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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Efecto de la aplicacion de inductores de resistencia en el clavel (Dianthus
caryophyllus L) sobre la expresion in vivo de genes codificantes para candidatos a

factores de virulencia del patégeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

La tiamina se ha postulado como un potencial inductor de resistencia al marchitamiento
vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod), dado que su aspersion
foliar en plantas de clavel reduce significativamente la severidad de la enfermedad. No
obstante, hasta el momento se desconocen los fendmenos bioquimicos involucrados en
la induccion de resistencia en este modelo, por ejemplo, no se conoce el efecto que puede
tener este tipo de sustancias directamente sobre el patdgeno. En este estudio se investigd
el efecto que tiene la tiamina sobre el crecimiento micelial y los niveles transcripcionales
de los genes sod1, sed4, six7 y six10 los cuales codifican para posibles factores de
virulencia de este patdgeno del clavel. Para ello, primero se realizé el cultivo in vitro del
patdégeno y se determind el efecto de la presencia de tiamina sobre el crecimiento y los
niveles de transcripcion de sod7y sed4. Posteriormente, se inocularon con Fod plantas de
clavel previamente tratadas con tiamina y se confirmé el efecto de ésta en la disminucion
de la severidad a la enfermedad; en este punto se evaluaron los niveles de transcripcion
in planta de los genes sed4, sod1, six7 y six10 en dos variedades de clavel con niveles de
resistencia contrastante al marchitamiento vascular. En la primera etapa, se evidencié que,
durante la fase exponencial, la presencia de tiamina genera una disminucién de hasta un
68% en el crecimiento micelial, al comparar con el control; asi mismo se observo que la
presencia de este compuesto genera una modulacién de los niveles transcripcionales de
sod1 y sed4 en funciéon de la fase de crecimiento del patégeno. A nivel in planta, se
confirmd que la aspersion foliar de tiamina disminuye la severidad de la enfermedad
causada por Fod y que, durante este proceso, hay una disminucion de los niveles de
expresion de sod1, six7, six10y un aumento de la expresion de sed4. Ademas, se observo
que los niveles transcripcionales de estos genes se encuentran modulados
diferencialmente en funcién del nivel de resistencia de la planta. Estos hallazgos sugieren
que la tiamina actua como potencial inhibidor del crecimiento micelial in vitro y como un
regulador de la transcripcién de diversos genes relacionados con virulencia en Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi.

Palabras clave: Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, Dianthus caryophyllus L., tiamina,
superoxido dismutasa, tripeptidil peptidasa, proteinas SIX, factor de virulencia.



Xl Efecto de la aplicacion de inductores de resistencia en el clavel (Dianthus caryophyllus
L) sobre la expresion in vivo de genes codificantes para candidatos a factores de
virulencia del patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Abstract

Effect of the application of resistance inducers on the in vivo expression of
candidate virulence factor genes of the pathogen Fusarium oxysporum f. sp.

dianthi in carnation (Dianthus caryophyllus L)

Thiamine has been proposed as a potential inducer of resistance to vascular wilt caused
by Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod), since its foliar spraying on carnation plants
results in a significant reduction in the severity of the disease. However, the biochemical
phenomena involved in the induction of resistance in this model are still unknown: for
example, the effect that this type of substance can have directly on the pathogen is also
unknown. In this study, we investigate the effect of thiamine on mycelial growth and
transcriptional levels of the sod1, sed4, six7 and six10 genes, which are encoding potential
virulence factors of this carnation pathogen. For that purpose, the pathogen was first
cultured in vitro and the effect of the presence of thiamine on the growth and transcriptional
levels of sod7 and sed4 was evaluated. Subsequently, carnation plants previously treated
with thiamine were inoculated with Fod and the effect of thiamine on the reduction of
disease severity was confirmed; at this point, the in planta transcription levels of the sed4,
sod1, six7 and six10 genes were analyzed in two carnation varieties with contrasting levels
of resistance to vascular wilt. In the first stage, it was found that, during the exponential
phase, the presence of thiamine generated a decrease of up to 68% in mycelial growth,
when compared to the control; it was also observed that the presence of this compound
generated a modulation of the transcriptional levels of sod7 and sed4 depending on the
growth phase of the pathogen. At the in planta level, it was confirmed that the foliar spray
of thiamine reduces the severity of the disease caused by Fod and that during this process,
there is a decrease in the expression levels of sod1, six7, six10 and an increase in the
expression of sed4. Furthermore, the transcriptional levels of these genes were found to
be differentially modulated depending on the level of plant resistance. These findings
suggested that thiamine acts as a potential inhibitor of mycelial growth in vitro and as a
transcriptional regulator of several virulence-related genes in Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi.

Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, Dianthus caryophyllus L., thiamine,
superoxide dismutase, tripeptidyl peptidase, SIX proteins, virulence factor.
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Introduccion

La floricultura es una de las actividades econdmicas mas importantes en Colombia
generando alrededor de 200.000 empleos y ubicando a nuestro pais como el segundo
exportador mundial de flores frescas cortadas. Dentro de este sector, el clavel es una de
las especies de flores mas importantes, pues en el afio 2021 representd un 17.1% de las
exportaciones de flores totales (Estrada Rudas, 2022). Sin embargo, la produccion de
clavel se ve afectada en gran medida por las enfermedades de tipo parasitario, entre ellas
se encuentra la generada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod), conocida
como marchitamiento vascular. Este hongo se propaga faciimente a través de brotes
infectados, posee una alta persistencia en el suelo, se disemina rapidamente y las medidas
utilizadas para su control y prevencion no son siempre efectivas, por lo cual se generan

grandes pérdidas econdmicas para el sector floricultor.

Los sintomas del marchitamiento vascular incluyen, entre otros, amarillamiento parcial de
las hojas (clorosis), una disminucién en el crecimiento de la planta y enanismo (en el caso
de brotes), aparicion de un color blanco, marrén o amarillo en los haces vasculares y, en
estados avanzados, pudricion en la base de las plantas debido la formacion de cavidades
en las raices y tallos; estos sintomas afectan gradualmente a la planta hasta causar un

marchitamiento en todas sus partes y posteriormente su muerte (Torres, 1993).

Para el control de esta enfermedad se ha utilizado un plan de manejo integrado, el cual
incluye estrategias preventivas como la plantacion de esquejes libres del patégeno, el uso
de escoria, la esterilizacion de sustrato, el empleo de sistemas de invernadero, el desarrollo
de variedades resistentes y el uso de fungicidas sintéticos que afectan el medio ambiente
(Gullino et al., 2015; Hegde et al., 2017). Sin embargo, la implementacion del plan de
manejo integrado genera grandes costos, las estrategias empleadas no son siempre
efectivas y representan un riesgo para el ambiente y la salud. Considerando lo anterior,

resulta necesario desarrollar nuevas alternativas para un manejo y control eficiente de la
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enfermedad que sean compatibles con los sistemas de produccion actuales y que generen
un impacto ambiental significativamente menor; para ello, es importante investigar mas
sobre nuevas estrategias para el control de la enfermedad como el uso de inductores de
resistencia, los cuales son compuestos no toxicos que aumentan la resistencia de las
plantas contra un amplio espectro de patégenos sin generar un impacto ambiental
significativo. No obstante, hasta el momento no se comprende a cabalidad la manera en
la que actuan estos inductores durante la interaccion hospedero — patdogeno; ademas, son
desconocidos los efectos que tienen estas sustancias sobre los mecanismos bioquimicos

y moleculares que se activan en los dos organismos involucrados en la interaccion.

Hasta el momento, se conocen varios compuestos quimicos capaces de actuar como
inductores de resistencia en plantas ante diferentes enfermedades causadas por
patégenos, entre los cuales se encuentran hormonas vegetales (acido salicilico, acido
jasmonico y sus derivados) (Walters et al., 2013), vitaminas (Tiamina, riboflavina, acido
félico, bisulfito sédico de menadiona, acido p-aminobenzoico, acido ascorbico, tocoferoles)
(Boubakri et al., 2016), acido B-aminobutirico, acibenzolar-S-metil, probenazol, sacarina,
fosfito de potasio, silicio y biochar, entre otros (Walters et al., 2013). En estudios realizados
recientemente por el grupo de investigacion de Actividades Metabdlicas Vegetales de la
Universidad Nacional de Colombia, se ha encontrado que el tratamiento foliar con tiamina
(vitamina B1) en plantas de clavel permite aumentar la resistencia contra Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi (Pérez Mora et al., 2021). A la fecha se desarrollan diferentes
estudios para determinar cuales son los procesos bioquimicos, fisiolégicos y moleculares
involucrados en este fendmeno tanto en la planta, como en el patdégeno; esto es
completamente necesario si se requiere implementar su uso directamente en los cultivos
a escala comercial. Por ejemplo, es necesario conocer cual es el efecto de dicho inductor
en el crecimiento del patdégeno, asi como en la expresién de proteinas y metabolitos

usados por éste, durante el proceso infectivo directamente en la planta.

Diversos estudios han mostrado que, durante el proceso de infeccion de la planta, el hongo
Fusarium oxysporum secreta diversos factores de virulencia, los cuales son sustancias que
promueven su colonizacion; entre dichos factores que secreta este hongo se encuentran
micotoxinas, enzimas degradadoras de pared celular y efectores (Ma et al., 2013). Sin
embargo, los estudios han demostrado que el conjunto de factores de virulencia secretados
por los patogenos de esta especie, puede variar de acuerdo a la especializacion

determinada por la especie vegetal colonizada y que se conoce como forma especial (f.
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sp.). A la fecha se han estudiado principalmente factores de virulencia en formas
especiales con especificidad en plantas como tomate, banana, meldn y frijol (Zuriegat et
al., 2021). De acuerdo con dichos estudios, dentro de los principales factores de virulencia
que secreta la especie Fusarium oxysporum se destacan las proteinas inductoras de
necrosis, enzimas degradadoras de pared celular (CWDESs) y proteinas pequefias ricas en
cisteina como las proteinas SIX (Secreted in xylem), entre otras (de Sain & Rep, 2015;
Taylor et al., 2016).

Sin duda dentro de los factores de virulencia, los efectores presentan un papel protagénico
en las interacciones planta — patéogeno. Estos son proteinas secretadas por diferentes
patégenos, con el fin de suprimir o modular las respuestas basales de defensa de la planta
(PTI), siendo determinantes de patogenicidad en diversos modelos planta — patégeno, que
involucran hongos, bacterias, oomicetos, protozoos y nematodos (F. Gawehns et al.,
2015). Su papel determinante en muchos modelos ha generado un particular interés sobre
su accion especifica en la planta, con el fin de comprender su accion y determinar los
mecanismos moleculares que usan los patégenos exitosos; a la fecha son incipientes los
estudios que han buscado profundizar en los efectores presentes en diferentes modelos

planta-patdgeno, incluyendo el correspondiente al de clavel con el patégeno Fod.

En estudios recientes en apoplasto de clavel usando herramientas protedmicas se ha
determinado que existen diferentes proteinas del patégeno que se acumulan de manera
diferencial en variedad susceptibles del clavel y que pueden ser consideradas candidatas
a factores de virulencia del hongo Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, entre estas se
destacan: las endoglucanasas tipo B y tipo C, superdxido dismutasa [Cu-Zn], tripeptidil
peptidasa, tripsina y endo-1,4-B-xilanasa (Martinez Gonzalez, 2019). El conocimiento del
papel de estas proteinas fungicas es de particular interés teniendo en cuenta que, se ha
encontrado que diferentes factores de virulencia, incluidos algunos efectores, pueden
afectar sus niveles de expresion durante su interaccion con la planta, por la presencia de
moléculas inductoras de resistencia (Zhao et al., 2019). Dichos hallazgos sugieren que,
estas sustancias inductoras, pueden tener un efecto directo sobre el metabolismo del
patdgeno y generan preguntas sobre la complejidad de la respuesta; algunos de estos
inductores podrian tener un efecto tanto en la planta como inductores de resistencia, asi

como en el patégeno afectando su crecimiento y virulencia.
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Especificamente en el caso de la interaccion clavel-Fod, a la fecha no existen evidencias
experimentales concluyentes que permitan establecer si las proteinas previamente
mencionadas, actuan como factores de virulencia en este modelo planta-patégeno, ni
tampoco se conoce el posible efecto en su expresion in vitro e in vivo (ahora denominado
in planta), de sustancias inductoras de resistencia como la tiamina. Es por ello que en la
presente investigacion se abordd el efecto que tiene la tiamina en el crecimiento y
expresion de potenciales factores de virulencia del patégeno tanto in vitro, como in planta.
La evaluacion de los niveles de la transcripcion para los genes codificantes de candidatos
a factores de virulencia, en dos variedades con niveles de resistencia contrastantes
permitié conocer su potencial como factores de virulencia; asi mismo al determinar como
se afecta su transcripcion en estas mismas variedades sometidas a tratamiento previo con
un inductor de resistencia como es la tiamina; permitié aportar al conocimiento de la accién

del inductor de resistencia in vivo.

El presente trabajo de investigacion aportd por primera vez, evidencia experimental de la
expresion transcripcional de algunas proteinas que pueden ser consideradas como
potenciales factores de virulencia involucrados en la interaccion del hongo Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi con el clavel. Asi mismo, estos resultados permitieron profundizar
sobre los mecanismos bioquimicos y moleculares del papel de la tiamina como inductor de
resistencia en el modelo, permitiendo evidenciar que su papel puede estar afectando no
solo la planta, sino también al patdgeno directamente; esto es algo muy interesante pues

evidencia su versatilidad y sin duda potencializa su accion directamente en la interaccion.

Los resultados de la presente investigacion han sido parcialmente socializados y objeto de

discusioén con la comunidad cientifica en congresos nacionales e internacionales:

Evaluacion del crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en dos medios de cultivo
para la obtencion de un extracto con potencial elicitor. XXXIV Congreso Colombiano de

Fitopatologia. Bogota, Colombia. Septiembre 2019.

Effects of thiamine on mycelial growth and sod7 and sed4 transcriptional levels in Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi. 34° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2020 y IV
Congreso Colombiano de Bioquimica y Biologia Molecular 2020. Cartagena de Indias,
Colombia. Octubre 2021.
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En general la investigacion basica realizada en este estudio, aporta al entendimiento de la
induccion de resistencia y permite fortalecer el desarrollo de nuevas alternativas mas

eficientes del control del marchitamiento vascular del clavel.






1. ESTADO ACTUAL DEL TEMA
1.1 Interaccién Planta - Microorganismo

En la naturaleza, las plantas pueden interactuar con diferentes microorganismos que
pueden causarles dafio e interrumpir su crecimiento o pueden beneficiarlas para obtener
nutrientes o superar condiciones desfavorables. Los microorganismos patégenos de las
plantas han evolucionado para penetrar en el interior de su hospedero, con el fin de obtener
los nutrientes que necesitan para proliferar, esto en muchos de los casos altera el ciclo de
vida de la planta. No obstante, la interaccion planta — patégeno es un proceso co-evolutivo,
por lo que las plantas también han podido desarrollar diferentes mecanismos que las
ayudan a defenderse, entre los que se incluyen receptores de reconocimiento de patrones,
proteinas de resistencia, proteinas de defensa y defensas estructurales como la pared

celular.

1.1.1 Modelo zigzag

En el 2006, Jonathan Jones y Jeffery Dangl, propusieron el modelo zigzag, con el fin de
representar el funcionamiento del sistema inmune de las plantas (Jones & Dangl, 2006)
(Figura.1.1). Este modelo ilustra un proceso de cuatro fases: en una primera fase, las
plantas reconocen PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) o MAMPs (Microbe-
associated molecular patterns), los cuales son moléculas conservadas que se encuentran
en los microorganismos. En bacterias los PAMPs mas conocidos son la flagelina y el factor
de elongacion Tu, mientras que en hongos el PAMP mas conocido es la quitina; este
reconocimiento se realiza a través de PRRs (receptores de reconocimiento de patrones),
los cuales generalmente son receptores tipo quinasas (RLKs) y Receptores tipo proteinas

(RLPs); los primeros, poseen un dominio de union a ligando, un dominio transmembranal
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y un dominio de quinasa citoplasmatica, mientras que los segundos carecen del dominio
quinasa intracelular; a partir de este reconocimiento se inducen diferentes respuestas de
defensa en la planta que puede llegar a detener la colonizacion de patégenos no
adaptados, este primer sistema de defensa se conoce como PTI (Pattern-triggered
immunity) (Ranf, 2017).

Alto PTI ETS ETI
A
Umbral para HR
1 [ v -
)]
S Efectores del
‘© patogeno
T
L
o Avr-R
T
- o
H - 00
=i [P N
é Umbral para una
resistencia efectiva

Figura 1.1. Modelo zigzag que ilustra la respuesta cualitativa del sistema inmune de las

plantas. Tomado de (Jones & Dangl, 2006).

En la segunda fase, los patégenos adaptados secretan proteinas, llamadas efectores, que
contribuyen a su virulencia y pueden suprimir la PTI, desencadenando la ETS (Effector-
triggered susceptibility). La inhibicion de la PTI a través de efectores puede ocurrir en
diferentes niveles, ya que pueden operar limitando el reconocimiento de PAMPs por parte
de los PRRs, bloqueando co-receptores de los PRRs, fosforilando o desfosforilando PRRs
y MAPK (Mitogen-activated protein kinase) para impedir que se desencadenen las
respuestas de defensa e incluso, actuando como factores de transcripcion en el nucleo
bloqueando la transcripcion de genes de defensa, como los efectores TAL presentes en
Xanthomonas (Torufo et al.,, 2016). Los genes que codifican para proteinas efectoras

reconocidas por la planta se conocen como genes de avirulencia, mientras que los genes
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que codifican para proteinas efectoras no reconocidas por la planta se conocen como

genes de virulencia.

En la tercera fase, la planta reconoce (directa o indirectamente) un efector especifico
mediante las proteinas NB-LRR, que poseen un dominio de unién a nucleétidos (NB) y
dominio de repeticion rico en leucina (LRR), esto evoca un segundo sistema de defensa
llamado ETI (Effector-triggered immunity), la respuesta de defensa relacionada con ETI
mas comun es la respuesta hipersensible (HR), que corresponde a una muerte celular
programada; consecuentemente, la ETI induce respuestas de defensa mas fuertes y
robustas que la PTI. En la ultima fase, el patégeno se ve forzado a diversificar o eliminar
el gen que codifica para el efector reconocido, con el fin de suprimir la ETI (Jones & Dangl,
2006); no obstante, la planta también se ve en la obligacién de generar nuevos NB-LRR
que reconozcan los nuevos efectores e impedir asi la colonizacion del patégeno, lo que

evidencia que la interaccion planta — patégeno es un proceso co-evolutivo.

