de sintesis de DOPA-melanina (modificado de Langfelder et al., 2003). En verde se indican las enzimas
que intervienen en cada paso de la sintesis y, en rojo los sitios de accién de los compuestos inhibidores de la via. Ka:
acido kojico, Tp: tropolone.
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Por el contrario si el intermediario dopaquinona en presencia de cisteina, forma cisteinildopas que son
oxidadas para dar lugar a intermediarios de benzotiazina para finalmente terminar en la produccién de

feomelanina (Ito, 2003; Turick et al., 2010).

2.5.3. Biosintesis de piomelanina

La piomelanina se forma a partir de la acumulacidn y polimerizacion del acido homogentisico, el cual es
un intermediario de la via de degradacion de tirosina. Este pigmento oscuro es hidrofilico, se sintetiza
extracelularmente y se une a la superficie de las hifas (Schmaler-Ripcke et al., 2009). Ya que el acido
homogentisico una vez secretado se auto-oxida para formar acetato de benzoquinona, y posteriormente,

este se autoensambla en polimeros de piomelanina (Turick et al., 2010).

En el inicio de la via, la tirosina es degradada por la enzima tirosina aminotransferasa (TAT) a
hidroxifenilpiruvato, el cual se convierte a acido homogentisico (HGA) mediante la accion de la dioxigenasa
de p-hidroxifenilpiruvato (HppD) (Figura 4). Posteriormente, el HGA puede utilizarse para producir
piomelanina a través de la oxidacion y polimerizacion del acetato de benzoquinona, y/o producir fumarato
y acetato a través de la degradaciéon del HGA a maleilacetoacetato por la enzima dioxigenasa de

homogentisato (Heinekamp et al., 2013).

(0] o lo)
OH PhhA OH Tat o
NH. NH, (o]
2 HO HO

Fenilalanina Tirosina 4-Hidroxifenilpiruvato
Nit
S HppD
0O (0]
o [ o
Polimerizacion Hko Oxidacion o8
Piomelanina — = —
%
o HO
Benzoquinonaacetato Acido homogentisico
o: HmgA
o o
Acetoacetato g fo)
|
(o] X -
(o} ) o
_OJJ\A‘(O
o 4-Fumarilacetoacetato 4-Maleilacetoacetato
Fumarato

Figura 4. Via de sintesis Piomelanina (modificado de Schmaler-Ripcke et al., 2009). En verde se indican las enzimas
que intervienen en cada paso de la sintesis y, en rojo los sitios de accién de los compuestos inhibidores de la via. Nit:
nitisinone, sur: surcotrina.
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2.6. Metabolismo de aminoacidos aromaticos

Las plantas, en respuesta a agentes infecciosos, estimulos fisiolégicos y estrés, sintetizan y acumulan
compuestos derivados del metabolismo secundario. Entre estos se encuentran compuestos aromaticos
como: compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas, terpenoides y esteroides (Goodman, et al., 1986).
La biogénesis de estos compuestos aromdticos es igual en microorganismos y plantas superiores. Su
ontogénesis se da a partir de aminodcidos aromaticos. La via mds importante para la biosintesis de estos
aminodcidos es la via del acido shikimico (Goodman, et al., 1986). Esta via, a partir del acido corismico y
posteriormente del acido prefénico, conduce a la sintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano. De estos
aminodcidos aromaticos, la tirosina y fenilalanina son precursores de un gran nimero de compuestos

aromaticos del metabolismo secundario (Mathews et al., 2002).

En las plantas, la tirosina y la fenilalanina dan lugar a la sintesis de compuestos que estan involucrados en
la estructura y/o defensa de esta, como son la lignina, suberina, fenilpropanoides, antocianinas,
plastoquinonas, alcaloides isoquinolinicos y flavonoides (Nelson y Cox, 2008; Tzin y Galili, 2010). Algunos
de estos compuestos se producen en un sitio alrededor de una infeccién causada por un patégeno y se
acumulan en el tejido necrético actuando como mecanismo de resistencia y/o defensa y de proteccion a

UV (Garcia-Mateo y Pérez-Leal, 2003; Nelson y Cox, 2008).

Por otro lado, la tirosina y la fenilalanina tienen un papel importante en la sintesis de melanina ya que son
precursores de la DOPA-melanina, y estdn relacionadas con la piolmelanina, ya que se deriva de la ruta de

degradacion de la tirosina (Bell y Wheeler, 1986; Schmaler-Ripcke et al., 2009; Pal et al., 2014).

En algunos estudios, se ha encontrados que genes relacionados en la via de degradacidn de tirosina se
expresan en condiciones de infeccidon de hongos patégenos de mamiferos como Histoplasma capsulatum
(Hwang et al., 2003), Paracoccidioides brasiliensis (Nunes et al., 2005), A. fumigatus (Keller et al., 2011),
Penicillium marneffei, y se ha sugerido que la tirosina tiene un rol clave como fuente de nutrientes durante

el proceso de infeccidn (Boyce et al., 2015).

En L. theobromae Paolinelli-Alfonso et al. (2016), reportaron la induccion de genes para las enzimas HGD
y HPPD relacionadas con el catabolismo de la tirosina y produccidn de piomelanina tanto en condiciones

in vitro como in planta en condiciones de estrés. Por ello sugieren que en L. theobromae la via de
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piomelanina se activa después del estrés por calor y que ésta podria tener un rol durante su proceso de

infeccidn a la vid.

2.7. Inhibidores de la melanina

El uso de compuestos inhibidores especificos de cada via de melanina, que blogquean pasos clave de la
sintesis de esta, ayuda en el estudio de la via que siguen los hongos en su produccidén. La via de biosintesis
de la DHN-melanina puede ser inhibida por algunos compuestos, como triciclazol, cerulenina, pyroquilone,
phthalide y clobentiazone. El triciclazol es un inhibidor de la DHN-melanina que bloquea la reduccién del
1,3,6,8-THN a scytalone y de 1,3,8-THN a vermelone (Figura 2). Por su parte, la cerulenina inhibe enzimas

como la policétido sintasa y la acido graso sintetasa (Butler et al., 2009).

En cuanto a la via de sintesis de DOPA-melanina, también se han reportado algunos compuestos
inhibidores como tropolone, acido kdjico, 2-mercaptobenzimidazole y dietilditiocarbamato. Estos
compuestos actian mediante un mecanismo competitivo con la tirosinasa debido a su capacidad de quelar
el cobre cerca del sitio activo, dejando inactiva a la enzima, ya que esta requiere al cobre como cofactor
(Figura 3) (Elliot, 1995; Chang et al., 2009). También se ha reportado que en el caso de la enzima lacasa,
gue participa en la sintesis de DOPA-melanina, el tropolone no afecta su actividad, pero si el acido kéjico

(lyer y Chattoo, 2003).

La inhibicion de piomelanina se ha estudiado principalmente en bacterias. En P. aeruginosa se ha
reportado el uso de 2- [2-nitro-4- (trifluorometil) benzoil] -1,3-ciclohexanodiona (NTBC o nitisone); este
compuesto interacciona con la enzima hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (4-HPPD) (Figura 4) de P.
aeruginosa inhibiendo la produccidn de acido homogentisico y su polimerizacion a piomelanina
(Ketelboeter et al., 2014). En Shewanella algae se ha usado [2-(2-cloro-4-metano sulfonilbenzonil)-1,3-
ciclohexanediona)] (sulcotrione), que igualmente es un inhibidor de la hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (4-
HPPD), el cual previene la produccién de acido homogentisico, que es el precursor de la piomelanina
(Turick et al., 2008). En hongos, el uso de sulcotrione en Sporothrix spp. mostré una inhibicién en la

produccién de piomelanina (Almeida-Paes et al., 2012).
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3. Justificacion

En el hongo L. theobromae, se conoce poco sobre sus factores de patogenia y las medidas de control para
el tratamiento de las enfermedades ocasionadas por este hongo son limitadas. Recientemente, en un
estudio sobre el transcriptoma de este hongo realizado en el laboratorio de fitopatologia del CICESE
(Paolinelli-Alfonso et al., 2016) se reportaron diferentes genes involucrados en mas de una via de sintesis
de melanina. Se piensa que la melanina puede contribuir a la virulencia de L. theobromae, al proveerle
proteccién hacia los mecanismos de defensa del hospedero y proteger sus conidioesporas contra la
radiacidn ultravioleta. La via que sigue para la sintesis de melanina y la relacién que esta puede tener en
su virulencia no ha sido explorada. Por lo anterior, es importante estudiar la sintesis de melanina en L.
theobromae, y su rol como agente protector con el fin de considerarla para futuras estrategias de control

de la enfermedad causada por este hongo.