1.1.2 Resistencia sistémica adquirida (SAR) y resistencia
sistémica inducida (ISR)

Ademas de la PTl y la ETI, existen otros tipos de mecanismos de defensa en plantas, los
cuales son sistémicos: la resistencia sistémica adquirida y la resistencia sistémica inducida
(Figura. 1.2). La resistencia sistémica adquirida (SAR por sus siglas en inglés, Systemic
Acquired Resistance) es un mecanismo auxiliar de defensa que se activa a partir de la
formacion de una lesion necrética causada por la enfermedad o por la activacion de una
respuesta hipersensible (Ryals et al., 1996); no obstante, también puede activarse por
medio de estimulos quimicos como el acido salicilico o el quitosano (Kamle et al., 2020),
lo que genera la activacion de algunas sefales moviles en el sitio de la infeccién que se
translocan gradualmente desde las hojas infectadas hasta las partes distales de la planta
a través del floema, preparandola para futuras infecciones patogénicas (Singh et al., 2017).
Este mecanismo de defensa provee a la planta de una resistencia sistémica efectiva contra
un amplio rango de patdgenos (resistencia de amplio espectro) a través de la expresion de
varios genes relacionados con defensa, lo que permite distinguir la resistencia sistémica

adquirida de otras respuestas de defensa en plantas (Ryals et al., 1996).
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Se han identificado una gran cantidad de compuestos quimicos capaces de inducir SAR,
como metil-salicilato, glicerol 3-fosfato (G3P), acido azelaico (AzA), éxido nitrico (NO),
radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) (Kachroo & Kachroo, 2018; Singh
et al., 2017) que pueden actuar durante la activacion de dos vias metabdlicas distintas: la
primera, regulada por acido salicilico (SA) y la segunda regulada por NO, AzA, G3P y ROS
(Singh et al., 2017; Wendehenne et al., 2014).
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del
estimulo
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Figura 1.2. Diagrama esquematico de los diferentes tipos de resistencia sistémica en

plantas. Tomado de (Burketova et al., 2015).

Por su parte, la resistencia sistémica inducida (ISR por sus siglas en inglés Induced
systemic resistance) se activa por medio de rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) tales como Pseudomonas spp., Bacillus spp. o Trichoderma spp., u
hongos promotores del crecimiento vegetal (PGPF), con lo cual se inducen respuestas de
defensa en la planta contra un amplio rango de patégenos. A diferencia de la resistencia
sistémica adquirida, la Resistencia sistémica Inducida es regulada por acido jasmonico y
etileno (Vlot et al., 2021).
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1.1.3 Elicitacion

La elicitacion de plantas es una técnica que permite, mediante la adicion de algunos
compuestos, ya sean fisicos o quimicos llamados elicitores, activar una respuesta de
defensa en las plantas. Este proceso ocurre debido a que la presencia del elicitor en el
medio de crecimiento de la planta desencadena en ella una respuesta a estrés; lo que
activa los mecanismos de defensa en la misma y estimula la produccion de metabolitos

secundarios y proteinas relacionadas con defensa.

De este modo, los elicitores son moléculas capaces de activar respuestas fisiolégicas,
morfolégicas o bioquimicas en las plantas, ya sea a nivel local o sistémico (Conrath, 2011),
ya que son reconocidas por los receptores presentes en las plantas activando los
mecanismos de defensa de estas. Existen diferentes clases de elicitores entre los que se
encuentran lipidos, proteinas, péptidos, e incluso oligosacaridos (Malik et al., 2020). Entre
los elicitores mas estudiados se encuentran las hormonas vegetales tales como el acido
salicilico y el acido jasmonico, los cuales funcionan pueden promover la expresion de
genes de defensa y la biosintesis y acumulacion de metabolitos secundarios en plantas
(Ali, 2021) . Asi mismo, compuestos como glucano, quitina, flagelina y lipopolisacaridos,
presentes en la pared celular de diversos patdégenos también son capaces de actuar como

elicitores en las plantas hospedadoras (Mishra et al., 2012).

1.1.4 Priming

El priming, se define como un estado inducido que permite a una planta reaccionar de
manera mas rapida y eficiente ante un estrés (Conrath et al., 2002). La induccion de
resistencia puede conducir a un estado de priming en las células vegetales, donde, a través
de la comunicacion interindividual o interespecie, se potencializan las defensas de la planta
después del ataque de patdégenos, rizobacterias y hongos micorriza o compuestos
quimicos (Goellner & Conrath, 2008). Posteriormente, cuando la planta sufre algun
estimulo primario, es capaz de recordar estos eventos e inducir diferentes mecanismos

defensa que dependen de la fase de priming en la que se encuentre (Balmer et al., 2015).

El priming puede dividirse en tres fases (Figura. 1.3.): una primera fase de sensibilizacion,

donde se somete la planta a algun tipo de estrés o desafio, con el fin de ponerla en un
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estado de espera e inducir una alteracién en la produccién de metabolitos primarios y
secundarios, proteinas, hormonas y otros compuestos; en una segunda fase posterior al
desafio, la planta es capaz de inducir rapidamente mecanismos de defensa al someterla
nuevamente a un estrés, puesto que es capaz de recordar la estimulacion primaria; en la
ultima fase, sucede un estado de priming transgeneracional, donde las plantas transmiten
el estado de priming de generacion a generacion, reaccionando de manera mas rapida y

mas robusta ante estimulos estresantes (Balmer et al., 2015).
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Figura 1.3. Fases del priming. Tomado de (Balmer et al., 2015).

1.2 Modelo experimental Dianthus caryophyllus L. —
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

1.2.1 Clavel (Dianthus caryophyllus L.)

El clavel (Dianthus caryophyllus L.) es una planta dicotiledonea que pertenece al género
Dianthus y la familia Caryophyllaceae. Se conocen alrededor de 80 géneros y 2000

especies de esta familia, entre las cuales la mayoria se encuentran en el hemisferio norte.
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En general, el clavel es diploide (2n=30), aunque existen también formas tetraploides
(4n=60) y triploides (Harbaugh et al., 2010). Las plantas de clavel crecen hasta 80 cm; sus
tallos son lefiosos en la base, pero poseen ramas herbaceas; sus hojas son opuestas,
lineales, de textura suave y plana; los tallos florales son quebradizos en los nédulos y
generalmente estan hinchados; el color de sus flores depende de la variedad y pueden ser

desde verdes hasta purpuras.

El género Dianthus posee un origen diverso: desde el sur de Rusia y la Grecia alpina hasta
las montafias Auvergne de Francia; asi mismo, el género se adapt6 para sobrevivir en
ambientes frios como las regiones Alpinas de Europa y Asia y en regiones de la costa
mediterranea, como consecuencia, solo se distribuye naturalmente en los paises
mediterraneos. No obstante, muchas especies del género, entre ellas el clavel, se han
domesticado y cultivado para propésitos comerciales en diversos paises de Asia y
América, lo que ha contribuido a que esta flor sea una de las especies mas cultivadas en
el mundo y una de las mas importantes para la floricultura, ya que junto con la rosa y el
crisantemo, representan el 50% del comercio mundial de flores frescas cortadas (The

Biology of Dianthus Caryophyllus L. (Carnation), 2015).

Las variedades de clavel de floracion perpetua se propagan mediante esquejes, a partir de
brotes cortos, robustos y sin floracién. Para la produccion de claveles comerciales en
Colombia, se requieren condiciones especificas de humedad (60 -70%), temperatura (14
—20°Ceneldiay4 -8 °Cenlanoche) e intensidad de luz (alrededor de 21500 Lux), por

lo que es necesario que el cultivo crezca en un ambiente protegido (Pizano, 1987).

1.2.2 Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Fusarium oxysporum es un hongo hemibiotréfico del orden Hypocreales. Es un patégeno
del suelo que causa marchitamiento en una gran cantidad de especies de plantas (mas de
120 especies); sus cepas se clasifican en formas especiales segun la especie que infectan,
entre las que se encuentran el tomate, el banano, la cebolla, el meldn e incluso flores como
el tulipan y el clavel. No obstante, a pesar de que posee un amplio rango de hospederos,
aun no se conocen con exactitud los mecanismos de infeccion y los factores determinantes
en su patogenicidad (Recorbet et al., 2003). Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod)

particularmente, es el hongo causante del marchitamiento vascular del clavel (Dianthus
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caryophyllus L.), coloniza la planta a través de su sistema radicular y posee ocho razas

fisioldgicas, siendo la raza 2 la mas virulenta (Poli et al., 2013).

El ciclo de vida general de esta especie incluye una etapa donde el patégeno se encuentra
en el suelo en un estado de reposo, alimentandose a partir de materia muerta y formando
estructuras (fase saprofita); en una segunda etapa ocurre la germinacion y crecimiento del
hongo debida a un aumento en la cantidad de nutrientes presentes en el suelo, liberados
desde las raices de las plantas; posteriormente el hongo logra penetrar en las células de
su hospedero y, finalmente penetra el xilema de la planta, lo que permite una colonizacién

y un consecuente crecimiento del mismo (Beckman & Roberts, 1995).

En cuanto al mecanismo de infeccion que utiliza este patégeno, se sabe que en una
primera fase, el hongo se adhiere a la superficie de la raiz de su hospedero, posteriormente
ingresa a la planta penetrando las raices (ya sea en su capa o en la zona de elongacion)
y secretando enzimas degradadoras de pared celular (CWDEs); a continuacion, el micelio
avanza a través del espacio intercelular hasta llegar a los vasos del xilema y asi colonizar
la planta (Di Pietro et al., 2003).

1.2.3 Marchitamiento vascular del clavel

El marchitamiento vascular del clavel causado por el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi es la enfermedad que afecta en mayor medida el cultivo de clavel en el mundo,
generando pérdidas en la produccion de mas del 40% (Wolcan et al., 2018). En Colombia,
la enfermedad llegd alrededor de 1975 debido a la importacion de esquejes infectados

provenientes de Holanda, Francia, Alemania, Israel y Estados Unidos.

Los sintomas de le enfermedad incluyen marchitamiento de la planta, clorosis en las hojas,
doblamiento y enanismo en los brotes, disminucion en el crecimiento de la planta,
coloracion marrén en los haces vasculares y deshilachamiento, seguido de muerte de los
tejidos. La infeccion comienza por el sistema radicular, donde las hifas penetran, a través
de heridas, la epidermis de la raiz, posteriormente pasan a la endodermis y entran a los
vasos del xilema; una vez alli, el micelio comienza a crecer y ocurre una rapida colonizacion

de los tejidos vasculares del hospedero; en estados avanzados de infeccion, el hongo
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puede colonizar los tejidos adyacentes (médula, cambium, floema y corteza) (Torres,
1993).

1.3 Factores determinantes de patogenicidad y virulencia
en hongos fitopatégenos

Mediante la interaccion Patégeno — Hospedero (PHI, por sus siglas en inglés Pathogen-
host interactions), los patégenos son capaces de usar el propio organismo del hospedero
con el fin de infectarlo. Esta interaccion se establece mediante la secrecion de metabolitos
primarios y secundarios, ligandos pequefios, proteinas e incluso secuencias de acidos
nucleicos (Pontes et al., 2020). Por lo anterior, la secrecion diversos compuestos por parte
de los microorganismos patogénicos juega un papel importante en su patogenicidad y
virulencia, actuando en diferentes niveles para lograr suprimir el primer sistema de defensa
de la planta (PTI) y lograr colonizar y proliferar en el interior de su hospedero, estableciendo

una interaccion compatible con éste.

En particular, las estrategias empleadas por los hongos fitopatégenos para colonizar las
plantas hospedadoras dependen tanto de la especie de plantas que infectan, como de su
estilo de vida; existen hongos necrotréficos, que matan las células hospederas para
alimentarse del tejido muerto, biotroficos, que colonizan los tejidos de la planta para
obtener sus nutrientes sin generar muerte celular, y hemibiotréficos, que en un principio
establecen una fase biotrofica para posteriormente pasar a una fase necrotrofica,
generando muerte celular para alimentarse del tejido muerto completando su ciclo de vida
(Lo Presti et al., 2015).

Algunos hongos fitopatdégenos producen fitotoxinas las cuales actuan como inhibidores
enzimaticos, suprimiendo las respuestas de defensa de la planta o afectando la membrana
celular del hospedero (Bray Speth et al., 2007; Pontes et al., 2020). Asi mismo, existen
patégenos fungicos capaces de modular el pH del entorno con el fin de favorecer su
colonizacién y asi aumentar su patogenicidad (Pontes et al., 2020), este es el caso de
Penicillium digitatum, el cual secreta acidos organicos con el fin de modular el pH del
entorno para facilitar su infeccién en plantas de naranja, aumentando de esta manera su

patogenicidad puesto que mediante la modulacion del pH de su hospedero se permite
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llegar al pH 6ptimo de algunas enzimas degradadoras de pared celular, tales como las

poligalacturonasas (Costa et al., 2019).

Adicionalmente, existen algunas proteinas llamadas efectores las cuales son secretadas
por los fitopatdgenos con el fin de suprimir los mecanismos de defensa de las plantas.
Estas proteinas efectoras son proteinas pequefas, con menos de 300 aminoacidos, ricas
en cisteina y con estructuras terciarias estabilizadas por puentes disulfuro (Stergiopoulos
et al., 2013). Asi mismo, debido a que la mayoria son secretadas mediante la via del
reticulo endoplasmatico — aparato de Golgi, poseen una sefal de secrecion N-terminal (Lo
Presti et al., 2015); no obstante, actualmente se ha puesto en evidencia que algunos RNAs
pequefios también pueden llegar a actuar como efectores y suprimir la primera linea de
defensa de la planta al silenciar la expresion de genes relacionados con defensa (M. Wang
et al.,, 2015). Los efectores pueden clasificarse segun el sitio en donde actuan: los
apoplasticos son secretados en el espacio intercelular de la planta e interactuan con
receptores extracelulares, mientras que los efectores citoplasmaticos son translocados o

secretados en el interior de las células vegetales (Djamei et al., 2011).

1.4 Factores de virulencia presentes en Fusarium
oxysporum

El hongo Fusarium oxysporum, al ser un patégeno hemibiotrofico, posee un repertorio
amplio de factores de virulencia que son secretados durante la colonizacion del huésped y
contribuyen a la supresion de la respuesta inmune de la planta; entre los que se incluyen
algunos metabolitos como el Deoxinivalenol (DON) y el acido fusarico (Rajeswari, 2020) ,
enzimas degradadoras de pared celular, proteinas inductoras de necrosis, proteinas ricas
en cisteina y proteinas secretadas en el xilema (SIX), las cuales se han considerado como
determinantes de virulencia y se han asociado con la especificidad del hospedero (de Sain
& Rep, 2015).
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1.4.1 Proteinas secretadas en el xilema (SIX)

Las proteinas secretadas en xilema fueron reportadas por primera vez en Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), el patégeno causante del marchitamiento por Fusarium
en tomate; hasta el momento se conocen 14 proteinas SIX en esta forma especial, no
obstante la funcién de la mayoria de estas proteinas continua siendo desconocida
(Catanzariti et al., 2017).

La induccién del gen six1, se encuentra altamente regulada durante la colonizacion del
tomate por Fol, ya que requiere que las células del hospedero se encuentren vivas; en
estudios previos se ha observado que la expresién de six7 solo se induce en etapas
tempranas de la colonizacion (inmediatamente después de la penetracion de la corteza de
la raiz) (van der Does et al., 2008). En las variedades susceptibles de tomate, la expresion
de six1 es necesaria para la virulencia de Fol; sin embargo, en variedades resistentes de
tomate que poseen el gen de resistencia /-3, la expresién de six1 es la que desencadena
la induccién de respuestas de defensa, mostrando que six7 es el gen de avirulencia que

reconoce /-3 (Rep et al., 2004).

Se han hallado homélogos de six7 en Fusarium oxysporum ff. spp. conglutinans, cubense,
melonis 'y pisi. En Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans (Foc) se encontrd, mediante la
delecion del gen, Foc-Asix1, que la expresion de six71 es requerida para la completa
virulencia de este patégeno; asi mismo, al complementar las cepas de Foc con Fol-six1,
Foc-Asix1::Fol-six1, se observo que Fol-six1, no es capaz de recuperar la virulencia en
Foc-Asix1, mostrando que six7 cumple un papel importante en la especificidad de Foc por
su hospedero (E. Li et al., 2016), sugiriendo que se requirid de una evolucion adaptativa
de six1 para permitir que Fusarium oxysporum infectara diferentes especies de plantas
(Simbaqueba, 2017).

La proteina SIX2 se encuentra presente en Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4, y
sus subrazas TR4 (Raza tropical 4) y STR4 (Raza subtropical 4), asi como en Fusarium
oxysporum ff. spp. niveum, lycopersici y cucumerinum (van Dam et al., 2016). La delecién
de six2 en Fol (Fol-Asix2) reduce levemente los sintomas de la enfermedad en las plantas
de tomate, mientras que en otras cepas de Fol esta delecion elimina por completo la
patogenicidad del hongo (F. Gawehns et al., 2015). Estos hallazgos impiden sugerir que

SIX2 cumpla un papel determinante en la patogenicidad de Fol, por lo que puede
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considerarse que esta proteina cumple un papel secundario en el proceso de infeccion de

las plantas de tomate.

La proteina SIX3 es reconocida intracelularmente por I-2, SIX1 y SIX4 son reconocidos
extracelularmente por I-3 y las proteinas receptoras |, respectivamente. SIX4 se encuentra
en las cepas de Fol de raza 1, mientras que en las razas 2 y 3 el gen no es funcional, ya
que esta truncado gracias a la insercion de un transposon (Kashiwa et al., 2016); asi
mismo, se ha observado que six4 cumple un papel importante en la patogenicidad de Fol,
puesto que la expresion de este gen suprime la resistencia conferida por los genes de
resistencia /-2 e I-3, presentes en variedades de tomate resistentes. No obstante, SIX4
también actua como una proteina de avirulencia en variedades de plantas de tomate que
poseen los genes de resistencia / o /I; adicionalmente, en Fusarium oxysporum FO5176,
se ha demostrado que contribuye a la virulencia del hongo, esto mediante de la delecion
del gen homoélogo six4 de la cepa FO5176 y la inoculacion de la cepa resultante en plantas
de Arabidopsis, encontrandose una reduccion en el grado de virulencia del patégeno
(Thatcher et al., 2012).

six5'y six3 (Avr2) son necesarios para la resistencia mediada por el gen de resistencia /-2
en tomate, no obstante, aun no se conoce la forma en la que six5 participa en la induccién
de respuesta de defensa mediadas por /-2. Mediante ensayos de complementacion
bimolecular de fluorescencia, se encontré que SIX3 y SIX5 interactuan fisicamente en el
plasmodesmo, adicionalmente, se evidencié que para que SIX3 se transloque a las células
vegetales vecinas, es necesaria la presencia de SIX5. Estos resultados muestran que SIX3
solo se desplaza de célula a célula en presencia de SIX5, contribuyendo a la virulencia de
Fol en las variedades de tomate susceptibles e induciendo resistencia en las variedades

de tomate resistentes que contengan I-2 (Cao et al., 2018).