4. Hipotesis

L. theobromae produce diversos tipos de melanina que le ayudan en la proteccién frente al estrés

ambiental.

5. Objetivos

5.1.1. Objetivo general
Determinar el papel que tiene la melanina del hongo Lasiodiplodia theobromae para contender con el

estrés ambiental y evaluar la presencia de la misma en el hongo durante su infeccién a plantas de vid.

5.1.2. Objetivos especificos

1. Determinar el tipo de melanina producido por L. theobromae usando inhibidores de melanina.

2. Evaluar la capacidad de L. theobromae de utilizar tirosina como fuente de carbono y nitrégeno; y
relacionarlo con la sintesis de melanina.

3. Evaluar el crecimiento de L. theobromae frente al estrés ambiental por lisis enzimatica, especies
reactivas de oxigeno y radiacion UV.

4. Evaluar la presencia de melanina en L. theobromae durante el proceso de infeccién y colonizacién.
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Capitulo Il.

6. Materiales y Métodos

6.1. Cepas utilizadas y condiciones de crecimiento

Se utilizé la cepa UCD256Ma de L. theobromae aislada de una planta de vid del condado de Madera en
California con presencia de cancros (Urbez-Torres et al., 2006). Esta fue proporcionada al laboratorio por
el Dr. Douglas Gubler de la Universidad de California, Davis. La cepa se conservd en glicerol al 20% a 4 °Cy

fue cultivada rutinariamente en medio PDA Difco a 30+2 °C.

También, se utilizaron las cepas de Trichoderma asperellum T. TORO y de Fusarium oxysporum FFOCR-SQ,
previamente aisladas y caracterizada molecularmente en el laboratorio de fitopatologia de CICESE. Las

mismas se cultivaron en PDA Difco a 28+2 °C.

6.2. Produccidon de esporas de L. theobromae

Para la obtencion de espora hialinas y pigmentadas del hongo L. theobromae, la cepa UCD256Ma se crecid
en 15 mL de medio minimo de Vogel (MMV) liquido con madera de vid molida 5% (p/v). La madera se
obtuvo a partir de sarmientos de vid cv. Cabernet Sauvignon, los cortes se congelaron en nitrégeno liquido
y se molieron con el uso de una licuadora (Waring), posteriormente se esterilizé en autoclave. Los cultivos
se incubaron a temperatura ambiente bajo una lampara de radiacion electromagnética ultravioleta
cercana, y/o una lampara de fluorescencia de luz blanca para propiciar la formacion de picnidios durante
15 a 20 dias. Pasado el tiempo de incubacién, se procediod a recolectar las esporas producidas dentro de
los picnidios, esto se realizd observando los cultivos bajo un estereoscopio (Zeigen) y utilizando una aguja
de diseccidon. Se tomaron por separado esporas hialinas y pigmentadas, la cuales se suspendieron en una
solucion de Tween 20 al 0.05 % v/v para propiciar la separacion de las esporas. Para ajustar la
concentracidn, las esporas se contaron utilizando una cdmara de Neubauer y se almacenaron a -20 °C

hasta su utilizacion.
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6.3. Evaluacion del crecimiento micelial y morfologia de L. theobromae

Para evaluar el crecimiento micelial en cada uno de los ensayos realizados, se inoculé un disco micelial de
5 mm de didmetro en un extremo de la caja Petri, conteniendo los medios descritos en las secciones
siguientes, y cada 24 h se marcé el margen de crecimiento del hongo en el medio utilizado. Se evaluaron
los cambios en la pigmentacion y la formaciéon de micelio aéreo con respecto al tratamiento control de
cada ensayo. Por otro lado, la morfologia de las hifas se evalué mediante microscopia de luz (Zeiss Axiovert
200, software AxioVision 4.8.2), tomando fotografias Unicamente de las hifas en crecimiento y midiendo

su diametro. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

6.4. Evaluacion del comportamiento de L. theobromae usando inhibidores de
melanina

El efecto de los inhibidores de melanina, tropolone (Tp), acido kéjico (Ka), phthalide (Ph), triciclazol (Tz) y
nitisinone (NTBC), en el crecimiento de L. theobromae se evalué en medio PDA adicionando el compuesto
respectivo a 5, 10, 15, 20, 30, 100, 200, 400, 500 pug-mL™. Las cajas se mantuvieron por 4 dias a 30 + 2°C.
La preparacion de las soluciones stock para cada inhibidor se describe en el Anexo Il. Ademas se realizaron
ensayos combinando los diferentes compuestos. Al final del experimento, se evalué el crecimiento
micelial, la morfologia de la colonia, y el efecto de cada compuesto en el desarrollo de las hifas. A partir
de los resultados obtenidos, se seleccionaron para ensayos posteriores, aquellos inhibidores y
concentraciones en los que el hongo mostré una disminucion del color oscuro de la colonia en

comparacién con los controles en PDA.

6.5. Evaluacion del efecto de tropolone en el crecimiento de hongos con micelio
hialino

Con el fin de descartar que el tropolone, al ser un quelante de cobre (cofactor de la enzima tirosinasa)
interfiriera con alguna ruta esencial para el crecimiento, se evalud su efecto en hongos con micelio no
melanizado (hialino). Para lo cual se emplearon las cepas FFOCR-SQ de F. oxysporum y T. TORO de T.
asperellum. Ambas especies se crecieron en medio PDA suplementado con tropolone 15 pg-mL-1vy se usé

medio PDA como control. Las cajas se incubaron a 28+2 °C durante 3 dias.
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6.6. Evaluacion de la utilizacion de tirosina por L. theobromae

Para evaluar la capacidad de L. theobromae de utilizar tirosina en su metabolismo, se crecié al hongo en
placas con medio minimo 9 (MM9) sélido (g-L™%: 10.0 glucosa, 5.8 Na;HPO4, 3.0 K;HPO,, 0.5 NaCl, 1.0 NH4CI)

suplementado con tirosina 10 mM.

Ademas se prepard el medio sin la adicion de glucosa (MM9-C), y sin glucosa ni NH4Cl (MM9-CN), e
igualmente los medios se suplementaron con tirosina 10 mM. El hongo se indculo a partir de un disco
micelial de 5 mm de didmetro, las cajas se incubaron durante 7 dias a 3042 °C. El uso de tirosina, se
determind por la formacién de un halo de degradacidn alrededor de la colonia, distinguible por la

disminucién de la opacidad del medio.

También se evalud el uso de la tirosina 10 mM en el medio MM9-CN conteniendo los inhibidores de
melanina previamente seleccionados. Las cajas Petri se inocularon con un disco micelial de 2 mm de
didmetro vy las cajas se crecieron durante 7 dias a 30+£2°C. En todos los tratamientos se evalud la morfologia

de las hifas y de la colonia, el crecimiento micelial y el uso de tirosina.

6.7. Evaluacion de la utilizacion de DL-DOPA y fenilalanina como precursores de

melanina

Los medios MM9, MM9-C y MM9-CN fueron suplementados con DL-DOPA 1mM. También, se evalué el

efecto del tropolone en presencia de DL-DOPA 1mM en el medio MM9.

El uso de fenilalanina en el metabolismo de L. theobromae se evalué en los medios MM9, MM9-C y MM9-
CN suplementados con fenilalanina a 5 mM. También se evalué el efecto del tropolone en presencia de
fenilalanina 5 mM en el medio MM9. Todos los tratamientos se inocularon con un disco micelial del hongo
de 5 mm de didmetro y se incubaron durante 7 dias; se evaluaron: la morfologia de la colonia, el color, el

crecimiento y la morfologia de las hifas.
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6.8. Evaluacion del papel de la melanina en L. theobromae frente a estrés
abidtico

6.8.1. Lisis enzimatica
Con el fin de obtener un extracto de enzimas hidroliticas capaz de degradar la pared celular de hongos, la

cepa de T. asperellum T. TORO, fue cultivada durante 10 dias en MMV liquido. El cultivo se filtré mediante
un filtro estéril (para jeringa) de acetato de celulosa con un tamafio de poro de 0.2 um (VWR) y el extracto

crudo obtenido se almacend a -20 °C.

Para el ensayo, se prepard medio PDA con el extracto de enzimas hidroliticas de T. asperellum al 30% v/v.
Las cajas se inocularon con un disco micelial de 5 mm de didmetro de L. theobromae. También se realizaron
ensayos con el uso de los inhibidores de melanina combinados con el extracto enzimatico. Los cultivos se
incubaron a 30+2 °C durante 4 dias y se evalud la morfologia de la colonia, el crecimiento micelial y la

morfologia de las hifas.

6.8.2. Estrés oxidativo
El crecimiento de L. theobromae en presencia de peréxido de hidrégeno (H.02) se evalué mediante una

suspension de esporas del hongo (1500 esporas aproximadamente) que se sembrd por extension en placa
en medio PDA Difco con diferentes concentraciones de perdxido de hidrégeno comercial
(DERMOCLEENM®) 2 0.5, 1.0, 2.5y 3.0 y 5.0% v/v. Las cajas con los tratamientos se incubaron por 4 dias a
3042 °C, se evalud la morfologia de la colonia, y se selecciond la concentracién en donde se observaron
diferencias con respecto al control en PDA. Esta concentracidn se utilizd en los ensayos posteriores para
evaluar el estrés oxidativo en presencia de inhibidores de melanina. Estos ensayos se llevaron a cabo
usando un disco micelial del hongo. Los cultivos se incubaron a 30+2 °C durante 4 dias. Al final, se evalud

la morfologia de la colonia e hifas, asi como crecimiento micelial.

6.8.3. Radiacion UV
La respuesta de la cepa L. theobromae a la radiacion UV se evalud a partir de esporas hialinas y

pigmentadas utilizando un transiluminador UVP. Para lo cual, las esporas suspendidas en Tween al 0.5%
v/v se pasaron a cajas de Petri de 13x30mm y se expusieron durante 20, 30, 40, 50 y 60 min a radiacion
UV de alta intensidad a 365 nm. Las suspensiones de esporas se mantuvieron en oscuridad y sembraron
por extension en placa aproximadamente 1500 esporas en medio PDA Difco. Las placas se incubaron a
30+2 °Cen oscuridad durante 24 h y se analizé el tiempo de germinacidn de las esporas y las caracteristicas

morfoldgicas de los cultivos. También, se realizd un ensayo para evaluar la diferencia en el porcentaje de
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germinacion de las esporas hialinas y pigmentadas frente a la exposicién a luz UV. Para esto, se inocularon
10 esporas de cada tipo, tomadas bajo el estereoscopio en placas de Petri en medio PDA. Las esporas
fueron expuestas por 30 y 60 min a radiacién UV con el uso del transiluminador UVP a alta intensidad e
incubadas en oscuridad durante 24 h a 30+2 °C. Se evalué el porcentaje de germinacién a las 24 y 48 h.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

6.9. Microscopia de L. theobromae durante la colonizacién de plantas de vid

Para observar la colonizacién y la presencia de melanina en las hifas de L. theobromae en plantas
infectadas, se utilizaron plantas de Vitis vinifera del cultivar Cabernet Sauvignon (Figura 5), en las cuales
se generd una herida mecanica de 2 mm de didmetro en el tallo lignificado utilizando un taladro. El indculo
se obtuvo a partir de micelio de la cepa UCD256Ma en medio PDB de 3 dias de crecimiento, el cual fue
licuado, los fragmentos obtenidos se contaron con el uso de la cdmara de Neubauer y se ajustaron a una
concentracion de alrededor de 2000 fragmentos - uL™. Usando 10 plL de esta suspension, se inocularon 10
plantas y las heridas fueron cubiertas con parafilm. De igual manera, otras 10 plantas se usaron como
control para lo cual se inocularon solamente con medio PDB estéril. Las plantas se mantuvieron en una
camara de crecimiento (CONVIRON PGR15) en las instalaciones de la Universidad de California, Riverside
por 28 dias con un ciclo de temperatura variando de 10-30-10 °C (noche-dia-noche) a 50% de humedad.

Pasado el tiempo correspondiente, se tomaron muestras del tallo en la zona de infeccion de
aproximadamente 2 cm (1 cm por arriba del punto de infeccidn, y 1 cm por debajo de este). La lesidn se
observé bajo un estereoscopio (Leica LED5000) y el tejido se fijé en solucidon FAA (formaldehido, alcohol
etilico, acético 10%:50%:5%). Posteriormente los tallos se deshidrataron en soluciones de etanol (25, 50,
80% v/v) y fueron conservados en etanol al 80% a 4°C hasta su analisis. Las muestras fueron cortadas en
secciones transversales y longitudinales de 70 um de grosor con el uso de un micrétomo (EMS 5000
Oscillating Tissue Slicer). Para realizar la microscopia, las muestras se rehidrataron mediante recambio en

soluciones de etanol de 50% a 25% y luego a agua.

Para evaluar la colonizacidn de L. theobromae en el sistema vascular de la planta se utilizé6 microscopia
electrénica de barrido (SEM; Hitachi TM-1000 Tabletop Microscope). Se evaluaron cortes longitudinales
que fueron sometidos a un secado de punto critico y se montaron sobre un botén para SEM con cinta

adhesiva de carbono de doble cara.
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Figura 5. Plantas de Cabernet Sauvignon utilizadas. A) Inoculacién del tejido lefioso, B) plantas dentro de la cdmara
de crecimiento, C) cdmara de crecimiento CONVIRON PGR15.

Por otro lado, la presencia de melanina en las hifas de L. theobromae durante la colonizacién de las plantas
de vid se analizé utilizando la tincion Masson-Fontana (modificada de Lillie, 1965) (Anexo II) y microscopia
de luz (Leica Microsystems DM4000). Esta tincidén se basa en la habilidad de la melanina para reducir la

solucién de nitrato de plata amoniacal a plata metalica sin usar un agente reductor externo (Lillie, 1965).
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Capitulo lll.

7. Resultados

7.1. Pigmentacion de esporas en picnidios

La observacidon de picnidios usando el microscopio estereoscdpico permitié la visualizacién de cirros
formados por esporas hialinas y pigmentadas (Figura 6). En el interior de los picnidios se encontraron sélo
esporas hialinas y se observé que las esporas en los cirros comenzaron a pigmentarse de abajo hacia

arriba.

b

500 um

Figura 6. Picnidio de UCD256Ma con presencia de cirros (90X). Las flechas blancas indican las esporas hialinas en las
puntas de los cirros (cadenas de esporas), y las flechas rojas indican las esporas pigmentadas.
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Se observaron esporas en tres diferentes estados de maduracién: hialinas sin septo (Figura 7A),
pigmentadas con septo (Figura 7B) y un estado intermedio (Figura 7C), las cuales estdn tabicadas pero no

completamente pigmentadas. El tamafio de las esporas se presenta en la Tabla 3.

Sum

Figura 7. Morfologia de esporas de UCD256Ma en diferentes estados de maduracion. A) Espora hialina aseptada, B)
esporas pigmentadas septadas, C) esporas hialinas y pigmentadas. La flecha roja indica una espora en estado
intermedio) (100X).

Tabla 3. Tamario de las esporas de la cepa UCD256Ma

Tipo espora Tamafio espora (um)? Media + DS
Hialinas 11.54-19.29 x 7.87-10.28 16.0212.5 x 8.5+0.92

Intermedias 15.06-17.45x 7.42-8.6 16.34+0.74 x 8.1910.44

Pigmentadas 13.26-17.71x 7.15-9.18 15.63+1.54 x 8.31+0.5

El tamafio de la espora corresponde al rango entre la medida minima y méxima de longitud y ancho registrado.

7.2. Crecimiento y morfologia micelial de L. theobromae frente a diferentes
inhibidores de melanina

La utilizacién de diferentes concentraciones de acido kéjico, inhibidor de DOPA-melanina, no mostrd un
efecto inhibitorio en la pigmentacién de la colonia ni en el crecimiento del hongo en concentraciones de

hasta 500 pg-mL™?, por lo que se descarté como inhibidor de DOPA-melanina en L. theobromae.

A diferencia del acido kojico, con el uso de tropolone se observé una disminucién de la pigmentacidn y
crecimiento a 10 ug'mL?; y se observd ademds la inhibicién de la formacién de micelio aéreo, y la
formacién de exudados sobre la colonia a 15 pg-mL? (Figura 8B). Esta concentracion fue elegida para

ensayos posteriores, ya que a 20 pg-mL? se inhibié completamente el crecimiento del hongo (Tabla 4).

Por otro lado, al inhibir la DHN-melanina con phthalide como inhibidor de DHN-melanina se vio una menor

pigmentacién de la colonia a 100 pg-mL?, mientras que se observd un cambio en la morfologia y
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pigmentacion del hongo con respecto al control en PDA Difco (Figura 8C) y una inhibicidn marcada en el
crecimiento a 500 pg-mL* (Figura 9). En cuanto al triciclazol, se observd un cambio en la pigmentacion del
micelio a 10 pg-mL?, pero no en la morfologia del hongo; se mostrd una coloracién naranja-marrén e

inhibicién del crecimiento (Figura 8D) con el uso de 15 pg-mL?, y este efecto se mantuvo hasta 30 pg-mL

1

Al combinar los inhibidores phthalide 500 pg-mL? y tropolone 15 pg-mL?, se observé menor formacion de
micelio aéreo, una menor coloracion de la colonia, presencia de exudados sobre esta (Figura 8F) e
inhibicion del crecimiento (Figura 9). Con base en este resultado, se seleccionaron los inhibidores

tropolone y phthalide para ensayos posteriores como inhibidores de DOPA-melanina y DHN-melanina,

respectivamente.