Se han hallado homdélogos de SIX6 en Fusarium oxysporum ff. spp. melonis, niveum,
cucumerinum, vasinfectum y phaseoli, entre otros; adicionalmente, aunque la mayoria de
los efectores SIX son uUnicos de Fusarium oxysporum, homologos de SIX6 se han
encontrado también en cepas de Colletotrichum spp. En Fol, la expresion de six6 suprime
la induccién de muerte celular mediada por I-2, contribuyendo a la virulencia del patégeno;

no obstante, su induccidn requiere que las células de la planta se encuentren vivas, por lo
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gue se expresa en etapas tempranas de la infeccion; la delecion de six6 en cepas de Fol,

disminuye en gran medida la virulencia del patégeno (F. Gawehns et al., 2014).

La proteina SIX8, por su parte, se ha encontrado en Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
y otras formas especiales de cucurbitaceas (van Dam et al., 2016), asi como en Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 4; en esta forma especial se han encontrado pequenas
variaciones en las secuencias que codifican para esta proteina, las cuales han sido utiles
para distinguir entre las subrazas TR4 y STR4, sin embargo aun se desconoce si estas
variaciones contribuyen a la infeccion del banano o si son determinantes en la estructura

de la proteina (Fraser-Smith et al., 2014).

En general, las proteinas SIX halladas en Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici poseen
homadlogos en una gran cantidad de formas especiales de Fusarium oxysporum (Taylor et
al., 2016). En cepas de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod), se han encontrado
homologos de las proteinas SIX7, SIX9, SIX10 y SIX12 en su ADN gendmico (Taylor et al.,
2016). No obstante, se ha observado la ausencia de las proteinas SIX1 a SIX7 en cepas

de Fod provenientes de Estados Unidos y Holanda (Lievens et al., 2009).

En Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, se encontré que los genes efectores six7, six10
y six12 se localizan en regiones cercanas del genoma, formando un cluster de genes en
la region de 5.2 kb, en el cromosoma 14 (Schmidt et al., 2013), esto puede llegar a sugerir
que estas tres proteinas poseen una funcion similar durante la infeccién del hospedero.
Hasta el momento, se conoce que la expresién de six7, six10, six12y six15 solo es inducida
in planta (van Dam et al., 2016), adicionalmente las proteinas SIX7, SIX10 y SIX12 han
sido localizadas en la savia del xilema de las plantas de tomate infectadas, lo que sugiere
que estas proteinas cumplen un papel importante para la patogenicidad de Fol (Schmidt et
al., 2013; Simbaqueba, 2017), sin embargo, aun no se conoce con exactitud la funciéon que
cumplen estas proteinas SIX durante la infeccidon de Fusarium oxysporum en las diferentes

especies de plantas hospederas.

Estudios realizados durante la interaccion de Fol con tomate mostraron que el bloqueo de
los genes de avirulencia Avr1 (six4), avr2 (six3) y avr3 (six1) en cepas de Fol, afecta la
composicion del proteoma de la savia del xilema, puesto que afecta la acumulacién de 24
proteinas DAP (Differential Accumulated Proteins), no obstante, el bloqueo del gen six2,

gue no esta involucrado con la virulencia de Fol, no afecté la composicion del proteoma de
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la savia de xilema, evidenciando que existe una relacién entre la composicion de la savia

del xilema y la patogenicidad del hongo (F. K. K. Gawehns, 2014).

1.4.2 Proteinas inductoras de necrosis y etileno

La proteina NEP1, presente en Fusarium oxysporum f. sp. erythroxyli es capaz de inducir
la produccion de etileno y necrosis en hojas de Erythroxylum coca y Erythroxylum
novogranatense (Bailey, 1995). Esta proteina es extracelular, pesa 24 kDa, tiene una
longitud de 253 aminoacidos y se encuentra compuesta por dos exones interrumpidos por

un intrén de 58 nucledtidos (Bailey et al., 1997).

Algunos estudios han proporcionado evidencia de que el tratamiento de las hojas de coca
con cultivos del patégeno aumenta la produccién de etileno después de las 24 horas pos-
inoculacion (Bailey, 1995). Adicionalmente, se ha observado que la inoculacion de plantas
de tomate con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici estimula la produccion de etileno, lo
que resulta en la produccion de peroxidasas y polifenoloxidasas, epinastia, absiciéon de las
hojas, aumento de los niveles de necrosis en respuesta al patogeno y activacion de la

expresion de genes de defensa (Gentile & Matta, 1975).

De igual modo, el aplicar NEP1 sobre las hojas de algunas especies de plantas
dicotiledéneas causa necrosis sobre sus tejidos después de las 4 horas pos-inoculacién,
esto a través de la penetracion de estomas matando a las células circundantes. En cultivos
celulares de tabaco, el tratamiento con NEP1 induce la produccién de etileno y especies
reactivas de oxigeno, asi como la alteracién del flujo de canales de H" y K" y de la

activacion de expresion de genes (Bailey, 1995; Bailey et al., 2002).

1.4.3 Enzimas degradadoras de pared celular (CWDEs)

Los hongos fitopatdgenos secretan diversas enzimas que actuan sobre la pared celular de
la planta. Entre estas enzimas se encuentran las pectato liasas, pectin metilesterasas,
poligalacturonasas, ramnogalacturonasas, ramnogalaturano liasas, pectin acetilesterasas,

entre otras (Louise Glass et al., 2013).



Capitulo 1 21

Se tiene evidencia de que el Fusarium oxysporum secreta una serie de enzimas
degradadoras de pared celular que permiten la penetracidon del patégeno en los tejidos de
la planta y facilitan su colonizacién, entre ellas se encuentran poligalacturonasas, pectato
liasas, xilanasas y proteasas (Roncero et al., 2003). Asi mismo, se ha encontrado que la
secrecion de algunas enzimas degradadoras de pared celular por Fusarium oxysporum f.
sp. pisi es un factor importante en el proceso de patogénesis e infeccion en plantas de

arveja (Bani et al., 2018).

Adicionalmente, en Fusarium proliferatum se ha hallado una correlacion positiva entre la
produccion de celulasa con su habilidad para colonizar los tejidos de la planta (Sharafaddin
et al., 2019), de igual modo, en otros estudios se ha encontrado que la inhibiciéon de la

acumulacion de CWDEs disminuye la patogenicidad de F. proliferatum (T. Li et al., 2016).

En estudios previos realizados por el grupo de investigacion de Actividades Metabdlicas
Vegetales de la Universidad Nacional de Colombia, se evidencié que Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi, secreta diferentes enzimas degradadoras de pared celular
(poligalacturonasa, pectato liasa, proteasas y xilanasas) durante su interaccion con clavel.
Los tiempos de induccion de cada una de estas enzimas difiere con respecto a la variedad
de clavel inoculada, encontrandose que en general, los maximos en el nivel de actividad
de estas enzimas suceden a etapas mas tempranas en las variedades de clavel resistentes
a Fod. Asi mismo, se observo que la secrecidén de estas enzimas sucede en el apoplasto
(espacio intercelular), y que la induccion de éstas en la planta sucede durante los primeros
dias de infeccién, pero de manera diferencial: En un primer lugar se secretan las enzimas
pécticas (poligalacturonasa y pectato liasa) y en segundo lugar se secretan las proteasas;
las xilanasas, por su parte, se secretan en etapas mas tardias de la infeccion. En conjunto
estos resultados muestran que la secrecion de enzimas pécticas es necesaria para que
ocurra la infeccion en la planta y la posterior colonizacién del patégeno (Ramirez Vargas,
2014).

1.4.4 Otras proteinas involucradas en la interacciéon Clavel -

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Estudios protedmicos realizados en el fluido apoplastico de raices y tallos de clavel durante

su interaccién con Fusarium oxysporum f. sp. dianthi permitieron identificar algunas
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proteinas que pueden estar asociadas con la virulencia del patégeno, facilitando su
infeccion y colonizacion, postulandolas como posibles factores de virulencia de Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi. Mediante este estudio se evidenciaron 6 proteinas apoplasticas
pertenecientes a Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, las cuales fueron clasificadas como
posibles efectores apoplasticos del hongo, mediante los programas ApoplastP y Effector
2.0; entre estas proteinas se encuentran la Superoxido Dismutasa [Cu-Zn], las
endoglucanasas tipo B vy tipo C putativas, Tripetidil-peptidasa Sed4, o-L-

arabinofuranosidasa B y tripsina (Martinez Gonzalez, 2019).

e Superoéxido dismutasas (SOD)

Las plantas utilizan la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en sus tejidos
como una respuesta de defensa contra la invasion de diversos patégenos. Por lo anterior,
resulta necesario que los patégenos ideen estrategias para contrarrestar el estrés oxidativo
generado por la acumulacién de ROS en el entorno. Una de las estrategias de estos
patégenos es la produccion de enzimas como la superéxido dismutasa (SOD), la cual
cataliza la dismutacion de superoxido en oxigeno y peréxido de hidrogeno, actuando como
antioxidante y disminuyendo el estrés oxidativo generado por las células hospederas.
Estudios realizados en Puccinia striiformis f. sp. tritici muestran que al silenciar el gen
PsSOD2, que codifica para una superoxido dismutasa de cobre (Cu-SOD), reduce la
virulencia del patégeno y restringe el desarrollo de las hifas, ademas de incrementar la
acumulacién de ROS, lo cual evidencia que PsSOD2 puede considerarse como un factor

de virulencia de Puccinia striiformis f. sp. tritici (Zheng et al., 2020).

En Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici se han encontrado siete genes codificantes para
superoéxido dismutasas, de las cuales cuatro son superéxido dismutasas de Cu y Zn (Cu-
Zn SOD) y tres son superoxido dismutasas de hierro y manganeso (Fe-Mn SOD). Asi
mismo, se ha observado que en presencia de dietilditiocarbamato (DETC), quien es un
inhibidor de SOD, se suprime el quimiotropismo hifal de F. oxysporum hacia las
peroxidasas secretadas por la planta (cuya funcion es catalizar la eliminacion de ROS), lo

cual demostré que la generacion de H202 por medio de SOD es necesaria para la deteccion
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quimica de las peroxidasas secretadas por la planta en F. oxysporum (Nordzieke et al.,
2019).

El papel en la virulencia de SOD también se ha estudiado en Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum, donde se encontré que FoSODS5, una superéxido dismutasa extracelular, es
inducida fuertemente por el patégeno durante la infeccion en algodén, lo que sugiere que
esta proteina cumple un papel importante en la eliminacién de ROS durante la infeccion,
adicionalmente la delecion del gen que codifica para esta proteina reduce
significativamente la virulencia del patégeno, demostrando que FoSod5 es un factor de

virulencia importante en Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Q. Wang et al., 2021).

e Sedolisinas

Las proteasas fungicas desempefian papeles importantes en la fisiologia y desarrollo de
los patogenos, siendo importantes para el crecimiento y supervivencia de diversas
especies de hongos fitopatégenos. No obstante, se tiene evidencia de que algunas
proteasas se encuentran implicadas en la infeccién y colonizacion de los tejidos de las
plantas, ya que su secrecion facilita la penetracion de los tejidos, a través de la degradacion
de las barreras fisicas de su hospedero, lo que promueve la diseminacién del patégeno
dentro de la planta hospedera (Yike, 2011). En diferentes modelos planta — patégeno se
ha evidenciado la presencia de proteasas extracelulares secretadas por los hongos, entre
los que se encuentran metaloproteasas, carboxipeptidasas, aminopeptidasas y peptidil
peptidasas (Leitdo, 2020).

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi secreta diversas proteasas durante la infeccion y
colonizacién del clavel. entre los que se encuentra la tripeptidil peptidasa SED4 (Martinez
Gonzalez, 2019). Esta proteina es una proteasa perteneciente a la familia de las
sedolisinas, las cuales actuan a pH acido y cuyo centro activo se encuentra conformado
por Ser — Glu — Asp (SED) (Wlodawer et al., 2003).

Muszewska et. al., encontraron que los hongos relacionados con plantas contienen un gran
numero de proteasas lo cual sugiere que existe una relacién entre el repertorio de
proteasas presentes en el proteoma del hongo y su patogenicidad (Muszewska et al.,
2017). Adicionalmente se ha encontrado que Aspergillus fumigatus secreta cuatro
sedolisinas diferentes: SedA, SedB, SedC Y SedD, de las cuales SedA es una



24 Efecto de la aplicacion de inductores de resistencia en el clavel (Dianthus
caryophyllus L) sobre la expresion in vivo de genes codificantes para candidatos a

factores de virulencia del patégeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

endopeptidasa, y las tres restantes son exopeptidasas, Aspergillus fumigatus expresa
estas enzimas a pHs acidos con el fin de generar nuevas fuentes de nitrégeno asimilable

en materia organica (Reichard et al., 2006).

1.5 Induccidn de resistencia en plantas mediante la
accidén de compuestos quimicos

La resistencia inducida en plantas puede ser desencadenada por el tratamiento de las
mismas con diferentes agentes como bacterias, virus, hongos, insectos e incluso
compuestos quimicos. La resistencia sistémica adquirida, por su parte, puede inducirse
por la accion de microorganismos patdogenos (ya sean virulentos o avirulentos) y no

patégenos, ademas de algunos compuestos quimicos (Spoel & Dong, 2012).

En algoddn, se encontré que la aplicacién de benzotiadiazol, junto con las cepas de
Bacillus subtilis IAGS-174 y Bacillus megaterium ZMR-4, reduce hasta en un 78.92% el
indice de la enfermedad de la pudriciéon de la raiz causada por Macrophomina phaseolina;
asi mismo, se observo un aumento de hasta el 67.15% en los compuestos fendlicos totales,
las peroxidasas aumentaron hasta en un 56.70%, mientras que las polifenoloxidasas
aumentaron un 71.59% vy la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa alcanzé un
aumento maximo del 65.15%. Todos estos resultados en conjunto demuestran que el
tratamiento con las cepas bacterianas y benzotiadiazol activa la resistencia sistémica

inducida en las plantas de algodon tratadas (Adrees et al., 2019).

De igual manera, se tiene evidencia de que el tratamiento con acido salicilico y acido
indolacético favorece la acumulacion de prolina y proteinas solubles en plantas de tomates
infectadas con Orobanche ramosa hasta en un 92 y 60%, respectivamente.
Adicionalmente, se observé que la aplicacién de acido salicilico produjo un aumento en el
contenido de compuestos fendlicos en un 42% y de flavonoides en un 75% en las plantas
inoculadas con el patégeno en comparacion con las plantas infectadas no tratadas, asi
como mayores niveles de actividad de algunas enzimas relacionadas con mecanismos de
defensa como fenilalanina amonio liasa, peroxidasa y polifenol oxidasa (Al-Wakeel,
Shahnaz A. M., Moubasher Hani, Mahmoud M. Gabr, 2013).
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La eficacia del acido salicilico como inductor de resistencia se ha probado también sobre
el patosistema tomate — Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, en este estudio se evalud
el efecto de la aplicacion de SA sobre el contenido de compuestos fendlicos y los niveles
de actividad de polifenol oxidasa y peroxidasa, encontrandose un aumento significativo en
el contenido de fendlicos y en los niveles de actividad de las enzimas evaluadas en las
plantas tratadas con SA, lo que indica que el tratamiento con acido salicilico favorece
significativamente la resistencia de las plantas de tomate contra Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Ojha & Chatterjee, 2012).

Adicionalmente, algunos derivados de salicilato como el acido 3,5-diclorosalicilico, el acido
4-clorosalicilico y el acido 5-clorosalicilico, pueden actuar como inductores de la expresion
de la proteina relacionada con patogénesis PR-1 en plantas de tabaco, aumentando asi la

resistencia al virus del mosaico del tabaco (F. Paul Silverman et al., 2005).

El fosfito de sodio también puede actuar como un inductor de resistencia, Eshraghi y
colaboradores (2011), demostraron que al tratar plantas de Arabidopsis thaliana con
fosfito, se aumentaba la transcripcién de genes relacionados con las vias de sefializacion
del acido salicilico y del acido jasmonico y etileno, como PR1, PR5, THI2.1 y PDF1.
Adicionalmente, al inocular estas plantas con una cepa de Pseudomonas cinnamomi, se
obtuvo una mayor produccion de perdxido de hidrogeno y de deposicién de calosa en
comparacion con las plantas no tratadas con fosfito; lo que indica que la aplicacion de este
compuesto induce un incremento significativo en las respuestas de defensa de Arabidopsis

thaliana durante su infeccidon por Pseudomonas cinnamomi (Eshraghi et al., 2011).

Se han realizado estudios de screening para elucidar compuestos quimicos presentes en
algunas plantas con potencial induccién de resistencia en plantas, uno de estos
compuestos es el acido 3a-angeloiloxi-9B-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oico (AHK), el cual es
un diterpenoide proveniente de Wedelia trilobata, que posee la capacidad de inducir
resistencia sistémica en plantas de tomate contra el virus del bronceado del tomate
(TSWV), esto a través de la inhibicién de la expresion de algunos genes relacionados
con virulencia en el TSWV (Gn, N, NSs, NSm y RdRp) y del aumento significativo de las
concentraciones de acido jasmonico, acido salicilico, acido abscisico y del complejo
acido jasmonico — isoleucina, asi como del gen NtCOI1, el cual es un gen importante

para la via de sefalizacion mediada por acido jasmonico, indicando que el uso de este
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inductor puede activar esta via de sefalizacion induciendo asi resistencia sistémica a la

infeccion causada por TSWV en plantas de tomate (Zhao et al., 2019).

Existe evidencia de que algunas vitaminas como la vitamina C (acido ascérbico), algunos
derivados de la vitamina K3 (menadiona) y la vitamina B1 (tiamina) pueden actuar también
como inductores de resistencia en plantas. Particularmente, se ha observado que el
bisulfito sddico de menadiona aumenta las respuestas de defensa del tomate contra el
molusco Theba grasseti (Helicidae) mediante la mayor produccién de inhibidores de
proteinasa y la reduccion de la expresién de genes volatiles de terpeno, lo que hace a la
planta menos atractiva para el ataque del molusco (Carrillo-Perdomo et al., 2016). Por otra
parte, el uso de este derivado de menadiona en plantas de banano induce resistencia
contra la enfermedad de Panama, causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, ya que se tiene evidencia de que la aplicacién de bisulfito sédico de menadiona
en concentracion de 30 pg/mL reduce el indice de la enfermedad de 3.7 a 0.9 y el
porcentaje de plantas con sintomas de la enfermedad de un 50% a un 20%, adicionalmente
induce resistencia contra la enfermedad hasta en un 76%. Todos estos resultados
permitieron concluir que el bisulfito sédico de menadiona es un inductor de resistencia

efectivo contra la enfermedad de Panama en cultivos de banano (Borges et al., 2004).