Figura 8. Morfologia del crecimiento de UCD256Ma en presencia de inhibidores de DOPA-melanina y DHN-melanina.
A) PDA (control), B) PDA + Tp 15 pg-mL. C) PDA + Ph 500 pg-mL. D) PDA + Tz 15 pg-mL™. E) PDA + Tp 15 pug-mLt +
Tz 15 ug-mL. F) PDA + Tp 15 pg-mL! + Ph 500 ug-mL2. Ph: phthalide, Tz: triciclazol, Tp: tropolone.
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Figura 9. Crecimiento de UCD256Ma en presencia de inhibidores de DOPA-melanina y DHN-melanina. El radio de
crecimiento se midié durante 4 dias en cajas de Petri a 30£2 °C. Las barras indican la desviacién estandar de cada

tratamiento.

Por otra parte, la inhibicién de piomelanina con nitisinone mostré una reduccion en el crecimiento, pero
no de la pigmentacién de la colonia a 30 pg-mL™ del compuesto; mientras que con el uso de 100 pg-mL?
se observo una menor coloracidn, con respecto al control, asi como inhibicion del crecimiento (Figura 10B).
De igual manera, el crecimiento, la coloracién y la formacion de micelio aéreo se vieron afectados con el

uso de nitisinone 100 pg-mL?y tropolone 15 pug-mL™.

La combinacién de los tres tipos de inhibidores produjo la mayor inhibicidn de crecimiento, la formacion
de micelio aéreo y un cambio en la coloracién de la colonia en comparacion al control (Figura 10G y 11).
También, con el uso de los tres inhibidores tropolone, phthalide y nitisinone se observaron hifas estresadas
y con un patrén de crecimiento diferente con respecto al control, ya que principalmente se encontraron
hifas mas lineales (Figura 12). Por otro lado, a pesar de que el uso de nitisinone no inhibié el crecimiento
del hongo de la misma manera que los otros inhibidores (tropolone y phthalide), el didametro de las hifas

fue menor con el uso del nitisinone solo y en combinacién con phthalide y tropolone (Figura 13).
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Figura 10. Morfologia del crecimiento de UCD256Ma en presencia de inhibidores de DOPA-melanina, DHN-melanina
y piomelanina. A) PDA (control), B) PDA + NTCB 100 pg-mL?, C) PDA + Tp 15 pg-mL?, D) PDA + Ph 500 pug-mL?, E) PDA
+NTBC 100 pug-mL™ + Tp 15 pg-mL, F) PDA + NTBC 100 pg-mL + Ph 500 pg-mL", G) PDA + NTBC 100 ug-mL* + Tp 15
ug-mL?* + Ph 500 pug-mL™. Ph: phthalide, Tp: tropolone, NTBC: nitisinone.
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Figura 11. Crecimiento de UCD256Ma en presencia de inhibidores de piomelanina, DOPA-melanina y DHN-melanina.
El radio de crecimiento se midié durante 3 dias en cajas de Petri a 30£2 °C. Las barras indican la desviacion estandar
de cada tratamiento.
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Figura 12. Desarrollo de las hifas de UCD256 en presencia de inhibidores de melanina. A) Control (PDA), B) PDA + Tz
15 pg-mL?t + Tp 15 pg-mL?, C) PDA + Ph 500 pg-mL? + NTBC 100 pg-mL%, D) PDA + NTBC 100 pg-mL?* + Tp 15 pg-mL™?
+ Ph 500 pg-mL*. Ph: phthalide, Tz: triciclazol, Tp: tropolone, NTBC: nitisinone.
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Tabla 4. Efecto de los inhibidores de melanina sobre el crecimiento de L. theobromae

Tipo de Inhibidor Concentracion Observaciones
melanina (ng-mL?)
5 Sin efecto
10 Retraso en pigmentacion, coloracidon beige, menor
Tropolone produccion de micelio aéreo, inhibicion de crecimiento
15 Pigmentacion beige, menor produccidn de micelio aéreo,
inhibicion de crecimiento
20 Inhibicidn crecimiento
DOPA 5 Sin efecto
10 Sin efecto
Acido kéjico 15 Sin efecto
20 Sin efecto
30 Sin efecto
100 Inhibicion crecimiento/menor pigmentacion
250 Inhibicion crecimiento/menor pigmentacion
500 Inhibicion crecimiento/menor pigmentacion
5 Sin efecto
10 Sin efecto
15 Sin efecto
20 Sin efecto
Phthalide 30 Sin efecto
100 Inhibicién de crecimiento/menor pigmentacion
200 Inhibicién de crecimiento/menor pigmentacion
400 Inhibicién de crecimiento/menor pigmentacion
DHN 500 Inhibicidn de crecimiento/coloracién naranja-marrén
5 Sin efecto
10 Cambio en la pigmentacion
15 Coloracién naranja-marrén, menor produccién de micelio
Triciclazol aéreo, inhibicion de crecimiento
20 Coloracién naranja-marrén, menor produccién de micelio
aéreo, inhibicién de crecimiento
30 Coloracién naranja-marrén, menor produccién de micelio
aéreo, inhibicién de crecimiento
5 Sin efecto
10 Sin efecto
15 Sin efecto
Piomelanina Nitisinone 30 Inhibicién crecimiento
50 Inhibicién crecimiento/menor pigmentacion
100 Inhibicién crecimiento/menor pigmentacion (cambio)
200 Inhibicién crecimiento/menor pigmentacion
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Figura 13. Didametro de las hifas de L. theobromae UCD256Ma en presencia de inhibidores de melanina y condiciones
de estrés oxidativo y lisis enzimatica. Las barras de error indican la desviacion estandar de cada tratamiento.

7.3. Efecto del tropolone en hongos con micelio hialino

No se observaron diferencias entre los tratamientos con el inhibidor y el control de F. oxysporum y T.
asperellum en cuanto a la formacion de micelio aéreo, el tamafio de la colonia. En el caso de T. asperellum

tampoco se vio afecta la produccién de esporas (Figura 14); por lo que, la inhibicion del crecimiento por el

uso de tropolone en L. theobromae se puede atribuir a la inhibicion de la sintesis de DOPA-melanina.

Figura 14. Efecto de tropolone en el crecimiento de T. asperellum A) PDA (control), B) PDA + Tp 15 ug-mL?, y F.
oxysporum C) PDA (control) D) PDA + Tp 15 pg-mL?. Tp: tropolone.
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7.4. Utilizacion de tirosina como fuente de carbono y nitrogeno en L.

theobromae

La presencia de tirosina 10 mM en el medio MM9 indujo el crecimiento del hongo en comparacion con el
control en MM9 (Figura 15D). En los ensayos con tirosina en los medios MM9-C y MM9-CN, se observo
formacién de micelio aéreo y pigmentacion de las hifas, asi como un halo de degradacion (Figura 15E y
15F), lo cual indica que el hongo puede catabolizar la tirosina, proveyéndolo de carbono y nitrégeno. Los
controles en los medios MM9-C y MM9-CN aunque se presentaron crecimiento, el micelio de las colonias

fue raquitico (Figura 15 By 15C).

Los tratamientos sin fuente de carbono y nitrégeno presentaron hifas con un patrén de ramificacion
modificado y morfologia diferente con respecto al control en MMO. Por el contrario, en los tratamientos
con tirosina, aunque se observaron hifas vacuolizadas, la morfologia no se vio afectada (Figura 16). En

cuanto al tamafo de las hifas, con el uso de tirosina como fuente de carbono y nitrégeno el diametro fue

mayor que en el control de MM9-CN (Figura 17).

Figura 15. Uso de tirosina en el crecimiento de UCD256Ma. A) MM9 (control), B) MM9-C, C) MM9-CN, D) MM9-C +
Tyr 10mM, E) MM9-CN + Tyr 10 mM. Tyr: tirosina.



Figura 16. Desarrollo de las hifas de UCD256 en presencia de tirosina como fuente de nutrientes. A) MM9 (control),
B) MM9-C, C) MM9-CN, Dy E) MM9-C +Tyr 10 mM, Gy F) MM9-CN + Tyr 10 mM. Tyr: tirosina.
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Figura 17. Diametro de la hifas de L. theobromae UCD256Ma en los diferentes tratamientos con tirosina, DL-DOPA,
fenilalaninay en presencia de inhibidores de melanina. Las barras indican la desviacion estandar de cada tratamiento.