Hoda y colaboradores (2016) observaron que el acido ascorbico y la tiamina inducen
resistencia contra la pudricion de raices y el marchitamiento causado por Fusarium
verticillioides, el tratamiento con estas vitaminas indujo una reduccion del crecimiento
micelial del patégeno de hasta el 39% para el acido ascorbico y del 36% para la tiamina,
asi como una reduccioén de la germinacion de esporas. La incidencia de la enfermedad se
redujo significativamente de 38.03% a 4.76% en el caso de la tiamina y a 19.06% en el
caso del acido ascérbico, demostrando asi que la aplicacion de vitamina B1 es mas
efectiva que la aplicacion de vitamina C; de igual modo, se observé una reduccién
significativa del contenido de prolina y un aumento en el contenido de azucares solubles y
aminoacidos libres en las plantas tratadas, lo que indica la reduccién de la enfermedad
(Ahmed et al., 2016).

Muthukrishnan y colaboradores (2019) evaluaron el efecto del tratamiento foliar con

tiamina encapsulada en nanoparticulas de quitosano en plantas de garbanzo. En este
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estudio se observo que la aplicacion de las nanoparticulas aumenta significativamente el
porcentaje de germinacion de las semillas de garbanzo de un 75% a un 90%,
adicionalmente, se produjo un aumento significativo en el contenido de acido indolacético,
en el crecimiento de la planta y en los niveles de actividad de algunas enzimas
relacionadas con defensa: polifenol oxidasa, peroxidasa, B-1,3-glucanasa, quitinasa,
quitosanasa y proteasa. No obstante, también se evidencid6 que el uso de las
nanoparticulas detenia eficazmente la muerte celular debida a la inoculacion de las plantas
con Fusarium oxysporum f. sp. ciceri puesto que no hubo una progresion significativa de
la muerte celular por efecto de la infeccién en las plantas tratadas, ademas, no hubo
presencia de otros sintomas de la enfermedad como pardeamiento o clorosis,
demostrando asi que el tratamiento con tiamina nanoencapsulada en quitosano puede
funcionar eficazmente como inductor de defensa en las plantas de garbanzo
(Muthukrishnan et al., 2019).

El efecto de la tiamina se ha evaluado también sobre plantas arroz (Oryza sativa cv.
Nipponbare) infectadas con el nematodo Meloidogyne graminicola, alli, se observé que el
tratamiento con esta vitamina induce la produccion de H2O: durante la infeccion hasta en
un 23.5% en tiempos tempranos de la infeccion como 24 hpi, asi como la acumulacién y
deposicion de lignina en las raices de la planta, ademas de reducir significativamente el
crecimiento del patdégeno en la planta, a pesar de que no posee ningun efecto téxico directo

sobre M. graminicola (Huang et al., 2016).

Por otra parte, se ha encontrado que el acido p-aminobenzoico reduce la severidad de la
enfermedad causada por Pseudomonas syringae pv. tomato en plantas de Solanum
lycopersicum de 5.17 lesiones/cm? a 2.39 lesiones/cm? y aumenta la expresion del gen
PR1a asociado con la resistencia dependiente de acido salicilico, lo cual demuestra que el
tratamiento con acido p-aminobenzoico induce resistencia a P. syringae pv. tomato en
plantas de Solanum lycopersicum y que la induccion de esta resistencia es dependiente

de la respuesta de acido salicilico (Goodwin et al., 2018).






2. MATERIALES Y METODOS

Las actividades realizadas en esta investigacion se dividieron en dos etapas generales: la
primera etapa consistid en determinar el efecto in vitro de la presencia de tiamina sobre el
crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, asi como en la expresion de algunos
genes codificantes para proteinas candidatas a factores de virulencia del patégeno y la
segunda, en determinar los patrones de transcripcién de los genes anteriormente
evaluados en condiciones in planta, directamente en plantas previamente tratadas con
tiamina. A continuacién, se presenta un diagrama de resumen general, que describe

ambas etapas:

Efecto de la aplicacion de inductores de resistencia en el clavel (Dianthus caryophyllus L)
sobre la expresidn in vivo de genes codificantes para candidatos a factores de virulencia
del patégeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Etapa Il: Condiciones in

Etapa I: Condiciones in vitro
planta

Cultivo del hongo en medios sélido

(PDA) y liquido (Czapek dox broth) Ensayo in vivo de inoculacién con Fod
sup»IIergentados cF;n tiamina en esquejes de clavel previamente

L asperjados foliarmente con tiamina.

Determinacion del crecimiento del ’
hongo (radio y masa seca) en cada uno Extraccion de RNA y sintesis de cDNA de

de los medios. Fod.
\
Evaluacién de los niveles Evaluacién de los niveles transcripcionales
transcripcionales de los genes de los factores de virulencia de Fod por

de interés por RT-qPCR RT-qPCR.
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2.1 Determinacion del efecto de la presencia de tiamina
sobre el crecimiento y la expresion de algunos genes
codificantes a factores de virulencia de Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi en condiciones in vitro

2.1.1 Lugar de trabajo

La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de Protedmica Vegetal del grupo de
investigacion Estudio de Actividades Metabdlicas Vegetales del Departamento de Quimica

de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.

2.1.2 Patégeno: Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

El hongo Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2 que se utilizé en el estudio, fue obtenido
a partir de aislamientos del patégeno provenientes de plantas de clavel con sintomas de
marchitamiento vascular. Los aislamientos fueron conservados en placas de Agar de papa
y dextrosa (PDA) a temperatura ambiente (18 — 20 °C), durante siete dias. Esta cepa
previamente se caracteriz6 molecularmente a nivel de especie y género mediante
amplificacién por PCR de los genes housekeeping tub (B-tubulina) e ITS (Abd-Elsalam et
al., 2003). Asi mismo, la cepa se caracteriz6 a nivel de raza (r2.1) utilizando los primers

reportados por (Chiocchetti et al., 1999).

2.1.3 Evaluacion del efecto de la tiamina en el crecimiento del

hongo in vitro

La evaluacion del efecto de la tiamina en el crecimiento del patégeno, se realizé mediante
la determinacion del radio del micelio del hongo cultivado en medio solido PDA (Papa,
Dextrosa y Agar) con diferentes concentraciones de tiamina (0.8, 2 y 3 mM) y por

determinacion de la masa seca del hongo cultivado en medio liquido, el cual se componia
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de una infusidon de hojas de clavel al 1.0% realizada en medio Czapek Dox Broth
suplementado con tiamina 0.8, 2 y 3 mM. La adicién de hojas de clavel en infusion, buscaba
brindarle al patégeno un medio propicio para su crecimiento. Estudios realizados en
nuestro grupo de investigacién, han evidenciado la importancia que tiene la

suplementacion con hojas de clavel en su crecimiento (Castiblanco Quiroga, 2017).

Para los ensayos en medio sélido, se sembré 1 mm? de Fod en agar de papa y dextrosa
(PDA) con tiamina a 0.8, 2.0 y 3.0 mM. El hongo fue incubado durante 72, 144 y 168 horas
a temperatura ambiente. En cada uno de los tiempos evaluados se midié el radio de
crecimiento por triplicado. Se tenian tres replicas biologicas por cada tiempo. El porcentaje

de inhibicion de crecimiento micelial se hallé6 mediante la férmula:

Inhibicion de crecimiento micelial (%) = (1 — radio de micelio en los medios tratados con

tiamina / radio del micelio en los medios control) x 100

Para los ensayos en medio de cultivo liquido se tenian cinco tratamientos diferentes:
czapek dox broth (Cz), infusion de hojas de clavel al 1.0% (p/v) en medio Czapek Dox
Broth (Cz+H), infusién de hojas de clavel al 1.0% (p/v) en medio Czapek Dox Broth y
tiamina 0.8 mM (Cz+H+Ta), infusion de hojas de clavel al 1.0% (p/v) en medio Czapek Dox
Broth y tiamina 2 mM (Cz+H+Tb) o infusion de hojas de clavel al 1.0% (p/v) en medio
Czapek Dox Broth y tiamina 3 mM (Cz+H+Tc) (Tabla 2.1). La preparacion de cada uno los
medios se realizd disolviendo 35 g de Czapek Dox Broth y 1.0 g de hojas de clavel
previamente liofilizadas y maceradas en 1 L de agua destilada; el medio se calent6 a 80°
C durante 30 minutos con el fin de realizar una infusién, posteriormente se afiadid
clorhidrato de tiamina segun el tratamiento y finalmente fueron filtrados sobre gasa y

esterilizados.

Tratamiento (Medio Infusién de hojas de Concentracion de tiamina
Czapek dox Broth) clavel al 1% (mM)
Cz No 0
Cz+H Si 0
Cz+H+Ta Si 0.8
Cz+H+Tb Si 2
Cz+H+Tc Si 3

Tabla 2.1. Tratamientos evaluados durante el ensayo in vitro.
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Para el cultivo de Fod se utilizé micelio del hongo cultivado durante 7 dias a temperatura
ambiente en PDA; se sembrd 1 cm? del mismo en 50 mL de cada uno de los medios (Cz,
Cz+H, Cz+H+Ta,b,c). En todos los casos, el hongo se incub6 a temperatura ambiente con
agitacion reciprocante a 100 rpm durante 0, 24, 48, 120 y 168 horas, adicionalmente se
preparé un control sin hongo para cada medio. Cumplido este periodo de tiempo, el medio
se centrifugd y el micelio se recogid y congeld a -80°C, finalmente se liofilizé y se peso en
una balanza analitica (Gomez Garcia & Martinez, 2005; Ramirez Vargas, 2014). Para cada
uno de los tiempos se realizaron tres réplicas biolégicas por cada tratamiento. El porcentaje

de inhibicion de crecimiento micelial se mididé usando la férmula:

Inhibicion del crecimiento micelial (%) = (1 — masa de micelio en los medios tratados con

tiamina / masa de micelio en los medios control) x 100

2.1.4 Diseino de primers

Las secuencias de las proteinas de interés se obtuvieron a partir de la base de datos
GenBank y UniProt. Para el caso de las proteinas SIX se realizaron alineamientos de las
secuencias reportadas de diferentes formas especiales de Fusarium oxysporum, con el fin
de hallar regiones conservadas. Asi mismo, teniendo en cuenta que las proteinas
superoéxido dismutasa (Cu-Zn SOD1) y tripeptidil peptidasa (SED4) habian sido reportadas
en estudios anteriores (Martinez Gonzalez, 2019), se realiz6 en primer lugar, un
alineamiento de estas secuencias proteicas contra las presentes en el genoma de
referencia de Fusarium oxysporum con ayuda de la herramienta blastp, seguido de
alineamientos multiples de las secuencias de las proteinas previamente reportadas y las
secuencias de las proteinas encontradas en la primera etapa, utilizando los programas

Clustal w (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y MultAlin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Para el disefio de cebadores de los genes que

codificaban para estas proteinas se utilizaron las herramientas primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) y Primer-BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), teniendo en cuenta los siguientes

criterios: tamafio de los primers no mayor a 25 nt, contenido de GC de 40 a 60%,

especificidad y complementariedad de los primers, temperatura de fusion cercana o igual
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y en el rango de 55 a 65 °C. En la tabla 2.2, se encuentran las secuencias de los cebadores

disefiados que se utilizaron para la amplificacion de los genes de estudio.

Pareja de | Secuencia 5’-3’ Directo/Reverso Tamafo | Temperatura
cebadores esperado | de  fusion
(pb) (°C)
its CAACTCCCAAACCCCTGTGA/GCGACGATTACCAGTAACGA 398 59.50
tub GGCCAAGGAAGACTCACCTC/ATAACAAGGCGACCGAGTGC 236 60.39
r2.1 CTTGTTTCTCGATTTCTGTCTCACG/GGCGATCTTGATTGTATTGTGGTG | 564 59.00
sod1-1 CTCCTCGTTATCACCCTTGC/ TAAGGGCTCTGTCACCGACT 330 59.78
sod1-2 TGTCGTCCGTGGTGACTCTA/ICCGAAGGTGTGGATGTGGAA 138 60.19
sed4-1 TCTTTACAGCCTTGGCCCTG/TGTCGATATCAGGCTGTCGC 159 59.97
sed4-2 GCGGTGGACAACTACCTCAA/TTGCCAGTCAAGACGACCTC 143 59.97
six7-1 GCGCGCATACTACAGTACCA/CATTAAGCGGTTGGCGTATT 316 59.95
Six7-2 GGGTCACTGGTGGTGGTTTA/ATTAAGCGGTTGGCGTATTG 163 60.33
six9-1 CGAGGCCCAGACTACTCAAG/CTGTATGCCCAAGGGTATGG 345 60.11
six10-1 TGTATCCACTGGCACCAAAG/GTCGATGCGGAGTACTGGTT 246 59.86
six10-2 CGGCTACAACCAGTACTCCG/CAGAACAAACGTCGGTGGGA 152 60.35
six12-1 GCATGCTGCTCCAAGTACAA/GCATTGACCTCCACACACAC 384 60.02

Tabla 2.2. Pares de cebadores utilizados para la amplificacion de los genes de interés.

2.1.5 Extraccion de DNA de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

La extraccion de DNA del hongo se realizd segun el método de Chiocchetti et. al. (1999)
(Chiocchetti et al., 1999), a partir de micelio previamente liofilizado y macerado con
nitrégeno liquido. La mezcla conformada por 50 mg de micelio en 1 mL de EDTA 50 mM,
SDS pH 8.5 al 0.2 % y 100 pg de proteinasa K, se incubé a 37°C durante una hora, para
posteriormente incubarla a 70 °C durante 15 minutos con el fin de inactivar la enzima.
Luego, se adicionaron 100 yL de acetato de potasio 5.0 M y la mezcla se dejé en reposo
por 30 minutos a 4 °C, después se centrifugé a 13000xg durante 15 minutos. Se afadio 1
volumen de una mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y 1 volumen de
isopropanol, con el fin de precipitar el DNA, por ultimo, se realizaron lavados de etanol y el
DNA aislado se resuspendié en agua DEPC. La integridad del DNA se verific6 mediante

electroforesis en gel de agarosa al 3%.

La caracterizacion molecular de los aislamientos del hongo se realiz6 mediante
amplificacién por PCR de los genes housekeeping tub (B-tubulina) e ITS (Abd-Elsalam et
al., 2003). La raza (r2.1) del aislamiento se verifico utilizando los primers reportados por
(Chiocchetti et al., 1999).
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2.1.6 Extraccion de RNA de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Para la obtencion del micelio sobre el cual se realizo la extraccion del RNA de Fod, se
sembré 1 cm? del hongo en 50 mL de medio czapek dox broth o medio de infusion de hojas
de clavel al 1.0% (p/v) en Czapek Dox Broth. Para la evaluacion del efecto de la tiamina
en los niveles de expresidon de los genes de interés en condiciones in vitro, se sembro 1
cm? del hongo en 50 mL de medio de infusion de hojas de clavel al 1.0% (p/v) en Czapek
Dox Broth suplementado tiamina 0.8 mM. En todos los casos, el hongo se incubo a
temperatura ambiente con agitacién reciprocante a 100 rpm durante 0, 24, 48, 120 y 168
horas, adicionalmente se preparé un control sin hongo. Cumplido este periodo de tiempo,
el medio se centrifugd y el pellet se recogié y congeld a -80°C, finalmente se liofilizé con el

fin de recolectar el micelio (Gémez Garcia & Martinez, 2005; Ramirez Vargas, 2014).

La extraccion de RNA del hongo se realizé utilizando el reactivo TRI Reagent® (Sigma-
Aldrich) segun las recomendaciones del fabricante. Se tomaron de 0.2 a 0.4 g del micelio
liofilizado y macerado con nitrégeno liquido, se afadié 1 mL del reactivo TRI Reagent®
(Sigma-Aldrich), se agitdé en vortex durante 15 segundos y se incubd a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Después se anadieron 200 yL de cloroformo, se agité
durante 15 segundos y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos. La
muestra se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se transfirid
a un tubo y se precipitdé el RNA con la adicion de 500 uL de isopropanol a -20°C durante
10 minutos, la mezcla se centrifugd nuevamente a 13000xg a 4 °C durante 15 minutos, el
pellet se lavé dos veces con 1 mL de etanol frio al 75% y se sec6 a temperatura ambiente.
El RNA obtenido se resuspendio en 50 pyL de agua DEPC y se calenté a 65°C durante 10
minutos. La concentracion y pureza del RNA extraido se calculé midiendo la absorbancia
a 260y 280 nm.

2.1.7 Eliminacion del DNA presente en los extractos de RNA

Con el fin de eliminar el DNA contaminante presente en los extractos de RNA se ultilizo la
enzima Deoxyribonuclease I, Amplification Grade® de Invitrogen. En un tubo, se mezclaron

1 ug de la muestra de RNA, 1 L del buffer de reaccion DNase | 10Xy 1 uL de la enzima
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DNase |, Amp Grade 1U/mL y se completd a 10 uL con agua DEPC. La mezcla se incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente, luego se le afiadié 1 pL de una solucion EDTA

25 mM y se calent6 durante 10 minutos a 65°C, con el fin de inactivar la enzima.

2.1.8 Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se realizé empleando la enzima M-MLV Reverse Transcriptase® de
Invitrogen, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. En un tubo estéril se
mezclaron: 1 yL de Oligo (dT) (500 pug/mL), de 1 a 5 pg del RNA, 1 yL de la mezcla de
dNTPs 10 mM (correspondiente a 10 mM de dATP, 10 mM de dGTP, 10 mM de dCTP y
10 mM dTTP) y se completé a 12 pL con agua destilada estéril. La mezcla se calentd a 65
°C por 5 minutos, e inmediatamente se enfrié a 4 °C. Posteriormente se adicionaron 4 uL
del buffer de reaccion 5X (250mM Tris-HCI pH 8.30, 375 mM KCI, 15mM MgCl,), 2 uL de
DTT 0.1 My 1 uyL de RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 U/uL). El
contenido se mezclé y se incubod a 37°C durante 2 minutos; se afadié 1 uL de la enzima
M-MLV RT (200 U), se mezclé y se incub6 a 37 °C durante 50 minutos. Finalmente, la
mezcla se calenté a 70 °C durante 15 minutos para inactivar la enzima, el cDNA obtenido

se cuantifico por fluorescencia (Qubit® Invitrogen) y se almacené a -20 °C.

2.1.9 Amplificacion de los fragmentos de interés por PCR

La amplificacion de los genes se realizé utilizando la enzima Taq polimerasa de Invitrogen®
siguiendo las recomendaciones del fabricante; afiadiendo 50 ng de DNA y obteniéndose
una concentracion final de 0.5 yM para cada primer, el volumen total de reaccion fue de
20 pL. Las condiciones de reaccion para la amplificacion de los genes fueron: 1 ciclo de 3
min a 94 °C; 35 ciclos de 1 mina 94 °C, 1 min a 55 °C y 1 min a 72 °C; seguido de un ciclo

a 72 °C durante 10 minutos y, por ultimo, enfriamiento a 4°C.

Los productos obtenidos a partir de la amplificacién fueron sometidos a electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 3% en buffer TAE 1X, la tincion se realizd con el reactivo
SYBR® Safe de Invitrogen y se utilizé el marcador de peso molecular Hyperladder™ ||
2000 — 50 pb.
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2.1.10 Determinacidén de los niveles transcripcionales de los
genes de interés de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi por

qPCR

Para la determinacion de los niveles transcripcionales de los genes de interés en los
cultivos in vitro de Fod se realizé en primer lugar el cultivo del hongo como se describié en
la seccion 2.1.2., en los tiempos y tratamientos sefialados. Posteriormente se realizo la
extraccion de RNA y la sintesis de cDNA a partir del micelio del hongo como se describio
en las secciones 2.1.6 y 2.1.8, respectivamente. Por ultimo, se realizé una qPCR utilizando
el cDNA previamente sintetizado, utilizando el equipo C1000Thermalcycle acoplado a un
CFX96 Biorad y Master Mix para qPCR SYBR Green Biorad®, siguiendo las
recomendaciones del fabricante y utilizando una concentracion de primers final de 0.5 uM.
Las condiciones de reaccién fueron: un ciclo de 95°C por 3 minutos; 35 ciclos de 95°C
durante 10 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos y un ciclo
de 65 °C durante 5 segundos. Con el fin de confirmar que solo se formd un producto de
PCR se realiz6 una curva de fusion desde 65 °C hasta 95 °C. Las muestras se analizaron
por duplicado. Los niveles de expresion de los genes se cuantificaron de manera relativa,

utilizando el gen tub como gen de referencia (Taylor et al., 2016).

2.2 Determinacién del efecto de la presencia de tiamina
sobre la expresion de algunos genes codificantes a
factores de virulencia de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi en condiciones in planta

2.2.1 Material vegetal

Se utilizaron plantas de clavel de las variedades Mizuki (S) y Golem (R), susceptible y
resistente respectivamente al marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi (Fod). Las plantas fueron suministradas por la empresa Florval S.A.S sede

QFC, ubicada en Gachancipa.
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2.2.2 Preparacion del inéculo

La suspension de conidias del patdégeno que se utilizé para la inoculacién del material
vegetal, se prepar6 a partir de aislamientos del hongo provenientes de plantas de clavel
con sintomas de marchitamiento vascular, crecidos en medio PDA sélido a temperatura
ambiente durante 7 dias. Para la propagacion, se transfirié el micelio del hongo a un medio
liqguido de Czapek-Dox-Broth y se incubd con agitacién reciprocante a 25 °C durante 7
dias. Posteriormente, el inéculo se filtr6 en condiciones asépticas y las conidias aisladas

se llevaron a una concentracion de 1x10° conidias/mL (Ramirez Vargas, 2014).

2.2.3 Ensayo in vivo para determinar los patrones de transcripcion
de genes codificantes para factores de virulencia durante la

interaccion clavel - Fod

Se utilizaron plantas de clavel de las variedades anteriormente mencionadas Mizuki (S) y
Golem (R). Se realizaron cuatro tratamientos en total para cada variedad: i) un control sin
inocular, ii) un control inoculado con el patégeno, iii) un tratamiento con plantas elicitadas
no inoculadas y iv) un tratamiento con plantas elicitadas inoculadas (Tabla 2.3). Se
sembraron 600 esquejes en total bajo las mismas condiciones de humedad y temperatura,
en recipientes que contenian como sustrato una mezcla 3:1 de suelo y vermiculita
previamente esterilizados en autoclave, asi mismo las plantas se regaron una vez cada
dos dias por el tiempo que duro el ensayo (2 meses). Los esquejes se sembraron y fueron
asperjados con tiamina 1 mM (para los tratamientos elicitados) o agua (para los
tratamientos control) a las 48, 96 y 168 horas después de su siembra. Transcurrido este
tiempo, a cada recipiente se le afiadieron 100 mL de solucién nutritiva 1X y para los
recipientes con esquejes infectados la solucion nutritiva se mezclé con el inéculo del
patégeno en una concentracion de 1x10° conidias/mL. Adicionalmente, se inocularon por
inmersién de sus raices durante 30 segundos en una suspension de concentracion de
1x10° conidias/mL para posteriormente sembrarlas nuevamente, mientras que las raices
de los tratamientos control se sumergieron en agua estéril para sembrarlos en el sustrato

sin patégeno. El muestreo se realizé a las 0, 12, 24, 48 y 96 horas; para cada uno de estos
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tiempos se tomaron al azar, 3 réplicas bioldgicas (3 esquejes por réplica bioldgica) de cada

uno de los tratamientos, las raices se lavaron y se almacenaron a -80 °C.

Adicionalmente, se evalud la severidad de la enfermedad en las plantas susceptible con el

fin de comprobar el efecto de la aspersion foliar de tiamina sobre las plantas de clavel de

la variedad susceptible. Este ensayo se realiz6 con las plantas no muestreadas durante el

ensayo a partir de las 5 semanas pos-inoculacion y hasta las 8 semanas pos-inoculacion.

Tratamiento Variedad Inductor (Tiamina) Inoculacion
1 Resistente No No
2 Resistente No Si
3 Resistente Si No
4 Resistente Si Si
5 Susceptible No No
6 Susceptible No Si
7 Susceptible Si No
8 Susceptible Si Si

Tabla 2.3. Tratamientos evaluados durante el ensayo in vivo.

La severidad de la enfermedad se estim6 para cada una de las plantas en cada uno de los

tratamientos, en una escala de 0 a 5 donde:

0 = Planta sana

1 = Ligero doblamiento del tercio superior de la planta

2 = Marchitamiento de las hojas inferiores (1/3 de la planta)

3 = Marchitamiento de las hojas inferiores y medias (2/3 de la planta)

4 = Marchitamiento completo de la planta

5 = Muerte de la planta

Usando la siguiente ecuacion:

Is = Plantas0 * 0 + #Plantas1 * 1 + #Plantas2 = 2 + #Plantas3 * 3 + #Plantas4 » 4 + #Plantas5 * 5

#Total de plantas * 5
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Se calculo el area bajo de la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC) en funcion de

la anterior escala de severidad, de acuerdo con la ecuacion:

n-1,S 4
AUDPC = Z ( ‘“) (tizq — )

Donde “t” es el tiempo de cada una de las lecturas medido en semanas, “S” es la severidad

estimada y “n” el numero de lecturas realizadas (Paraschivu & Cotuna, 2013).

2.2.4 Extraccidon de RNA de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en

condiciones in planta

La extraccion del RNA total de las raices de las plantas de clavel se realiz6 utilizando el
reactivo TRIzol® (Invitrogen). Las raices se lavaron y maceraron con nitrégeno liquido y a
0.4 g del material vegetal se le afadié 1 mL de TRIzol®, la mezcla se agité durante 15
segundos con vortex y se centrifugd a 12000xg durante 10 minutos a 6 °C, el sobrenadante
se ftransfiri6 a otro tubo y se dejo a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Posteriormente se adicionaron 200 pL de cloroformo y se agité en vortex, la mezcla se dejo
en reposo durante 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 12000xg durante
15 minutos a 6 °C, se retiro la fase acuosa y se transfirié a un nuevo tubo, donde se mezclé
con 500 uL de isopropanol, se incub6 durante 10 minutos a -20 °C y se centrifugd a
12000xg por 10 minutos a 4 °C. Al pellet se le agrego 500 uL de etanol al 75%, se mezcld
en vortex y se centrifugd a 7500xg durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante se descartd
y el pellet se dej6 secar para posteriormente disolverlo en 50 puL de agua DEPC e incubarlo
a 55 °C durante 10 minutos. Por ultimo, se ley6 la absorbancia a 260 y 280 nm con el fin

de verificar la pureza y realizar la cuantificacion del RNA obtenido.

2.2.5 Eliminacion del DNA presenta en el extracto de RNA

Con el fin de eliminar el DNA contaminante presente en los extractos de RNA se utilizo la
enzima Deoxyribonuclease I, Amplification Grade® de Invitrogen. En un tubo, se mezclaron
1 ug de la muestra de RNA, 1 L del buffer de reaccion DNase | 10Xy 1 uL de la enzima
DNase |, Amp Grade 1U/mL y se completd a 10 uL con agua DEPC. La mezcla se incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente, luego se le afiadié 1 yL de una solucion EDTA

25 mM y se calent6 durante 10 minutos a 65°C, con el fin de inactivar la enzima.
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2.2.6 Sintesis de cDNA empleando primers especificos para

sod1, sed4, six7y six10

La sintesis de cDNA del ensayo in vitro se realiz6 empleando la enzima M-MLV Reverse
Transcriptase® de Invitrogen, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, pero
con algunos ajustes que se presentan a continuacion. En un tubo estéril se mezclaron: 1
ML de cada uno de los primers antisentido correspondiente a cada uno de los genes de
interés (sod71-2R, sed4-1R, six7-1R y six10-1R), de 1 a 5 ug del RNA, 1 pL de la mezcla
de dNTPs 10 mM (correspondiente a 10 mM de dATP, 10 mM de dGTP, 10 mM de dCTP
y 10 mM dTTP) y se completé a 12 pL con agua destilada estéril. La mezcla se calent6 a
65 °C por 5 minutos, e inmediatamente se enfrié a 4 °C. Posteriormente se adicionaron 4
WL del buffer de reacciéon 5X (250mM Tris-HCI pH 8.30, 375 mM KCI, 15mM MgCly), 2 pL
de DTT 0.1 My 1 pL de RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 U/uL). El
contenido se mezclé y se incubod a 37°C durante 2 minutos; se afadié 1 uL de la enzima
M-MLV RT (200 U), se mezclé y se incub6 a 37 °C durante 50 minutos. Finalmente, la
mezcla se calenté a 70 °C durante 15 minutos para inactivar la enzima, el cDNA obtenido

se cuantifico por fluorescencia (Qubit® Invitrogen) y se almacené a -20 °C.

2.2.7 Determinacion de los patrones de transcripcion de los

genes de interés de Fod en condiciones in planta

Para verificar la expresion in planta de los genes de interés, para las plantas de los
diferentes tratamientos descritos en la seccion 2.2.3., se extrajo el RNA de las raices
utilizando el reactivo TRIzol® como se describe en la seccion 2.2.4. Se realizd una RT-
PCR en tiempo real utilizando el equipo C1000Thermalcycle acoplado a un CFX96 Biorad
y Master Mix para qPCR SYBR Green Biorad®, siguiendo las recomendaciones del
fabricante y utilizando una concentracion de primers final de 0.5 pyM. Las condiciones de

reaccion fueron: un ciclo de 95°C por 3 minutos; 35 ciclos de 95°C durante 10 segundos,
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55 °C (para sod1y sed4) o 57°C (para six7 y six10) durante 30 segundos y 72°C durante
30 segundos y un ciclo de 65 °C durante 5 segundos. Con el fin de confirmar que solo se
formd un producto de PCR se realiz6 una curva de fusién desde 65 °C hasta 95 °C. Las
muestras se analizaron por duplicado. Los niveles de expresion de los genes se
cuantificaron de manera relativa, utilizando el gen tub como gen de referencia (Jenkins et
al., 2021; Taylor et al., 2016).

2.3 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé para todas las variables estudiadas en los tratamientos
evaluados por ftriplicado. Se realizaron analisis de varianza y de minima diferencia
significativa o LSD (Least significant difference) con el 95% de confianza mediante un
analisis ANOVA utilizando el software StatGraphics Centurion XVI. Il. En la mayor parte de
los casos se realizaron comparaciones entre tratamientos para cada uno de los tiempos
de manera independiente de acuerdo a estudios previos realizados en nuestro grupo de

investigacion (Monroy Mena, 2020; Monroy-Mena et al., 2019).






3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente investigacion se aporta al estudio del efecto que posee la tiamina en el
hongo Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Es por ello que se realizaron diversos
experimentos que permitieron determinar el efecto de esta sustancia sobre el crecimiento
del hongo, asi como sobre la secrecion, a nivel molecular, de potenciales factores de

virulencia de este patégeno.

Vale la pena mencionar que la tiamina es una vitamina hidrosoluble perteneciente al
complejo B, conocida como vitamina B+, esta vitamina es sintetizada por plantas, bacterias,
hongos y algunos protozoos. En las células participa como coenzima en diversos procesos
metabdlicos como la glicolisis, la via de las pentosa — fosfato y la biosintesis de acidos
nucleicos y aminoéacidos (Du et al., 2011). Especificamente en plantas, la tiamina puede
cumplir diversas funciones relacionadas con estrés biético y abiético, en Arabidopsis se ha
encontrado que al someter a las plantas a diversos estrés osmético o estrés oxidativo, se
regulan positivamente los genes THIC y THI1, lo cual desencadena un aumento en la
biosintesis de difosfato de tiamina (Rapala-Kozik et al., 2012); asi mismo, se ha
evidenciado que la aplicacién de algunos derivados de tiamina en plantas aumenta su
resistencia ante patégenos, en Arabidopsis se ha observado que el tratamiento con tiamina
aumenta la acumulacion de genes relacionados con patogénesis (PR), ademas de inducir
la sintesis de acido salicilico y activar asi la resistencia sistémica adquirida (SAR)
(Westman et al., 2019).

Por otro lado, en algunos hongos fitopatégenos se ha encontrado que la tiamina puede
actuar como un agente antifungico, reduciendo el crecimiento micelial e incluso modulando
la transcripcion de algunos genes relacionados con virulencia. En Aspergillus parasiticus
se encontro que la tiamina puede reducir el crecimiento del hongo, inhibir la produccién de
aflatoxinas y reducir la transcripcion del gen aflr, el cual es un gen regulatorio de la

biosintesis de estas sustancias (Nazemi et al., 2015).
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En vista de lo anterior, es de interés conocer cual es el efecto de la tiamina directamente
sobre los patdégenos, considerando que ademas de inducir la resistencia, podria tener un
efecto antifungico que complemente su accién. A continuacion, se presentan los resultados
obtenidos acerca del efecto del clorhidrato de tiamina sobre el crecimiento micelial y la
transcripcion de algunos genes relacionados con virulencia de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi en condiciones in vitro e in planta; esto permitird elucidar algunos de los
mecanismos bioquimicos y fisiolégicos que podrian estar involucrados en la interaccion

clavel-Fod.

3.1 Evaluacioén del crecimiento de Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi

3.1.1 Evaluacion del crecimiento radial de Fusarium oxysporum f.

sp. dianthi en medio PDA

La evaluacion del efecto de la presencia de tiamina sobre el crecimiento radial del hongo
en cajas de Petri con medio PDA, evidencia que, a concentraciones mayores a 2 mM, este
compuesto posee un efecto inhibitorio del crecimiento sobre el micelio de Fod (Figuras 3.1
y 3.2). La presencia de tiamina 2 mM en el medio causa una inhibiciéon del crecimiento
maxima del 12% a las 168 horas (Figura 3.2.3), mientras que a mayores concentraciones
(3 mM) llega hasta el 20% (Figura 3.2.4). Sin embargo, en el medio de cultivo cuya
concentracion de tiamina es 0.8 mM (Figura 3.2.2), no se observé una inhibiciéon del
crecimiento radial estadisticamente significativa con respecto al control (Figura 3.2.1).
Cabe destacar que, en este ensayo en medio sdlido, esta concentracion es cercana a la
utilizada para llevar a cabo la aspersion foliar de clavel con el fin de realizar la induccién

de resistencia (1 mM).
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Figura 3.1. Comparacioén del efecto inhibitorio del crecimiento de Fod a las 144 horas de
incubacion, por efecto de la presencia de tiamina a tres concentraciones diferentes. (A)
Control negativo (Sin tratamiento); (B) Solucion de tiamina 0.8 mM; (C) 2 mM y (D) 3 mM.
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Figura 3.2. Crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en medio PDA tratado con
diferentes concentraciones de tiamina. (1) Control negativo (Sin tratamiento); (2) Solucién
de tiamina 0.8 mM; (3) 2 mM; (4) 3 mM. Las letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (P<0,05).

En esta investigacion se observdé que, en medio de cultivo sdélido la tiamina a
concentraciones mayores de 2 mM, inhibe hasta en un 20% el crecimiento radial del hongo
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Asi mismo, se evidencid que en estas mismas
condiciones y a una concentracion de 0.8 mM, este efecto disminuye siendo no
significativo. Estos resultados indican que existe un efecto de la dilucion de la tiamina en

el crecimiento radial de este hongo.

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con lo encontrado por otros autores en los que
se ha evidenciado el papel antifungico de la tiamina. Por ejemplo, en concentraciones de
20 mM, la tiamina reduce en alrededor de un 10% el crecimiento radial de aislados de
Botrytis cinérea cultivados en medio PDA, ademas de inhibir significativamente la
germinacion de esporas del hongo (Hong et al., 2016); asi mismo, las nanoparticulas de
dilaurilsulfato de tiamina (TDS) a una concentracion de 0.3 mM inhiben hasta en un 59%
el crecimiento radial de Fusarium oxysporum f. sp. raphani, mientras que la adicion de TDS
por si solo mostrd una inhibicién del crecimiento radial del hongo del 38%, adicionalmente
se observo un efecto inhibitorio en la germinacién de esporas del hongo de hasta un 56%,

esto a través de la penetracion de las nanoparticulas de TDS en la membrana celular,
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inhibiendo algunas de las funciones celulares y rompiendo finalmente las esporas (Cho et
al., 2013).