Por otro lado, se observé que el hongo no tuvo la capacidad de utilizar la tirosina en presencia de tropolone
y su crecimiento se vio disminuido (Figura 18E). Con la combinacién de los inhibidores para los tres tipos

de melanina en el medio MM9-CN con tirosina 10mM el hongo no presenté crecimiento (Figura 18Gy 19).

Con el uso de phthalide se observaron hifas con un patrén de ramificacidn diferente, ya que presentaron
mayor numero de ramificaciones, aunque éstas fueron cortas y seguidas en una misma hifa (Figura 20);
mientras que con tropolone las hifas presentaron menos ramificaciones con respecto al control. En
general, la presencia de los inhibidores de melanina en los tratamientos con tirosina, causé que las hifas

fueran mas delgadas con respecto al control en MM9 y a los tratamientos en los medios MM9-C y MM9-

CN mas tirosina (Figura 17).
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Figura 18. Crecimiento de UCD256Ma en medio en presencia de tirosina e inhibidores de melanina. A) MM9 (control),
B) MM9-CN, C) MM9-CN + Tyr 10 mM, D) MM9-CN + Tyr 10 mM + NTBC 100 pg-mL?, E) MM9-CN + Tyr 10 mM + Tp
15 pg-mL?%, F) MM9-CN + Try 10 mM + Ph 500 pg-mL?, G) MM9-CN + Try 10 mM + NTBC 100 pg-mL? + Tp 15 pg-mL?
+ Ph 500 pg-mL™. Tyr: tirosina, Ph: phthalide, Tp: tropolone, NTBC: nitisinone.
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Figura 19. Crecimiento de UCD256Ma con tirosina como fuente de carbono y nitrégeno en presencia de diferentes
inhibidores de melanina. El radio de crecimiento se midié durante 3 dias en cajas de 30x10mm a 302 °C. Las barras
indican la desviacion estandar de cada tratamiento.
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Figura 20. Desarrollo de las hifas de UCD256 en presencia de tirosina como fuente de nutrientes e inhibidores de
melanina. A) MM9 (control), B) MM9-CN + Tyr 10 mM + Ph 500 pg-mL?*y C) MM9-CN + Tyr 10 mM + Tp 15 pug-mL™.
Tyr: tirosina, Ph: phthalide, Tp: tropolone, NTBC: nitisinone.

7.5. Utilizacion de la utilizacion de DL-DOPA y fenilalanina como precursores de

melanina

El usé de DL-DOPA 1 Mm mostrd un crecimiento en el hogo similar al control, aunque se observé un micelio
menos denso (Figura 21B y 22), el medio se tornd de un color beige a gris oscuro, lo cual podria deberse a
la oxidacion del compuesto DL-DOPA, ya que este compuesto tiende a oxidarse rapidamente en presencia

de luz y aire, lo cual lo vuelve oscuro (Stroomer et al., 1990).

El micelio de L. theobromae fue raquitico cuando se utilizé DL-DOPA en los medio MM9-C y MM9-CN. La
combinacién de DL-DOPA y tropolone inhibié la formacidn de micelio aéreo y el crecimiento del hongo, y
la coloracidon del micelio se torné a marrén (Figura 21D). Las hifas en los tratamientos con DL-DOPA y con

tropolone fueron mas delgadas que las hifas del tratamiento control (Figura 17).



35

Figura 21. Crecimiento de UCD256Ma en MM9 con diferentes precursores de melanina. A) MM9 (control), B) MM9 + DL-
DOPA 1 mM, C) MM9 + Phe 5mM, D) MM9 + DL-DOPA 1 mM + Tp 15 pug-mL?, E) MM9 + Phe 5mM + Tp 15 pg-mL?. DL-
DOPA: DL-dihidroxifenilalanina, Phe: fenilalanina, Tp: tropolone.
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Figura 22. Crecimiento de UCD256Ma en MM9 con DL-DOPA, fenilalanina e inhibidores de melanina. El radio de
crecimiento se midié durante 7 dias en cajas de Petri a 30£2 °C. Las barras indican la desviacién estandar de cada
tratamiento.
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Por otra parte, se indujo el crecimiento de L. theobromae con el uso de fenilalanina 5 mM en el medio
MMS9 con respecto al control (Figura 21C). Sin embargo, al utilizarla en el medio MM9-C y MM9-CN el
hongo mostré menor crecimiento que en el medio MM9 con fenilalanina (Figura 22) y el micelio fue
raquitico. Con el uso de fenilalanina 5 mM vy tropolone, se inhibid totalmente el crecimiento del hongo
(Figura 21E). También se observé que en el tratamiento con fenilalanina el diametro de las hifas fue mayor

que con el uso de DL-DOPA en el medio (Figura 17).

7.6. La melanina en la resistencia a lisis enzimatica

El extracto enzimatico inhibié el crecimiento del hongo, pero ni la coloracion ni la formacion de micelio
aéreo se vio afectada (Figura 23B y 24), y en las microscopias no se observaron hifas estresadas, es decir,
vacuolizadas o con dafos en la pared celular (Figura 25) y el didametro de las hifas fue similar a las de control

(Figura 13).

En la evaluacién de la presencia de inhibidores y el extracto enzimatico, el uso de tropolone 15 pg-mL?
(Figura 23C y 24) inhibié completamente el crecimiento del hongo; el phthalide 500 pg-mL* (Figura 23D)
inhibié el crecimiento de L. theobromae y se observd un cambio en la pigmentacién de la colonia; mientras
que el nitisinone 100 pg-mL? no afectd el crecimiento del hongo en comparacion con el uso Unicamente
del extracto enzimético de T. asperellum (Figura 26C), ademas que las hifas tuvieron un didmetro menor
con respecto al control y al tratamiento con el uso de Unicamente el extracto de enzimas hidroliticas

(Figura 13).

Figura 23. Crecimiento de UCD256Ma en presencia del extracto enzimatico (EE) de T. asperellum al 30%: A) PDA
(control), B) PDA + EE 30%, C) PDA + EE 30% + Tp 15 pg-mL?, D) PDA + EE 30% + Ph 500 pg-mL. Tp: tropolone Ph:
phthalide.
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Figura 24. Crecimiento de UCD256Ma bajo lisis enzimatica en presencia del extracto de T. asperellum 30% e
inhibidores de melanina. El radio de crecimiento para inhibidores de DOPA-melanina y DHN-melanina se midié
durante 4 dias y para el inhibidor de piomelanina durante 3 dias en cajas de Petri a 30+2 °C. Las barras indican la
desviacion estandar de cada tratamiento.

Figura 25. Desarrollo de las hifas de UCD256Ma en presencia del extracto enzimatico (EE) de T. asperelllum. A) PDA
(control), B) PDA + EE 30%.
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Figura 26. Crecimiento de UCD256Ma en presencia del extracto enzimatico (EE) de T. asperellum al 30% y el inhibidor
de piomelanina. A) PDA (control), B) PDA + EE 30%, C) PDA + EE 30% + NTBC 100 pg-mL™. NTBC: nitisinone.

7.7. La melanina en la resistencia a estrés oxidativo

Las exposiciones a perdxido de hidréogeno en concentraciones de 0.5-2.5% no mostraron inhibicién en el
crecimiento de L. theobromae o un cambio en la morfologia. Sin embargo, el uso de 5% de perdxido de

hidrégeno (Figura 26B y 29) inhibid el crecimiento de la colonia pero no afectd su coloracién.

Se observo una disminucién de la tolerancia del hongo a las condiciones de estrés oxidativo al emplear
phthalide 500 ug-mLty tropolone 15 pg-mL™, como lo indica la inhibicidn del crecimiento de L. theobromae
con respecto al control en PDA y al tratamiento sdlo con peréxido de hidrégeno (Figura 26 y 29). Por otro
lado, las hifas con el tratamiento de perdxido de hidrogeno no se observaron estresadas (Figura 27). Sin

embargo, con el uso de tropolone 15 pg-mL? se observaron hifas con estrés, vacuolizadas y con dafio en

la pared celular distinguible por la liberacidn del contenido citoplasmatico (Figura 27D).

Figura 27. Crecimiento de UCD256Ma en condiciones de estrés oxidativo e inhibidores de melanina. A) PDA (control),
B) PDA + H202 5%, C) PDA + H202 5% + Ph 500 pug-mL™, D) PDA + H202 5% + Tp 15 pug-mL™2. Ph: phthalide, Tp: tropolone.
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Figura 28. Desarrollo de las hifas de UCD256Ma en la exposicidn a H20: e inhibidores de melanina. A) PDA (control),
B) PDA + H20, 5%, C) PDA + H202 5% + Ph 500 ug-mL?, D) PDA + H202 5% + Tp 15 ug-mL. Ph: phthalide, Tp: tropolone.