La accion antifungica de la tiamina sobre Fusarium oxysporum f. sp. dianthi puede deberse
a la presencia del anillo tiazol en su estructura quimica, puesto que estudios recientes
muestran que diferentes derivados del tiazol poseen actividad antifungica sobre hongos
patégenos entre los que se encuentran Candida albicans, donde se ha observado que
estos derivados muestran una actividad antifungica con concentraciones minimas
inhibitorias que van de 0.008 a 7.81 ug/mL, esto a través de la interaccion de los
compuestos con la estructura que compone la pared celular de C. albicans que incluso

podrian llegar a permear la membrana celular del hongo (Biernasiuk et al., 2021).

3.1.2 Evaluacion del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum

f. sp. dianthi en medio Czapek dox broth

En la figura 3.3 se muestra la curva de crecimiento del hongo en los diferentes medios de
cultivo liquidos evaluados, usando tiamina en concentraciones de 0.8, 2.0 y 3.0 mM. Con
el fin de determinar el efecto de la presencia del extracto de hojas de clavel, asi como de
tiamina en las diferentes fases de crecimiento, se realizé un analisis estadistico ANOVA
en cada tiempo con los datos de crecimiento micelial por peso seco. Se encontrd que en
todos los casos la fase exponencial del crecimiento del hongo se da hasta las 120 horas,
tiempo en que inicia la fase estacionaria; es por ello que no se evaluaron tiempos
posteriores a las 168 horas en estos ensayos (las diferencias significativas resultantes de

este analisis estan representadas por las letras mayusculas).

La comparacion estadistica en cada uno de los tiempos de la fase exponencial (0-120 h),
permitié determinar que en el dia 1 se observa un aumento estadisticamente significativo
del crecimiento en el hongo cultivado en el medio suplementado solamente con las hojas
de clavel en infusion (2), en comparacién con el crecimiento obtenido en los demas medios
evaluados. Sin embargo, en tiempos posteriores el crecimiento en estos dos tipos de medio

fue similar y no encontraron diferencias significativas. Estos resultados no concuerdan con
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lo esperado, puesto que en estudios anteriores del grupo de investigacion se encontré que
la presencia del extracto de hojas de clavel en el medio de cultivo aumentaba la cantidad
de biomasa fungica, asi como la secrecion de proteinas extracelulares y azucares
(Castiblanco Quiroga, 2017); no obstante cabe anotar que tanto el medio de cultivo
utilizado asi como la concentracion de hojas de clavel utilizados en esta investigacion son
diferentes, lo cual podria explicar estas diferencias en los resultados y puede sugerir que
utilizando el medio Czapek-dox Broth es necesario aumentar la concentracion de hojas de

clavel para obtener un aumento significativo de biomasa fungica.
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Figura 3.3. Curva de crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en el medio de
cultivo czapek dox broth (1), infusion de hojas de clavel al 1.0% (p/v) en medio Czapek Dox
Broth (2), infusion de hojas de clavel al 1.0% (p/v) en medio Czapek Dox Broth y tiamina
0.8 mM (3), infusion de hojas de clavel al 1.0% (p/v) en medio Czapek Dox Broth y tiamina
2 mM (4) o infusién de hojas de clavel al 1.0% (p/v) en medio Czapek Dox Broth y tiamina

3 mM (5). Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

En el dia 2 se observa una disminucion estadisticamente significativa del crecimiento del
hongo en los medios con Tiamina (3, 4 y 5), en comparacién con su control, el medio con
hojas de clavel (2); asi mismo, se encuentran diferencias significativas entre los medios

con tiamina, observandose una disminucion significativa del crecimiento del hongo entre
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el medio con 3.0 mM de tiamina en comparacion los medios de 0.8 y 2.0 mM de tiamina.
No obstante, a partir de las 120 horas se observa una disminucion significativa del
crecimiento de Fod no solo en comparacion con (2), sino también entre los medios con las
diferentes concentraciones de tiamina, siendo el medio con 3.0 mM de tiamina el que
posee el menor crecimiento del hongo. Estos resultados muestran una inhibicién del
crecimiento micelial de Fod de hasta un 21% debida la adicién de 0.8 mM de tiamina, un
61% debido a la adicién de 2.0 mM de tiamina y hasta un 68% debido a la adicién de 3.0

mM de tiamina.

Los resultados encontrados en esta parte permiten concluir que existe un crecimiento
diferencial de Fod en funcién del medio de cultivo, observandose un mayor crecimiento en
los medios que no contienen tiamina en comparacion con los demas medios evaluados. El
crecimiento del hongo en los medios de cultivo evaluados fue significativamente mayor al
esperado, puesto que en estudios previos se habia observado una masa seca del hongo
de alrededor de 150 mg a los 8 dias (Gémez Garcia & Martinez, 2005), no obstante cabe
resaltar que el medio de cultivo evaluado era caldo de papa al 25%; y asi mismo la

concentracion inicial utilizada en esta investigacion fue mayor a la utilizada por Gomez.

Contrario a lo que ocurrié en el medio sélido, se evidencié que a la concentracion de 0.8
mM en el medio liquido, si existe una disminucion del crecimiento micelial; esto evidencia
que tal y como se esperaba al aumentar la disponibilidad de la tiamina aumenta el efecto
en el hongo. Es por ello que se puede concluir que la concentracion de 0.8 mM, la cual es
cercana a la que se usa en la aplicacion foliar de clavel, tiene un efecto en el crecimiento
del patégeno Fod. No obstante, a mayores concentraciones de tiamina la inhibicion del
crecimiento de Fod llega a un 68% en cultivos in vitro liquidos de Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi, efecto que se observa tanto en la fase exponencial de la curva de crecimiento,

como en la fase estacionaria de la misma.

Se tiene evidencia de que varios derivados del tiazol, el cual es un constituyente importante
del pirofosfato de tiamina, pueden actuar como agentes antifungicos (Rouf & Tanyeli,
2015). En Fusarium oxysporum f. sp. ciceri, se observo que la aplicacion de nanoparticulas
de quitosano/tiamina inhibe en un 80% la germinacién de esporas del hongo, generando
la disrupcién de su pared celular, asi mismo incluso después de varios lavados con agua,
al sembrar nuevamente estas esporas tratadas en medio PDA no se observaba

crecimiento alguno del hongo. Estos hallazgos demuestran que la tiamina posee ciertas
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propiedades esporicidas, siendo capaz de romper la pared celular de las esporas e
impidiendo su crecimiento (Sathiyabama & Indhumathi, 2022). Mientras que estudios en
Aspergillus parasiticus, muestran que la concentracién minima inhibitoria de esta sustancia

es mayor a 1.5 mM (Nazemi et al., 2015).

Teniendo en cuenta lo anterior y con el fin de evaluar de manera preliminar si se presentaba
este tipo de actividad esporicida por parte de la tiamina en el caso del patdégeno Fod, se
realiz6 una revision microscopica preliminar para los medios con y sin tiamina. Se encontré
que la morfologia de las hifas y el micelio no cambia por efecto de la tiamina (Anexo A). Si
bien se alcanza a evidenciar una mayor esporulacién con la presencia de la tiamina, debido
posiblemente al estrés quimico ocasionado al patégeno, no es claro si existe un efecto
significativo por efecto de dicha sustancia. Por lo cual se requieren de estudios adicionales

que permitan determinar el efecto real de la tiamina sobre la esporulacién en Fod.

De acuerdo con los resultados del presente estudio, la tiamina es capaz de ejercer una
accion antifungica, probablemente del tipo fungistatica, contra diversos patdgenos incluido
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi de una manera dependiente de la concentracién; no
obstante, aun no se conoce el mecanismo de accidon mediante el cual ocurre este
fendmeno en este ultimo organismo. En general, estos resultados estan de acuerdo con
estudios previos donde se tiene evidencia de que la suplementacién con algunas
sustancias de baja toxicidad como aceites esenciales o incluso vitaminas en el medio de
cultivo de fitopatdgenos reduce el crecimiento de los mismos, Se ha encontrado que el
aceite esencial de menta en una concentracion de 0.8% reduce el crecimiento radial del
micelio de Alternaria alternata en maximo un 72.45% (Franga et al., 2018). Por otro lado,
existen reportes de que la presencia de acido ascérbico (Vitamina C) en concentracion de
50 mg/mL inhibe el crecimiento de Aspergillus parasiticus, produciendo una deformacién
del micelio y dejando solo esporas a concentraciones mayores a 100 mg/mL (Dana et al.,
2018). Asi mismo, la tiamina y sus derivados también pueden disminuir el crecimiento de
diferentes hongos como es el caso de Helminthosporium maydis, un hongo fitopatégeno
que afecta al maiz, donde se observo que a concentraciones de 1 ppm la tiamina inhibe el

crecimiento del hongo después de los 2 dias de incubacion (Evans & Garraway, 1976).
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Se hacen necesarios analisis adicionales que permitan determinar factores como la
concentracion minima inhibitoria en las condiciones del ensayo y conocer la concentracion
de tiamina presente en raices después de la aplicacion del compuesto a nivel de las hojas
y raices; esta es informacion necesaria para proponer si el efecto en el crecimiento puede
presentarse en la interaccion con la planta directamente. Sin embargo, el efecto antifungico
descrito permite evidenciar el potencial que tiene este compuesto a mayores

concentraciones, para complementar la posible accién como inductor de resistencia.

3.2 Verificacién de la presencia de los genes de interés
en el DNA genémico de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi

La confirmacion de la presencia de los genes de interés se utilizaron estrategias de biologia
molecular en hongos fitopatdgenos de acuerdo con reportes previos del grupo de
investigacion (Martinez Gonzalez, 2012; Ramirez Vargas, 2014) y otras investigaciones
(Abd-Elsalam et al., 2003); no obstante, para efectos de esta investigacion fue necesario
poner a punto las condiciones de crecimiento y extraccion de DNA y RNA de Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi con el fin de obtener la mayor cantidad de informacion posible y

asi profundizar en el estudio de la expresion génica de los genes de interés.

La investigacion de la modulacion de la expresion génica en hongos fitopatégenos es
importante para poder comprender los mecanismos moleculares que utiliza el patégeno
para colonizar su hospedero y de esta manera proveer nuevas alternativas que permitan
el control o erradicacién de la enfermedad en la planta. Si bien la informacién sobre los
mecanismos de modulacion de expresion génica en hongos fitopatégenos aun es muy
reducida, si se tiene evidencia de que estos son capaces de modular su expresién génica
para poder adaptarse a su ambiente; este es el caso de Leptosphaeria maculans, quien
modula su expresién génica en funcidon del ambiente a través de un mecanismo
epigenético que se basa en la modulacion de la expresion de dos proteinas involucradas
en la formacion y mantenimiento de heterocromatina: HP1 y DIM-5, las cuales son
reprimidas durante el crecimiento del patégeno en cultivos axénicos (Soyer et al., 2014).
Asi mismo, la regulacién de la expresidn génica en condiciones in vitro es importante para

el caso de hongos industriales tales como Trichoderma o Aspergillus, ya que pueden
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utilizarse para la produccion de diversas proteinas importantes industrialmente debido a
su actividad bioldgica, sirviendo por ejemplo, para el desarrollo de nuevos farmacos o su

utilizacion como enzimas en la industria alimenticia (Ramoni et al., 2016).

En estudios previos, se evidencié la presencia de algunas proteinas candidatas a efectores
provenientes del hongo en el fluido apoplastico de raiz de esquejes de clavel infectados,
entre las cuales se encontraron las proteinas superoxido dismutasa Cu-Zn SOD1 y
tripeptidil peptidasa SED4 (Martinez Gonzalez, 2019). Por esta razon, para realizar el
disefio de cebadores se realizé en primer lugar un alineamiento de las secuencias de estas
proteinas contra el genoma de referencia de Fusarium oxysporum, con el fin de seleccionar
las secuencias de cDNA con dominios conservados. Es importante anotar que los analisis
proteédmicos de identificacion en su momento se realizaron usando genoma de referencia
de Fusarium oxysporum hallado en Ila base de datos del GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?LinkName=genome gene&from uid=707).

Por su parte, para los genes codificantes de proteinas secretadas en el xilema (SIX) se
llevaron a cabo alineamientos de secuencias reportadas de varias formas especiales de
Fusarium oxysporum, con el fin de encontrar regiones conservadas y de esta manera
amplificar satisfactoriamente los fragmentos de los genes de interés. Cabe resaltar que se
realizé la amplificacion en DNA gendmico de los genes six7, six9, six10 y six12, esto
teniendo en cuenta que se tiene evidencia de la presencia de estos genes en el DNA

genomico de algunas cepas de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Taylor et al., 2016).

En la figura 3.4 se observan los analisis electroforéticos para cada uno de los productos
de PCR obtenidos utilizando el programa de amplificacién descrito previamente. Bajo estas
condiciones se observa la presencia de bandas correspondientes a los productos de PCR
generados por los pares cebadores: sed4-1, sed4-2, sod1-2, six7-1y six10-1, lo cual
sugiere la posible presencia en el DNA de los genes codificantes para las proteinas
tripeptidil peptidasa SED4, superoxido dismutasa Cu-Zn SOD1, SIX7 y SIX10. Sin
embargo, se debe aclarar que los productos de PCR obtenidos durante la amplificacion
con los pares de cebadores sed4-2, six7-1y six10-1 poseen tamafios considerablemente
mayores a los esperados: 143 pb para el par sed4-2, 316 pb para el caso del par six7-1y

246 pb para el caso del par six10-1; esto puede ser derivado del hecho de que la
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amplificacion se realizd sobre DNA gendmico y que el disefio de los primers se realizd
sobre secuencias de cDNA, por lo cual la diferencia entre el tamafio obtenido y el esperado
de los amplimeros de interés puede ser debida principalmente a la presencia de
secuencias intronicas. Esto como se mostrara mas adelante, se comprobé para six7-1y
six10-1, utilizando cDNA de Fod extraido a partir de RNA de plantas inoculadas con el
patégeno (los resultados se muestran en la seccion 3.6, figura 3.9). Para el caso de los
fragmentos amplificados con estos mismos pares six7-1 y six10-1, la diferencia en la
amplificacion sobre DNA, puede deberse también a la presencia de secuencias no
reportadas en Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, puesto que el disefio de los cebadores
se realizd sobre secuencias de DNA de otras formas especiales de Fusarium oxysporum
(Lievens et al., 2009; Taylor et al., 2016).

Adicionalmente, se observa una banda tenue en el carril 10 con un tamano menor a 50 pb,
el cual es significativamente menor al tamafio esperado para el amplimero (384 pb) lo que
sugiere que la banda corresponde a la formacion de dimeros de los cebadores y no a la
formacion de un amplimero real. No obstante, los amplimeros obtenidos con los pares de
cebadores sed4-1y sod1-2 poseen un tamafo cercano al esperado (159 pb para sed4-1y
138 pb para sod7-2), ademas, mostraron ser lo suficientemente especificos revelando solo

una banda con buena intensidad.
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Figura 3.4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR obtenidos a
partir de DNA gendmico de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Carril: 1,4 (sod1); 2,5 (sed4);
3 (tub control positivo); 6 (marcador de peso molecular hypperlader 1I™ 2000 — 50 pb); 7
(six7); 8 (six9); 9 (six10); 10 (six12); 11 (control positivo prt).
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Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionaron los pares de cebadores sed4-1y
sod1-2, para hacer la evaluacion directamente in vitro. Para los genes, six7-1y six10-1,
como se mostrara mas adelante, seria necesario hacer algunos ensayos adicionales,
evaluando la amplificacion en el cDNA de Fod extraido de las plantas infectadas. (Figura
3.9), esto considerando que en la expresién in vitro de estos genes six de Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi, no se obtuvieron resultados satisfactorios tal y como se detalla en

la siguiente seccion.

3.3 Evaluacion de la expresion de los genes de interés en
cultivos in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

El analisis por PCR en tiempo real utilizando genes housekeeping es una estrategia
ampliamente utilizada para el andlisis de la expresidn génica de hongos. En Fusarium
graminearum se utilizo esta técnica con el fin de analizar la acumulacién de deoxyvalenol
(DON) (una micotoxina) y el gen Tri5, el cual se induce durante la infeccion de Fusarium
graminearum en maiz, donde se evidencid una mayor transcripcion de Tri5 relativo a
GAPDH al inicio de la infeccion y una acumulacion de DON en funcién del avance de la
infeccion (Hallen-Adams et al., 2011). Asi mismo, esta técnica permite evaluar si existen
cambios en la expresién génica del patégeno en funcién de su hospedero; en el 2016 se
realizaron estudios en plantas de maiz, cebada y trigo infectadas con Fusarium
graminearum, utilizando RT-gPCR para validar la expresion génica de 24 genes del hongo
y teniendo como genes housekeeping los genes GAPDH, p-Tubulina y EF-1, donde se
observd que la expresion de estos genes cambia significativamente en funcion del

hospedero (Harris et al., 2016).

Con el fin de determinar los posibles cambios en los niveles transcripcionales de los genes
de estudio de Fod en funcién del medio de cultivo, se realizo la verificacion de la expresion

de los genes utilizando los pares de cebadores mencionados en la etapa anterior del
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estudio. Para lo cual se realizé una PCR teniendo como plantilla en cDNA de micelio de
Fod cultivado en medio de infusion de hojas de clavel al 1.0% (p/v) en Czapek Dox Broth,
las cuales se utilizaron con el fin de inducir la expresion de los genes de interés. Como se
puede observar en la figura 3.5, se obtuvieron las bandas correspondientes a los productos
de PCR de los pares sod71-2 y sed4-1, lo que evidencia la expresion de los genes
codificantes para las proteinas superédxido dismutasa (SOD1) y tripeptidil peptidasa
(SED4). En cambio, para el caso de los pares six7-1y six10-1 no se observo presencia de
bandas, lo que demuestra, tal y como se menciono previamente, que no hay induccién de
la expresion de los genes codificantes para las proteinas SIX7 y SIX10 en los cultivos in

vitro analizados.
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Figura 3.5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR obtenidos a
partir de cDNA de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. Carril: 1,4 (sod); 2,5 (sed); 3 (tub
control positivo); 6 (six7); 7 (six9); 8 (six10); 9 (six12); 10 (control negativo sin cDNA); 11
(marcador de peso molecular hypperlader IITM 2000 — 50 pb).

Teniendo en cuenta estos resultados, se realizé6 una RT-PCR en tiempo real empleando
los pares de cebadores sod71-2y sed4-1 con el fin de confirmar su especificidad; mediante
estos ensayos se evidencid que los fragmentos amplificados de los genes codificantes
para superoxido dismutasa Cu-Zn SOD1 vy tripeptidil peptidasa SED4 poseen
temperaturas de fusién de 85.5 y 85.0 °C, respectivamente, asi mismo, no se observa
formacién alguna de dimeros o presencia de inespecificidades (figura 3.6).
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En el anexo B se encuentran las eficiencias de reaccion conseguidas para cada uno de los
genes de interés evaluados en condiciones in vitro e in planta y bajo las condiciones de

reaccion mencionadas en el capitulo de materiales y métodos.
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Figura 3.6. Curvas de fusion obtenidas correspondientes a los genes sod (azul) y sed
(naranja), empleando los pares de cebadores sod1-2 y sed4-1, respectivamente. La linea

verde corresponde al gen tub, el cual fue empleado como control positivo.

3.4 Determinacién de los niveles transcripcionales de los
genes codificantes para las proteinas SOD1 y SED4
en cultivos in vitro de Fod

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos para el estudio de los niveles de
transcripcion de los genes codificantes para las proteinas SOD1 y SED4 en cultivos in vitro
de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. En este punto cabe resaltar que este estudio se
realizé solo para los genes sod1 y sed4 debido a que no hubo expresion de six7 o six10
en condiciones in vitro, estos hallazgos permiten evidenciar que sod7 y sed4 se expresan

constitutivamente y no solo son empleados para realizar funciones relacionadas con
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virulencia; en cambio, por su parte six7 y six10 no son expresados constitutivamente y sus
funciones (segun estos resultados) se encuentra especificamente relacionada con la
interaccion con la planta, por lo cual se expresa exclusivamente durante la infeccién de
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en el clavel. Adicionalmente, se ha propuesto por
diversos autores que la transferencia horizontal de cromosomas moviles que codifican
genes six puede contribuir a la evolucion de nuevas lineas virulentas de Fusarium
oxysporum, puesto que se ha encontrado evidencia de que los genes six confieren una
especificidad del hospedero y poseen un rol activo en la virulencia de este patégeno (Jangir
et al., 2021; Nifo-Sanchez et al., 2016; van Dam & Rep, 2017).

Para evaluar el efecto de la presencia de tiamina en los niveles transcripcionales de los
genes sod1y sed4 de Fod, se realizaron ensayos in vitro que consistieron en el cultivo de
micelio del hongo en los tres medios propuestos. Esta evaluacién se realizé a 0, 24, 48,
120 y 168 horas empleando la técnica RT-qPCR, mediante cuantificacion relativa usando

el gen codificante para Tubulina como gen de referencia (tub).

En la figura 3.7A (arriba) se presentan los resultados obtenidos del gen codificante para
SOD1, donde se observa que los niveles de transcripcion se modulan en funcién del medio
de cultivo y del tiempo; los niveles maximos de la transcripcion de sod? en los medios
Cz+H y Cz+H+T, se obtuvieron a las 120 horas. Al comparar los niveles transcripcionales
de este gen en cada medio de cultivo se evidencia que, en los tiempos 24, 48 y 120 horas
la presencia de tiamina causa una disminucion significativa de la expresion del gen sod1;
lo cual permite proponer que esta sustancia afecta la transcripcién de este gen en cultivos

in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.

En la figura 3.7B (abajo), se presentan los resultados del gen codificante para tripeptidil
peptidasa SED4. En este caso se evidencia que los niveles maximos de expresion de sed4
se obtienen desde las 120 horas en el medio Cz+H+T y a las 168 horas en el medio Cz+H.
Asi mismo se observa que a las 24 y 120 horas, en contraste con los resultados obtenidos
para el gen sod1, se presenta un aumento significativo en los niveles de transcripcion de
sed4 debido a la presencia de tiamina en el medio de cultivo; no obstante, a las 24 y 168
horas los niveles de expresion de este gen en los medios Cz+H y Cz+H+T no presentan
diferencias significativas entre si. Adicionalmente, a las 24 y 48 horas se observa una
disminucion significativa de la transcripcion de sed4 en los medios suplementados con la

infusién de hojas de clavel (Cz+H y Cz+H+T), con respecto al control (Cz); lo que sugiere
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que, en esta etapa, la presencia del extracto de hojas de clavel en el medio disminuye la

expresion de sed4.
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Figura 3.7. Niveles de transcripcién de los genes A: sod? y B: sed4 relativos a tub en

micelio de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en diferentes tiempos. Las letras diferentes

indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Tal y como se cité previamente, en estudios previos realizados por HPLC-MS/MS en raices
de esquejes de clavel infectados con Fod, se encontraron algunas proteinas del patégeno
involucradas en la interaccion Clavel - Fod, entre las cuales se encuentran las proteinas
superdxido dismutasa Cu-Zn SOD1 vy tripeptidil peptidasa SED4 (Martinez Gonzalez,
2019). La evaluacion de la expresion de estos genes en el cDNA de micelio obtenido a
partir de cultivos in vitro del hongo en presencia de extracto de hojas de clavel permitio
obtener evidencia de la transcripcion de los genes codificantes para dichas proteinas, es
posible que la presencia de las moléculas presentes en el medio de cultivo que contiene
extracto de hojas de clavel, puedan actuar como inductoras de este tipo de proteinas en el
patégeno, tal y como se ha propuesto en estudios previos del grupo (Castiblanco Quiroga,
2017).

La expresion en condiciones in vitro de los genes codificantes para las proteinas SOD1 y
SED4, muestran que estos genes podrian cumplir algun papel en la supervivencia del
hongo en cultivos axénicos. La enzima superoxido dismutasa cataliza la dismutacion de
superoxido en peréxido de hidrégeno y oxigeno, razon por la cual es la primera linea de
defensa contra las especies reactivas de oxigeno (ROS); no obstante, las ROS no se
generan unicamente durante la interaccion planta — patdégeno sino que también pueden
ser liberadas durante los procesos del metabolismo aerdbico de las células eucariotas
como por ejemplo la interaccion entre el oxigeno molecular con la cadena de transporte de
electrones en la membrana interna de la mitocondria (Ferro et al., 2017), asi mismo, la
produccion de ROS aumenta durante la presencia de diferentes agentes como la luz, el
dafo mecanico o la restriccion de nutrientes en el medio, razén por la cual la regulacion
de los niveles ROS es imprescindible para la supervivencia del hongo (Gessler et al.,
2007).

Los patrones de transcripcion del gen sod7 obtenidos para cada uno de los tratamientos
realizados, muestran que durante la fase exponencial del crecimiento de Fod, la tiamina
ejerce un efecto inhibitorio de la expresion de este gen, lo que coincide con la disminucién
del crecimiento del hongo. Estos resultados concuerdan con lo reportado en otros estudios:
en 2006, Kayali y colaboradores, mostraron que las actividades de las enzimas superéxido
dismutasa y catalasa de algunas cepas de Fusarium equiseti y Fusarium acuminatum
disminuyen significativamente en presencia de vitaminas B+ 0 Bs (Kayali & Tarhan, 2006).

El efecto de la tiamina y sus derivados sobre la expresion génica de sod1 puede ser debido
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tanto a una posible accion protectora de esta molécula contra el estrés oxidativo como a
su funcién como cofactor de diversas enzimas que se encuentran involucradas en el estado
redox celular y respuesta a estrés. Esto considerando que se ha observado que la
presencia de tiamina en el medio disminuye la generacién de radicales libres y que la
disrupcion del sistema de transporte de tiamina aumenta la produccién de especies
reactivas y los niveles de expresion de gen codificante para superdxido dismutasa en S.

cerevisiae (Wolak et al., 2014).

La Tripeptidil peptidasa SED4 pertenece a la familia de Carboxipeptidasas de Serina
llamada sedolisina cuyo dominio catalitico esta formado por Ser-Glu-Asp, por lo que son
esenciales para el rompimiento de enlaces peptidicos de diversas proteinas. La presencia
del gen sed4 durante este estudio muestra que, al igual que sod7, es expresado
constitutivamente, estos resultados concuerdan con lo esperado, puesto que se tiene
evidencia de la induccion de varias proteasas de serina en diversos organismos para el
cumplimiento de funciones como la maduracién de proteinas, la escision de péptidos sefial,
la transduccion de senales, el recambio de proteinas intracelulares, la apoptosis, la
reproduccion y la obtencién de nutrientes entre otros (Muszewska et al., 2017).
Adicionalmente, muchas proteasas poseen la funcion de proteger la integridad de la pared
celular del hongo ante cualquier agente de estrés, ademas es importante recalcar que la
pared celular se encuentra en constante modificacion y requiere de la presencia de un gran

repertorio de enzimas para mantenerse (Langner & Géhre, 2015).

La secrecion de enzimas proteoliticas ocurre durante la invasiéon de diversos hongos
fitopatégenos, con el fin de suprimir las defensas del hospedero y contribuir a la
penetracion de la pared celular de la planta (Monod et al., 2002). Especificamente, en el
modelo maiz - Ustilago maydis, se ha evidenciado la presencia de proteasas extracelulares
secretadas por el patégeno entre las que se encuentran metaloproteasas,
carboxipeptidasas, aminopeptidasas y peptidil peptidasas (Mueller et al., 2008). Se ha
propuesto que la enzima tripeptidil peptidasa SED4, puede contribuir a la virulencia de Fod,
ya que en analisis protedmicos realizados por el grupo de investigacién se observé que el
patdbgeno secreta esta proteina en el espacio intercelular de la planta durante su
colonizacién (Martinez Gonzalez, 2019). En este estudio, se observo que a las 24 y 48

horas la transcripcién de sed4 disminuye significativamente en los medios suplementados
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con la infusion de hojas de clavel (Cz+H y Cz+H+T), con respecto al control (Cz); lo que
sugiere que la presencia del extracto de hojas de clavel regula de manera negativa la
expresion de sed4. Se tiene evidencia de que en hongos la expresion de algunas proteasas
extracelulares es regulada por factores como las fuentes de carbono y nitrégeno o el pH
extracelular (Yike, 2011). En Aspergillus nidulans se ha encontrado que la produccion de
proteasas extracelulares depende de mecanismos como la represion de metabolitos de
carbono, nitrégeno y azufre (Katz et al., 1996). Mientras que en Aspergillus niger la
transcripcion de los genes pepA 'y pepB, los cuales codifican para dos proteasas acidicas
extracelulares, es inhibida por cantidades suficientes de carbono y nitrégeno en el medio
(Jarai & Buxton, 1994). Teniendo en cuenta lo anterior, es probable que la disminucion de
la transcripcidn de sed4 en los medios suplementados con el extracto de hojas, se deba a
que existe una mayor disponibilidad de carbono y nitrégeno en moléculas monoméricas
facilmente asimilables; esto generaria una disminucién en la secrecién de enzimas que

normalmente actian sobre fuentes mas complejas como es el caso de las proteasas.

Adicionalmente, se evidenci6é que, a las 24 y 120 horas, la presencia de tiamina en cultivos
in vitro del hongo aumenta significativamente los niveles de transcripcién del gen
codificante para SED4 a las 48 y 120 horas de crecimiento. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Ichikawa y colaboradores, quienes revelaron que la tiamina aumenta
significativamente la secrecion de la carboxipeptidasa Y (CPY) en cultivos in vitro de S.
cerevisiae (Ichikawa et al., 1997). Es probable que el aumento en la transcripcion del gen
codificante para SED4 en los cultivos in vitro en presencia de tiamina se deba a la
disminucion del pH del medio; pues se ha observado que el pH acido promueve la
secrecion de varias tripeptidil-peptidasas de la familia sedolisina, ademas de poseer sus
actividades optimas a pHs entre 5.5 a 6.0 en Aspergillus (Reichard et al., 2006;
Sriranganadane et al., 2010). En Fusarium oxysporum se tiene evidencia de que la
regulacién de la expresion génica debida al cambio de pH extracelular puede ser regulada
a través de una cascada de sefalizacion conservada que termina con el factor de
transcripcion PacC, el cual actua como un regulador positivo de proteasas alcalinas y como
un regulador negativo de proteasas acidas, asi mismo, se tiene evidencia de que la
transcripcion de PacC es inducida a pH alcalino (Caracuel et al., 2003). Por lo anterior, es
probable que el pH acido del medio afectara la transcripcion de pacC y que, por ende, su

ausencia estimulara la transcripcion de sed4. Sin embargo, es necesario realizar mas
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investigaciones que permitan confirmar esta regulacion en Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi.

A continuacion, se presenta la siguiente etapa de la investigacion en la que se confirmara
el efecto de la tiamina en la disminucion de la severidad de la enfermedad y se estudiara
la expresion de potenciales factores de virulencia, directamente en la interaccion con la

planta.

3.5 Evaluacion de la severidad de la enfermedad causada
por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en plantas de
clavel de la variedad Mizuki

Algunas vitaminas como la tiamina (Vitamina B), riboflavina (vitamina B2), bisulfito sddico
de menadiona (vitamina K3), acido p-aminobenzoico (PABA), acido félico (vitamina By),
acido ascorbico (Vitamina C) y tocoferol (Vitamina E), pueden actuar como inductores de
resistencia en plantas, protegiéndolas contra una amplia gama de patdgenos a través de
la modificacion de los mecanismos de defensa de la planta (Boubakri et al., 2016). En
clavel, estudios anteriores del grupo de investigaciéon mostraron que la aspersion foliar con
tiamina disminuye la incidencia y severidad del marchitamiento vascular causado por
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, ademas de aumentar el contenido de compuestos
fendlicos y flavonoides (Pérez Mora et al., 2021). Por lo anterior, en esta seccion se
muestran los resultados obtenidos durante la evaluacion de la severidad de la enfermedad
causada por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en plantas de clavel de una variedad
susceptible a Fod que han sido previamente tratadas con tiamina; para lo cual se realizd
un ensayo in vivo donde se evalud el efecto de la aplicacién foliar de este inductor sobre

la severidad y el progreso de la enfermedad.

En las figuras 3.8A y 3.8B se presentan los resultados obtenidos para la severidad y el
area del progreso de la enfermedad de las plantas de clavel, respectivamente. Estos
resultados mostraron que en las plantas control se presenta un amarillamiento de las hojas
por efecto de las condiciones ambientales en las que se realizé el ensayo, el estrés

generado por la siembra de los esquejes y en tiempos tardios, los procesos de senescencia
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propios de la planta, razon por la cual se obtuvieron valores de severidad ligeramente altos
pero que se encuentran asociados a un amarillamiento leve del tercio inferior de la planta.
Este comportamiento también se ha reportado en estudios previos del grupo de
investigacion (Ardila Barrantes, 2013; Martinez Gonzalez, 2019) y demuestra la
importancia del uso controles no inoculados, puesto que permiten evaluar con una mayor
certeza el efecto propio de la inoculaciéon sobre las plantas ya que permite normalizar el

efecto de factores externos.
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Figura 3.8. A: Severidad de la enfermedad y B: area bajo la curva del progreso de la
enfermedad de las plantas de clavel de la variedad Mizuki (susceptible). Las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Adicionalmente, en la figura 3.8A, se observa que la aspersion foliar con tiamina disminuye
la severidad de la enfermedad a partir de la semana 6 y hasta en un 32%, con lo cual se
evidencia que la aplicacion de esta sustancia aumenta la resistencia de la planta al
patégeno. En la figura 3.8B se presenta el area de progreso de la enfermedad en la semana
8 pos-inoculacién, donde se observa que el tratamiento con tiamina disminuye
significativamente el progreso de la enfermedad en un 22%. En conjunto, estos resultados
confirman que la tiamina es capaz de actuar como un inductor de resistencia en el clavel,

disminuyendo la severidad de la enfermedad causada por Fod.

El papel de la tiamina como inductor de resistencia ha sido estudiado en diversas especies
de plantas; en Arabidopsis, se ha encontrado que la aspersién con tiamina disminuye los
sintomas y el crecimiento de Pseudomonas syringae, ademas de inducir la expresién del
gen PR1 (un indicador de la expresion de respuestas de defensa en plantas), inducir
respuesta hipersensible y la deposicion de callosa en la planta (Ahn et al., 2007). Asi
mismo, la tiamina es capaz de inducir enzimas relacionadas con defensa como la
peroxidasa, polifenol oxidasa y fenilalanina amonio liasa con el fin de controlar la

podredumbre carbonosa del tallo en plantas de soya (Abdel-Monaim, 2011).

En estudios recientes se ha encontrado que la aspersion foliar con tiamina en las plantas
de clavel aumenta significativamente el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides
(Pérez Mora et al., 2021). Estos compuestos se han considerado como marcadores de la
activacion de mecanismos de defensa de las plantas, ya que los flavonoides pueden actuar
como antioxidantes contra especies reactivas de oxigeno; asi mismo, en clavel varios
compuestos fendlicos cumplen funciones asociadas al fortalecimiento de las paredes
celulares de la planta para prevenir la entrada del patégeno, ademas de ser precursores
de algunos flavonoides (Ardila Barrantes, 2013). Adicionalmente, en estudios previos se
encontré que la inoculacion de plantas de clavel de diferentes variedades con Fod produce
una biosintesis diferencial de flavonoides dependiente del grado de resistencia de la
variedad ante el patégeno, observandose una mayor acumulacion de flavonoides asi como
una sobreexpresion de genes codificantes asociados con la biosintesis de los mismos en
la variedad resistente a Fod; adicionalmente se observé que el sometimiento de las plantas

de la variedad susceptible a un proceso de elicitacion proporcionaba un aumento en la
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biosintesis de flavonoides en la raiz, favoreciendo asi la activacion de otras respuestas de

defensa en las plantas (Romero Rincén, 2020).

Con lo anterior, aunque aun no se conoce a cabalidad el mecanismo mediante el cual la
tiamina induce resistencia ante Fod, es probable que active mecanismos relacionados con
resistencia sistémica adquirida, induciendo proteinas relacionadas con defensa y
fitohormonas como el acido salicilico. Asi mismo, considerando el reportado transporte de
la tiamina en las plantas (Mozafar & Oertli, 1992), es posible que se presente traslocacion
desde las hojas hasta las raices del clavel y pueda tener un efecto directo sobre el
patogeno. Es necesario realizar estudios adicionales que permitan determinar cual es la
concentracion de este compuesto en las raices después de la aplicacion foliar, para
confirmar su aumento. Sin embargo, tal y como se presenta a continuacion, como primera
aproximacion se determiné el efecto de la aplicacion de este compuesto en la transcripcion

de los genes directamente en raices de la planta.