Figura 29. Crecimiento de UCD256Ma en condiciones de estrés oxidativo e inhibidor de piomelanina. A) PDA
(control), B) PDA + H202 5%, C) PDA + H202 5% + NTBC 100 pg-mL™. NTBC: nitisinone.

La presencia de perdxido de hidrogeno mas nitisinone no afecté de manera visible el crecimiento de L.

theobromae (Figura 28C); y si bien a nivel de la colonia no se observaron cambios marcados al usar
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nitisinone, las hifas crecieron mas delgadas con respecto al uso de Unicamente el extracto enzimatico y el

perdxido de hidrégeno (Figura 30).

4 -

Radio crecimiento (cm)
N w

-
1

—&— Control (PDA)
—0— H,0,5%

6 4 —2 H0,5%+Tp

—@— Control (PDA)
—y— H,0,5%

—¥— H,0,5% + Ph 500 ug-mL”"

15 ug-mL_1

—B— 1,0, 5% + NTBC 100 pgmL"

Tiempo (dias)

Figura 30. Crecimiento de UCD256Ma bajo estrés oxidativo en presencia de perdxido de hidrégeno 5% e inhibidores
de melanina. El radio de crecimiento para inhibidores de DOPA-melanina y DHN-melanina se midié durante 4 dias 'y
para el inhibidor de piomelanina durante 3 dias en cajas de Petri a 30+2 °C. Las barras indican la desviacion estandar

de cada tratamiento.

7.8. La melanina en la resistencia a radiacion UV

La exposicidon a UV retrasé la germinacion y el crecimiento de esporas hialinas, pero no de las esporas

pigmentadas, las primeras germinaron a las 48 h y las segundas a partir de las 24 h (Tabla 5).

Tabla 5. Comportamiento de UCD256Ma bajo exposicion UV

Tipo de Tiempo Tiempo exposicion (min)
espora incubacion (h) 30 40 50 60
Hialinas 24 Retraso Retraso Retraso Retraso
48 Germinaron Germinaron Germinaron Germinaron
Pigmentadas 24 Germinaron Germinaron Germinaron Germinaron
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En cuanto a la coloracién de las colonias, las esporas hialinas expuestas a 50 y 60 min a radiacién UV,

después de 96 h de crecimiento, se observaron mas claras con respecto al control (Figura 31B y 31C). Por

su parte, las esporas pigmentadas no se vieron afectadas por la exposicién a luz UV (Figura 31E y 31F).

Figura 31. Germinacidn de esporas de UCD256Ma a 96 h de incubaciéon expuestas a radiacion UV. A) Esporas hialinas
sin exposicion (control), B) esporas hialinas expuestas 50 min, C) esporas hialinas expuestas 60 min, D) esporas
pigmentadas sin exposicidn (control), E) esporas pigmentadas expuestas 50 min, F) esporas pigmentadas expuestas
60 min.

7.8.1. Porcentaje de germinacidn de esporas expuestas a radiaciéon UV
Las esporas hialinas y pigmentadas presentaron un 100% de germinacion a las 24 h de incubacion los

controles (sin exposicion a UV). Sin embargo las esporas hialinas a las 24 h bajo la exposicidn a tanto a 30
como a 60 min no presentaron germinacidn, sino hasta las 48 h donde se observé un porcentaje de

germinacion por debajo del 40% (Figura 32).

A diferencia de las esporas hialinas, las esporas pigmentadas durante las primeras 24 h de crecimiento en
el tratamiento expuesto 30 min a luz UV alcanzaron un 80% de germinacidn, mientras que a las 48 h las
esporas expuestas 60 min a UV alcanzaron casi el 80% de germinacién (Figura 32). De acuerdo con esto se
puede reconocer la importancia de la presencia de melanina en las paredes de las esporas es importante

para mantener su viabilidad ante la exposicidn a radiacion UV.
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Figura 32. Porcentaje de germinacién de las esporas hialinas y pigmentadas de UCD256Ma expuestas a diferentes
tiempos de radiacién UV. Las barras indican la desviacion estandar de cada tratamiento.

7.9. Colonizacion de L. theobromae en plantas de vid

En las muestras tomadas de las plantas infectadas de Cabernet Sauvignon a los 28 dias de incubacidén en
las cdmaras de crecimiento, se observé necrosis en la zona de la infeccién (Figura 33C y 33D), mientras
gue en los controles se observd una regeneracion del tejido cercano al punto de la herida (Figura 33Ay

33B).

Con el uso de SEM se pudo observar al hongo L. theobromae colonizando zonas cercanas al punto de
inoculacidn, asi como los haces vasculares (Figura 34). Ademas se observo principalmente en el cambium
vascular y cercano a los rayos del parénquima, pero no se encontré en el tejido del floema. También se

observaron algunas oclusiones de los vasos por la formacién de calosa vy tilosa.
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Figura 33. Respuesta de la V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon 28 dpi. A y B) plantas control, Cy D) plantas infectadas
con L. theobromae str. UCD256Ma.
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Figura 34. Microscopia electrénica de barrido de UCD256Ma in planta. A, By C) muestras control (parénquima, haz
vascular y cambium vascular, respectivamente); D, E y F) muestras infectadas (parénquima, haz vascular y cambium
vascular, respectivamente).

Por otra parte, el uso de la tincidn Masson-Fontana permitié observar a L. theobromae melanizado

principalmente en el tejido de la médula de la planta (Figura 35). Ademds se observé a L. theobromae en
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los puntos de inoculacién asi como invadiendo los haces vasculares de la planta. Se observaron oclusiones
de estos tanto en las muestras infectadas como en las muestras control, esto debido a la respuesta de la

planta a la herida provocada en las plantas control.

Figura 35. Tincidn de melanina en el hongo L. theobromae usando el método de Masson-Fontana. A) Control
negativo (UCD256Ma en PDA no melanizado), B) control positivo (UCD256Ma en PDA melanizado), C, D, Ey F)
UCD256Ma melanizado colonizando la médula de la planta, G) haz vascular colonizado con UCD256Ma, H) médula
de la planta limpia en la muestra control; I) haces vasculares de la muestra control.
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Capitulo IV.

8. Discusion

El uso de inhibidores de melanina se ha usado en algunos hongos para el estudio de las vias de sintesis de
este pigmento (Woloshuk 1982; Wheeler y Klich, 1995; Butler et al., 2009; Kumar et al., 2015). Gongalves
et al. (2011) reportaron que el uso de tropolone en el medio inhibid la sintesis de melanina en A. nidulans
a diferencia del uso de inhibidores de DHN-melanina. Pal et al. (2014) usaron triciclazol, phthalide,
tropolone y acido kéjico en Aspergillus spp. y encontraron que en A. niger, A. tamariiy A. flavus la sintesis
de melanina fue inhibida por 4cido kdjico (100 pg-mlty 5 ug-ml? para A. niger) y tropolone; mientras que
en A. terreus y A. tubingensis ésta se inhibid en presencia de triciclazol (100 pg-ml?) y phthalide. En cuanto
al nitisinone, se ha usado principalmente en bacterias como P. aeruginosa en donde Ketelboeter et al.
(2014) a 300 pM observaron la inhibicidn de piomelanina. Los autores mencionan que este compuesto
tiene gran potencial como un factor de anti-virulencia en el tratamiento de infecciones bacterianas
piomelanogénicas. En este trabajo se encontrd que los inhibidores de las tres vias afectaron la coloracidn,
morfologia y crecimiento normal del hongo, lo cual indica que L. theobromae produce los tipos DOPA-
melanina, DHN-melanina, asi como piomelanina. La biosintesis de los tres tipos de melanina no es tan
comun, pero esto se ha reportado en hongos patdgenos como S. schenckii (Romero-Martinez et al., 2000;
Almeida-Paes et al., 2009; Almeida-Paes et al., 2012), A. fumigatus (Schmaler-Ripcke et al., 2009; Pal et
al., 2014), y P. marneffei (Liu et al., 2014; Sapmak et al., 2015; Boyce et al., 2015).

Por otra parte, la formacion de micelio aéreo es importante en los hongos para la formacidn y dispersion
de las estructuras reproductivas (Braun, 2008). Choi y Goodwin (2011), reportaron cepas mutantes del
gen mvelen del patégeno Mycosphaerella graminicola con un fenotipo albino y con menor produccion de
micelio aéreo en comparacion con la cepa silvestre en placas de agar, lo que indica relacidn entre la falta
de melanina y la ausencia de micelio aéreo. También la melanina se ha relacionado con la formacién de
micelio en hongos dimdrficos como Malassezia Furfur (Youngchim et al., 2013). En L. theobromae
observamos que la DOPA-melanina estd relacionado con la produccién de micelio aéreo, ya que con el uso
de tropolone, inhibidor de esta via, se obtuvieron colonias planas. Posiblemente la DOPA-melanina ayuda
al hongo en el crecimiento vegetativo al darle fuerza estructural a las hifas, y resulta ser la principal via de
sintesis in vitro de L. theobromae. Dada la relacién entre el micelio aéreo y la reproduccién asexual, seria

conveniente evaluar mds adelante la produccién de esporas en relacién con la formacién del micelio aéreo,



46

esto el fin de considerar el uso de inhibidores para el control de la propagacidn de las esporas causantes

del decaimiento por botriosferia.

El papel de la melanina en la proteccién a lisis enzimdticas ha sido poco estudiado. En 1967 Kuo y
Alexander, asi como Bloomfield y Alexander reportaron que mutantes de A. nidulans y A. phoenicis,
respectivamente, sin la capacidad de producir melanina fueron mas susceptibles a lisis enzimatica. En este
trabajo, el uso de un extracto de enzimas hidroliticas inhibié el crecimiento de L. theobromae, pero no se
afecté la formacidn de micelio aéreo ni la morfologia de las hifas. En cambio, al bloquear la ruta de DOPA-
melanina el hongo no pudo sobreponerse al estrés por la lisis enzimdtica y el crecimiento se inhibid
completamente, sugiriendo que la presencia de melanina en el hongo es importante para mantener su
integridad en la pared celular. Puesto que la melanina se ha asociado a la pared celular por su asociacion
con la quitina (Nosanchuk et al., 2015), como en A. nidulans (Bull 1970) y C. neofromans (Banks et al.,
2005), consideramos que la melanina sirve para ocultar las moléculas blanco de las enzimas de

degradacion de pared celular, impidiendo el dafio y debilitamiento de la misma.

Langfelder et al. (2003) mencionan que la DOPA-melanina esta asociada a la proteccion a las células contra
el dafo por estrés oxidativo. En C. neoformans (Jacobson y Tinnell, 1993), Sporothrix spp. (Almeida-Paes
etal.,2012) y A. fumigatus (Heinkekamp et al., 2013) se ha reportado un papel importante de este tipo de
melanina en la proteccién frente a agentes oxidantes. También en el basidiomiceto /nonotus obliquus,
Zheng et al. (2009) se reportd que la produccion de DOPA-melanina es una de las respuestas mas
importantes al estrés oxidativo en presencia de H,0;, en donde también se observé un incremento en la
produccién de micelio. En este trabajo, la presencia de perdxido de hidréogeno en el medio inhibié el
crecimiento de L. theobromae, pero no afectd las caracteristicas morfolégicas del hongo, como la
pigmentacion, la formacion de micelio aéreo y las ramificaciones de las hifas. Sin embargo, al bloquear la
produccién de DOPA-melanina mediante tropolone, se inhibid el crecimiento y la formacién de micelio
aéreo, cambid la coloracidn de la colonia y se encontraron hifas dafiadas en la pared celular, lo cual indica
que en L. theobromae al igual que en otros hongos, la DOPA-melanina protege a las células contra el dafio

por estrés oxidativo.

Otra funcidn reportada para la melanina en hongos es la proteccion a la radiacién UV, ya que se ha visto
que cepas melanizadas presentan mas resistencia a la radiacién UV que aquellas que no producen
melanina (Bell y Wheeler, 1986; Jacobson, 2000). Al-Laaeiby et al. (2016) reportaron diferencias en la

germinacién de esporas expuestas a 200 mJ-cm de radiacién UV de Lomentospora prolificans melanizadas
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con respecto a esporas de cepas deficientes de la enzima PKS1, con un 51% y 28% de supervivencia,
respectivamente. En L. theobromae la presencia de melanina contribuyd en la supervivencia de las esporas
al ser expuestas a radiacion UV. Mientras que las esporas hialinas presentaron un porcentaje bajo de
supervivencia, asi como retraso en el tiempo de germinacidn, las pigmentadas fueron poco afectadas. Se
ha reportado que la melanina puede absorber la luz UV y actuar como un escudo de fotones de alta energia
para proteger a la célula y prevenir del dafio por mutaciones del DNA , lo cual puede desencadenar la
muerte celular (Almeida-Paes et al., 2012). De acuerdo a los resultados en este trabajo, se sugiere que la
melanina en las esporas pigmentadas de L. theobromae actla como agente protector que les permite
resistir la radiacidn UV, lo cual podria ayudarle al hongo para la supervivencia de sus esporas y su eficiente
diseminacion en el ambiente. Se desconoce el tipo de melanina que L. theobromae produce en esporas,
por lo cual se sugiere continuar con la evaluacién de inhibidores de melanina en la produccion de esporas
pigmentadas para determinar el tipo de melanina producido en estas y controlar su produccién con el fin

de disminuir la dispersién de la enfermedad causada por este hongo.

Por otro lado, se observd que la tirosina, a diferencia de la fenilalanina, es un aminodcido importante para
el crecimiento de L. theobromae, ya que el hongo puede utilizarla como fuente de carbono y nitrégeno.
Sin embargo, la presencia de fenilalanina, al igual que tirosina en MM9 indujo el crecimiento, la formacién
de micelio aéreo y la pigmentacién de la colonia, lo que sugiere un aumento en la produccion de melanina.
Ademas se observé que la tirosina es precursor de la via de sintesis de DOPA-melanina al verse afectado
su uso en el medio en presencia de tropolone. Paolinelli-Alfonso et al. (2016) reportaron la induccién de
genes asociados a la produccién de DOPA-melanina (TYR y MCO) en respuesta a la presencia de madera
de vid en el medio. Boyce et al. (2015) mencionan que los aminodcidos son una fuente importante de
nutrientes para algunos hongos patdgenos y que pueden asimilarlos a partir de las proteinas de su
hospedero para usarlos como carbono y nitrogeno. Con base en nuestros resultados se sugiere que la
capacidad de degradacion de tirosina podria ser una ventaja para L. theobromae durante el proceso de
infeccidn y colonizacion. Por lo que, es importante detectar cual es el tipo de melanina que L. theobromae
estd produciendo en la planta en los diferentes estadios de la infeccidn. Esto ayudara a comprender el
proceso de sintesis de melanina en el hongo y la importancia que tiene cada tipo en el metabolismo de
este y en su patogenia. Para lo cual, se propone continuar con el estudio de la expresién de los genes
relacionado a la sintesis de los tres tipos de melanina durante la infeccidn en plantas de vid en diferentes

etapas de la colonizacién.
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Se esperaba que el uso de nitisinone afectara el crecimiento del hongo en presencia de tirosina, ya que la
piomelanina se deriva del catabolismo de tirosina. Esto puede deberse a que el hongo en condiciones in
vitro utiliza la tirosina principalmente para la sintesis de DOPA-melanina. La piomelanina podria ser mas
importante para el hongo cuando durante el proceso de colonizacién en la planta, ya que la piomelanina
se ha relacionado al estado de infeccién de algunos hongos. Almeida-Paes et al. (2012) reportan que
Sporothrix spp. producen piomelanina en presencia de tirosina, la cual podria estar involucrada en su
virulencia. Ademas, Paolinelli-Alfonso et al. (2016), sefialan que los genes para las enzimas HGD y HPPD
relacionadas al catabolismo de tirosina y produccién de piomelanina se inducen en las condiciones de
estrés por calor y en presencia de madera. En P. marneffei se ha sugerido que la tirosina es una fuente de
nutrientes clave durante su crecimiento infeccioso, ya que la inhibicidn quimica de la 4-
hidroxifenilpiruvato deshidrogenasa inhibe la produccién ex vivo de las células de levadura; aunque el
catabolismo de la tirosina y la produccion de piomelanina no es necesario en las etapas iniciales de la
infeccion en mamiferos (Boyce et al., 2015). Para entender el rol que tiene la piomelanina en L.
theobromae, seria conveniente generar una mutante sin la capacidad de producir este tipo de melanina e

inocularla en la planta para comprobar su virulencia.

El desarrollo de las hifas, lleva a la formacién de micelio aéreo y una colonia madura. Las hifas al iniciar su
crecimiento, generalmente son mas delgadas y a medida que crecen van incrementando su didmetro
(McLean y Prosser, 1987; Gooday, 1993). También, el patron de crecimiento de un hongo y la morfologia
de las hifas (longitud, ramificacién y diametro) se relaciona con las condiciones ambientales en las cuales
se encuentra éste y, a cambios en las concentraciones de nutrientes, diéxido de carbono y oxigeno
(Wongwicharn et al., 1999; Ross, 2001; Trinci et al., 2001; Ordaz et al., 2012). Los hongos tienden a gastar
menos energia en la formacién de biomasa cuando se encuentran en un medio pobre en nutrientes,
cubriendo un area mayor en la busqueda de alimento (Prosser, 1994; Ordaz et al., 2012). En este aspecto,
se observé que con el uso de tirosina en los medios MM9-C y MM9-CN, L. theobromae pudo recuperar
caracteristicas de su crecimiento en condiciones dptimas, al mostrar mayor formacién de micelio aéreo,
hifas mas gruesas y colonias mds pigmentadas en comparacion con los controles. Con el uso de inhibidores
en estas condiciones de bajos nutrientes, el phthalide afecté el patron de ramificacion del hongo, al
presentar hifas con ramificaciones cortas y muy seguidas en una misma hifa. Por su parte, el nitisinone
mostré en todos los tratamientos, hifas mds delgadas con respecto a los controles y al uso de otros
inhibidores solos, de forma que la melanina podria ser importante para el desarrollo de las hifas en el

hongo.
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De acuerdo con lo observado en este trabajo, se propone que en condiciones in vitro, DOPA-melanina es
el tipo principal producido por L. theobromae, la cual lo protege de la lisis enzimatica y el estrés oxidativo.
La DHN-melanina se observé como el segundo tipo importante para este, por los cambios observados en
la morfologia de la colonia, y se piensa podria ser importante para la ramificacién en un medio con bajos
nutrientes. Por otra parte, aunque la sintesis de piomelanina no resulté importante en el crecimiento del
hongo, silo fue para el engrosamiento de las hifas. El uso de tirosina en condiciones in vitro esta destinado
a la produccién de DOPA-melanina en el hongo, mas que a seguir la ruta de degradacién de tirosina (Figura

36).

Patron de ramificacion
(falta de nutrientes)
Formacion micelio aéreo
Proteccion lisis enzimatica
y estrés oxidativo

1,3,6,8-THN
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reductasa

Tirosina —— L-DOPA 1,8-DHN 4mmm Scytalone

Tirosinasa

4-Hidroxifenilpiruvato
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Lacasa/multicobre oxidasa
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Desarrollo de hifas i
(engrosamiento) NTBC-—» HPPDl DHN-melanina
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Posiblemente relacionada
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Figura 36. Relacion de la biosintesis de los diferentes tipos melanina en Lasiodiplodia theobromae, sitios de accidon
de los inhibidores de melanina y la respuesta de L. theobromae al uso de los inhibidores de melanina. Las flechas
gruesas indican que hay pasos intermedios en las vias, los nombres en azul representan las enzimas sobre las que
actuan los inhibidores de melanina, los cuales se encuentran en rojo.

Por otro lado, es importante conocer la forma en que el hongo infecta a las plantas y los mecanismos que
utiliza para contrarrestar la respuesta de la planta a la infeccidn, pero el proceso de colonizacion de plantas
de vid por L. theobromae ha sido poco estudiado. Mediante el uso de SEM se observé a al hongo
colonizando el cambium vascular, los rayos del parénquima y los haces vasculares. También se observd
que las hifas se encontraban melanizadas fundamentalmente entre las células del parénquima en la
médula del hospedero, mientras que no se observd melanizacion al crecer en los haces vasculares,

sugiriendo que el hongo se va melanizando conforme avanza en la colonizacién de la planta. La
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melanizacidn podria ayudar al hongo a protegerse de los mecanismos de defensa del hospederoy el hongo
podria utilizar algunos compuestos de la planta, como la tirosina, como precursores en la produccion de
melanina. De acuerdo con esto, se sugiere continuar el estudio del proceso de colonizacidn del hongo
utilizando diferentes técnicas de microscopia con el fin de comprender los mecanismos de colonizacién y

qué es lo que va sucediendo en la planta a manera que el hongo va invadiendo el tejido vegetal.
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Capitulo V.

9. Conclusiones

L. theobromae tiene la capacidad de producir tres tipos de melanina: DOPA-melanina, DHN-melanina y
piomelanina. La DOPA-melanina es la mas importante para el crecimiento vegetativo de este hongo y esta
involucrada en la formacidn de micelio aéreo en L. theobromae, posiblemente otorgando fuerza

estructural a las hifas.

L. theobromae puede utilizar tirosina como fuente de nutrientes, asi como también, como precursor de

DOPA-melanina.

La presencia de melanina protege al hongo ante la lisis enzimatica y estrés oxidativo y su presencia en las

esporas las protege contra radiaciones UV.

El hongo L. theobromae produce melanina durante su colonizaciéon en plantas de vid. Con base en la
importancia para la resistencia a estrés abidtico en condiciones in vitro determinadas en este trabajo, se
sugiere que la melanina protege al hongo de las condiciones adversas que se puedan presentar en su

entorno generados por los mecanismos de defensa de la planta.
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Anexos.

Anexo |: Lista de abreviaciones

DHN Dihidroxinaftaleno

DOPA Dihidroxifenilalanina

DS Desviacion estandar

EE Extracto Enzimatico

FAA Formaldehido-Alcohol etilico-Acético
FahA Fumarilacetoacetato hidrolasa

GDHB y-Glutaminil-3,4-dihidroxibenzeno

HGD Homogentisato dioxigenasa

HPPD Hidroxifenilpiruvato dioxigenasa

IRCD Anillo de escisién de intradiol dioxigenasa
Ka Acido Kéjico

MaiA Maleilacetoacetato isomerasa

McCO Multicobre oxidasa

MM9 Medio minimo 9

MM9-C Medio minimo 9 sin fuente de Carbono (sin glucosa)
MM9-CN Medio minimo 9 sin fuente de Carbono ni Nitrégeno (sin glucosa, ni NH4Cl)
NTBC Nitisinone

PDA Agar Papa Dextrosa

PhhA Fenilalanina hidroxilasa

Phe Fenilalanina

ROS Especies Reactivas de Oxigeno

SEM Microscopia Electrénica de Barrido

SH Silicilato hidroxilasa

Tat Tirosina aminotransferasa

THN Tetrahidronaftaleno

Tp Tropolone

Tyr Tirosina

TYR Tirosinasa

Tz Triciclazol
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Anexo ll: Preparacion de soluciones stock

Medio minimo de Vogel 500 mL

Sales de Vogel 50X” 10 mL
Sacarosa 75¢g
Aforar con agua destilada a 500 mL

*Sales de Vogel 50X 100 mL

Citrato de sodio 15¢g
KH.PO, 25¢g
NHsNOs 10g
MgS0O4 lg
Elementos traza” 500 pL
Biotina (0.1 mg - mL?) 250 pL

Coloroformo (para preservar) 200 uL
Aforar con agua destilada a 100 mL

*Solucion elementos traza 100 mL

Acido citrico 5g
ZnS0O4- 7H,0 5g
FE(N H4)2(SO4)2' 6H,0 1g
CuSO4- H,0 0.25 g
MnSO; - H,0 0.05¢g
H3BO3 0.05¢g
Na;MoO;4- H,0 0.05¢g

Cloroformo (para preservar) 1 mL
Aforar con agua destilada a 100 mL

Soluciones stock de los inhibidores de melanina

Triciclazol

Soluble en agua hasta 0.596 g - L'X 3 20°C
P.M.

Solucién stock de 200 pg - mL™

Phthalide
Soluble en agua caliente
Solucién stock de 2000 pg - mL™

Tropolone
Soluble en agua
Solucion stock de 200 pg - mL*

Acido Kéjico
Soluble en agua
Solucioén stock de 2000 ug - mL*



Nitisinone
Soluble en agua hasta 9.5 mgmLapH 7.2
Solucidn stock de 400 pg - mL™

Soluciones stock de los aminoacidos

Tirosina

Soluble en Buffer de fosfatos 0.2 M pH 7
P.M.=181.19 g - mol?

Solucién stock de 100 mM

DL-DOPA

Soluble en agua hasta 5 mM
P.M.=197.19 g - mol?
Solucién stock de 3 mM
Preparar y usar el mismo dia

Fenilalanina

Soluble en Buffer de fosfatos 0.2 M pH 7
P.M.=165.19 g - mol*

Solucién stock de 10 mM

Reactivo Masson-Fontana 100 mL

AgNOs 10 % 50 mL
NH4OH
Agua destilada 50 mL

Agregar NH4OH a la soluciéon de AgNO; 10 % gota a gota hasta observar una opalescencia.

Mezclar con la misma cantidad de agua destilada.
Filtrar y almacenar toda la noche en la oscuridad.

La solucidn es estable hasta por un mes cuando es almacenada en oscuridad.

Tincién Masson-Fontana

Q Fijacion del tejido en FAA (Formaldehido, Acido Acético, Alcohol)
U Lavar con agua destilada

U Agregar reactivo Masson-Fontana (25 min a 56 °C)

U Lavar con agua destilada

U Fijar en Tiosulfato de sodio 5% (5 min)

U Lavar con agua destilada

U Montar en portaobjetos y observar
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