3.6 Determinacion in planta de los niveles
transcripcionales de los genes codificantes para las
proteinas SOD1, SED4, SIX7 y SIX10

El analisis in planta de la expresion génica de patégenos RT-gPCR son imperativos para
poder determinar y elucidar los mecanismos moleculares involucrados durante los
procesos de infeccidén y colonizacion de los patégenos en su hospedero, la cual es
informacion necesaria para el desarrollo de nuevas alternativas para un control eficiente
de las enfermedades de tipo parasitario en plantas. Un ejemplo es el estudio realizado por
Takle y colaboradores, donde se usé la técnica RT-gPCR para analizar la expresion de
diferentes genes de Pectobacterium atrosepticum en condiciones in planta (Takle et al.,
2007). Asi mismo, esta técnica también se ha utilizado para el analisis de la expresion in
planta de Bipolaris maydis en maiz, donde se observé que este patégeno induce la
expresion de BmXyp, el cual degrada el xilano presente en la planta (Yoshida & Tanaka,
2019). No obstante, hasta el momento los reportes en este campo de estudio son limitados,
puesto que la determinacion de la expresion de genes en dos organismos simultaneamente
por si solo representa un gran reto experimental debido a la poca cantidad de RNA del

patégeno presente en la planta en etapas tempranas de la infeccién, por lo cual se requiere
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realizar cDNA con los cebadores reversos especificos de cada uno de los genes que se

deseen evaluar (Ramirez Vargas, 2014).

La evaluacion in planta del efecto de la tiamina sobre la expresion de los genes de interés
de Fod, se realizé mediante la inoculacidon de plantas de clavel de dos variedades con
resistencia contrastante (Golem (Resistente) y Mizuki (Susceptible)) previamente tratadas
por aspersion foliar con tiamina, la posterior extraccion del RNA total y la sintesis de cDNA,;
dicha sintesis se realizé en primer lugar utilizando oligo dT; sin embargo, mediante este
procedimiento no hubo deteccidn de los transcriptos de interés, razon por la cual se decidié
emplear los cebadores antisentido disefiados para cada gen, estrategia que habia sido
utilizada en estudios previos del grupo de investigacion (Ramirez Vargas, 2014). La
cuantificacion de los niveles transcripcionales se realizd6 en primer lugar de manera
absoluta, realizando la previa purificaciéon de cada uno de los cuatro transcriptos, la curva
de calibracién de cada uno y por ultimo la cuantificacién de las muestras evaluadas; no
obstante, posteriormente se decidié cuantificar los genes de interés de manera relativa
utilizando el gen tub como gen de referencia, debido a que la utilizacion de un gen
housekeeping para la cuantificacion de los genes de interés permiten normalizar los
resultados y asi evitar diversos errores que pueden presentarse en la cuantificacion
absoluta como la extraccion de cantidades diferentes de RNA en cada muestra, la
variabilidad en la eficiencia de la transcriptasa reversa en las muestras, la especificidad de
los cebadores utilizados o incluso la presencia de inhibidores en las muestras (Turabelidze
et al., 2010).

Teniendo en cuenta que no hubo expresion in vitro de los genes six7 y six10, se decidid
evaluar la transcripcion in planta de estos genes. El ensayo se realizo a partir de cDNA de
Fod obtenido a partir de raices de clavel inoculadas con el hongo, la sintesis de este cDNA
se realiz6 de manera especifica, utilizando el cebador reverso de cada uno de los genes
de interés. Para este ensayo se utilizaron los pares de cebadores de six7 y six10
mencionados en la seccién 3.2 (six7-1y six10-1) ademas de los pares de cebadores six7-
2y six10-2 con el fin de evaluar los que arrojaran los mejores resultados y una mayor

especificidad.
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En la figura 3.9A se observa el analisis electroforético obtenido por RT-PCR utilizando los
pares de cebadores six7-1y six10-1 (tamafio esperado 316 pb para six7-1y 246 pb para
six10-1), mientras que en la figura 3.9B se observa la electroforesis de los productos
obtenidos por RT-PCR con los pares de cebadores six7-2 y six10-2 (tamafio esperado 163
pb para six7-2 y 152 pb para six10-1). Estos resultados muestran que los amplimeros
obtenido por los pares de cebadores six7-2, six10-1y six10-2 poseen tamafios cercanos
a los esperados en cada caso (cabe resaltar que es de esperarse que los tamafos reales
de los amplimeros difieran ligeramente de los esperados ya que los primers fueron
disefiados sobre secuencias de otras formas especiales de Fusarium oxysporum), no
obstante, al comparar los productos obtenidos para six70 se observa que el amplimero
obtenido por six10-1 en especial posee una mayor intensidad, ademas de que en el
amplimero obtenido por six70-2 se ven ciertas inespecificidades. Asi mismo se evidencia
que los productos obtenidos a partir de six7-2 y six10-1 poseen una buena especificidad y
no se observa formacion de dimeros, razén por la cual se decidio utilizar estos pares de
cebadores para la determinacion de los niveles transcripcionales de six7 y six710 en

condiciones in planta.

200—

Figura 3.9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR obtenidos
usando cDNA de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi extraido del RNA de plantas de clavel
de la variedad Mizuki inoculadas. Gel A: Carril: 1 (marcador de peso molecular hypperlader
1™ 2000 — 50 pb), 2,3 (six10-1); 4,5 (six7-1). Gel B: Carril 1 (marcador de peso molecular
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hypperlader II™ 500 — 25 pb), 2,3 (six7-2); 4: (control negativo (planta no inoculada)); 6,7
(six10-2).

Los resultados obtenidos evidencian que los genes codificantes para las proteinas SIX7 y
S1X10 se inducen unicamente in planta (Figuras 3.9, 3.10y 3.11) . Asi mismo, cabe resaltar
que la diferencia de tamafo entre los amplimeros obtenidos y esperados puede ser debida
a las diferencias entre las secuencias de los genes entre formas especiales del hongo,
pues se ha observado que existe una gran variacion entre las secuencias de algunos genes
six entre formas especiales de Fusarium oxysporum e incluso entre razas de una misma

forma especial (Fraser-Smith et al., 2014; Lievens et al., 2009).
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Figura 3.10. Curvas de fusion obtenidas correspondientes a los genes sod (azul), sed
(naranja), six7 (verde), six10 (rojo) y tub (morado) en plantas de clavel infectadas con Fod.

La linea verde corresponde al gen tub, el cual fue empleado como control positivo.

En este estudio es particularmente importante evaluar el control negativo con RNA extraido
de plantas no inoculadas, puesto que no sélo permite comprobar que no existe
contaminacion alguna de reaccion y que no existe formacion de dimeros u homodimeros
de los cebadores, sino que también permite demostrar que los cebadores utilizados para
la amplificacion son especificos para la region de interés del RNA del hongo y que no

amplifican en otras regiones del RNA de la planta, lo cual permite reducir el efecto de otras
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variables presentes en las muestras y arroja mas confiabilidad en los resultados obtenidos
(Moldovan & Moldovan, 2020). Asi mismo, el uso de controles negativos también es una
herramienta importante para la caracterizacion por PCR de organismos con caracteristicas
especificas, como es el caso de los hongos aflatoxigénicos, Hashemi y colaboradores
desarrollaron una técnica para la deteccion de este tipo de hongos mediante PCR, a través
de la amplificacion especifica del gen aflR teniendo como controles negativos RNA de

Aspergillus niger, Penicillium expansum'y Fusarium verticillioides (Shooshtari et al., 2007).

Por lo anterior, para garantizar que los pares de cebadores no amplificaran en plantas no
inoculadas con Fod, se realizé una RT-gPCR utilizando como plantilla cDNA obtenido a
partir de RNA de raices de clavel no infectadas de la variedad Mizuki, la cual es susceptible
a Fod. En la figura 3.10 se muestran las curvas de fusion obtenidas para los genes de
interés en plantas de clavel infectadas con Fod, donde se observa una buena amplificaciéon
de cada uno de los genes, sin formacion de dimeros y sin presencia de inespecificidades
que puedan afectar los resultados. Por otro lado, en la figura 3.11 se presentan los
resultados obtenidos para la amplificacion, donde se observa que los pares de cebadores
pueden ser utilizados para los ensayos, puesto que no se observa la formacion de

amplimeros en el cDNA de plantas no inoculadas con Fod (lineas continuas).
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Figura 3.11. Verificacion por RT-gPCR de la expresion de los genes sed4 (naranja), sod1
(azul), six7 (verde) y six10 (rojo) en plantas de clavel infectadas (lineas punteadas) y no

infectadas (lineas continuas).
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En las figuras 3.12, 3.13, 3.14 y 3.15 se presentan los niveles transcripcionales
determinados por cuantificacion relativa a tub para los genes sod1, sed4, six7 y six10,
respectivamente. Debido a que en los controles y en el tiempo 0 no hay presencia del
patégeno, no hubo amplificacion de los genes de interés, lo que comprueba que los pares

de cebadores utilizados amplifican de manera especifica los genes del patégeno.

Como puede observarse en la figura 3.12, tanto en la variedad resistente (A), como en la
variedad susceptible (B) en las plantas tratadas con tiamina hay una disminucion
significativa de los niveles transcripcionales de sod1 en casi todos los tiempos lo cual indica
que la aspersion foliar con tiamina en ambas variedades posee un efecto en las raices
afectando probablemente el avance del patégeno y eventualmente la expresion de sod1

del hongo.

De igual modo, se observa que los niveles transcripcionales de sod?1 son moduladas
diferencialmente en funcién del tiempo y del nivel de resistencia de la planta, obteniéndose
un maximo a las 48 hpi en la variedad resistente y a las 24 hpi en la variedad susceptible;
lo cual concuerda con los resultados esperados pues permite corroborar que la infeccidon

del hongo en la planta se da mas facilmente en la variedad susceptible.

La secrecidon de superoxido dismutasa por parte de hongos durante su interaccién con
plantas se ha evidenciado también en estructuras de Gigaspora margarita presentes en
las raices de Lotus japonicus y Medicago truncatula; en Aspergillus niger, donde la delecion
del gen sodC disminuye su virulencia en la pera blanca china (Pyrus bretschneideri),
disminuyendo el desarrollo de la lesion (Chen et al., 2017); y en Fusarium graminearum,
donde se observé que la mutacion del gen sod7 reduce significativamente el crecimiento
de las hifas y la virulencia (Yao et al., 2016). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos,
junto con la anterior evidencia de la secrecion de la enzima Cu-Zn SOD1 por Fod en el
apoplasto de clavel usando herramientas protedmicas, es probable que esta enzima
cumpla un papel importante en la infeccién y colonizacién del clavel por Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi contribuyendo a la regulacion de especies reactivas de oxigeno
en el apoplasto de las raices; se ha reportado que en genotipos susceptibles, no existe un
aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno probablemente en parte, por la

accion de este tipo de enzimas antioxidantes por parte del hongo (Cuervo Plata, 2017).
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Figura 3.12. Niveles de trascripcion in planta de sod1 de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
en dos variedades de clavel, A: Golem (Resistente) y B: Mizuki (Susceptible). Las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

El tratamiento con tiamina en las plantas de clavel susceptibles disminuyo
significativamente los niveles de transcripcion de sod7 en la mayoria de los tiempos pos —
inoculacion, esto concuerda con los resultados obtenidos durante la determinacién in vitro

de este gen e indica que posiblemente, se presente traslocacion de la tiamina a la raiz. La
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disminucion de los niveles de ARNm del gen sod? también puede deberse a que un
aumento de la tiamina en el apoplasto de la raiz, genere la accién protectora contra el
estrés oxidativo disminuyendo la oxidacion por radicales libres, ya que la tiamina puede
reaccionar con estos y generar tiocromo y disulfuro de tiamina (Lukienko et al., 2000). Se
tienen reportes de que la tiamina induce tolerancia al estrés oxidativo y disminuye la
produccion de especies reactivas de oxigeno en Arabidopsis (Tunc-Ozdemir et al., 2009).
Asi mismo, estudios previos realizados en nuestro grupo, han demostrado que la
regulacién de las especies reactivas de oxigeno por la actividad antioxidante es importante
en esta interaccion planta-patégeno (Cuervo Plata, 2017; Martinez Gonzalez, 2019). De
esta manera, es posible que la tiamina ademas de generar un aumento en la resistencia
genere un ambiente reductor que permita una disminucion en la expresién de sod1 del
patégeno. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios que permitan establecer cuales
son los cambios bioquimicos y moleculares inducidos por la aspersion foliar con tiamina
en las plantas de clavel y determinar el efecto de la tiamina en el crecimiento del hongo

directamente en los tejidos de la planta.

En la figura 3.13 se presentan los niveles transcripcionales determinados para el gen sed4,
donde se observa que, tanto en la variedad susceptible como en la variedad resistente, los
niveles de sed4 de Fod aumentan significativamente en las plantas tratadas con tiamina a
las 12, 48 y 96 horas pos-inoculacion. Asi mismo se evidencia que la presencia de tiamina
en la variedad susceptible induce la expresion de sed4 (nivel maximo a las 48 hpi) a
tiempos mas tempranos en comparacion con el control (nivel maximo a las 96 hpi),
mientras que en la variedad resistente en los dos tratamientos se obtuvieron los niveles de
trascripcién maximos a las 96 hpi. Estos resultados demuestran que el tratamiento con

tiamina en las plantas de clavel favorece la induccion del gen sed4 en el hongo.

Al igual que como ocurre con el gen sod1, la transcripcién in planta de sed4 es regulada
diferencialmente en funcion del tiempo pos-inoculacién, pues en la variedad susceptible se
observé un aumento progresivo de los niveles transcripcionales de sed4 a partir de las 24
hpi. La transcripcion en tiempos tempranos de este gen concuerda con lo hallado por
Ramirez, donde se evidencié que los niveles transcripcionales maximos de p/ (el cual es
un gen codificante para pectato liasa) y prt (el cual codifica para una proteasa), se alcanzan

a las 24 y 96 hpi, respectivamente (Ramirez Vargas, 2014). La expresion en tiempos
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tempranos de estos genes puede indicar que cumplen papeles importantes en la infecciéon
y colonizacion del patégeno.
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Figura 3.13. Niveles de trascripcion in planta de sed4 de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
en dos variedades de clavel, A: Golem (Resistente) y B: Mizuki (Susceptible). Las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

Los niveles transcripcionales in planta obtenidos de sed4 muestran que se obtiene una

acumulacion diferencial de ARNm de este gen en funcion del tratamiento. Se evidencia

que en la variedad susceptible a las 12, 24 y 48 hpi los niveles transcripcionales de sed4

aumentan debido a la aspersion foliar de las plantas con tiamina, mientras que en la
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variedad resistente este aumento se observa a las 12, 24 y 96 hpi. La induccién de sed4
podria ser debida a un aumento en la secrecién de proteinas por parte de la planta debido
a su papel como inductor de resistencia, lo cual desencadenaria un aumento en los
sustratos disponibles para esta enzima. No se debe olvidar que este compuesto también
es un factor importante en la biosintesis de algunos aminoacidos y funciona como un
cofactor de enzimas metabdlicas de aminoacidos de cadena ramificada (Du et al., 2011).
De esta manera un aumento en los niveles de proteinas presentes en las plantas genera
un cambio en los patrones de transcripcién de sed4 de Fod; es posible que este inicie la
generacion de proteinas que hidrolicen las proteinas involucradas en esta respuesta de

defensa de la planta como estrategia de virulencia.

Se han realizado estudios que demuestran que varias de estas enzimas son esenciales
para la virulencia de patdgenos fungicos, se tienen reportes de que Puccinia striiformis f.
sp. tritici induce el gen PsSOD?2 (el cual codifica para una superéxido dismutasa de cobre)
durante la infeccién en trigo, asi mismo el knockdown de este gen reduce la virulencia del
patégeno, restringe el desarrollo de las hifas y aumenta la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (Zheng et al., 2020). Por su parte, el gen VdSOD1, el cual codifica
para una superoxido dismutasa de Cu/Zn en Verticillium dahliae contribuye a la infeccion
de este patdgeno en algodon, puesto que se ha observado que la delecién de este gen
disminuye la severidad de los sintomas de la enfermedad y restringe hasta en un 65% el
crecimiento del patégeno dentro de la planta (Tian et al., 2021). Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos es posible considerar al gen sod?1 de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi como un factor de virulencia, puesto que contribuye a la infeccion y colonizacion de

Fod en clavel, contribuyendo posiblemente a la supresion de las defensas de la planta.

Algunas proteasas, por su parte, han sido consideradas como efectores en diversos
patégenos, especialmente bacterias, como es el caso del efector HopN1 de Pseudomonas
syringae, el cual es una cistein-proteasa inyectada a través del sistema de secrecion tipo
3 (T3SS), capaz de suprimir la muerte celular programada e incluso la produccion de
especies reactivas de oxigeno por parte de la planta (Rodriguez-Herva et al., 2012). Por
su parte, Botrytis cinerea induce el gen Bcser2 (el cual codifica para una proteasa del tipo
subtilisina) durante su infeccidén en Arabidopsis thaliana, de igual modo, ya que la delecion

de este gen afecta la conidiacion y disminuye la virulencia del patégeno, ha sido postulado
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como candidato a efector en Botrytis cinerea (Liu et al., 2020). Teniendo en cuenta lo
anterior y con base en los resultados obtenidos el gen sed4 puede postularse como un
candidato a efector en Fusarium oxysporumf. sp. dianthi, puesto que es inducido en etapas
tempranas de la infeccidén en clavel contribuyendo a la colonizacion del patégeno en la

planta.

Los genes six son particularmente importantes en la especie Fusarium oxysporum, puesto
que se ha encontrado que estos genes no solo cumplen papeles importantes en la
patogenicidad de las diferentes formas especiales de la especie Fusarium oxysporum sino
que también contribuyen a la especificidad del patégeno por su hospedero (Ponukumati et
al., 2019). Por lo anterior, la familia de genes six son considerados uno de los mas
importantes efectores de Fusarium oxysporum, ya que codifican para proteinas pequefas
ricas en cisteina que promueven la infeccion del patégeno y suprimen las respuestas
inmunes de la planta (Rep et al., 2004), asi mismo, se han encontrado niveles de
transcripcion muy bajos de estos genes en cepas aisladas de Fusarium oxysporum
presentes en ecosistemas naturales que no son patogénicas (Rocha et al., 2016). Sin
embargo, hasta el momento estos genes no habian sido estudiados a nivel transcripcional
en RNA de Fusarium oxysporum f. s. dianthi, por lo que es importante mencionar que este
estudio constituye el primer reporte de la expresion de genes six durante la infeccion de

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en clavel.

En la figura 3.14. se encuentran los niveles transcripcionales determinados para el gen
six7 de Fod en las dos variedades de clavel, en el caso de la variedad Golem (Figura
3.14A) se observa una disminucion de los niveles transcripcionales de six7 a las 12,48 y
96 hpi en la plantas tratadas con tiamina en comparacion con su control; mientras que en
la variedad Mizuki (Figura 3.14B) se observa en primer lugar un aumento de los niveles
transcripcionales de six7 a las 12 hpi y posteriormente una disminucion de estos a las 24
y 96 hpi. Estos resultados indican que, en general la aspersion foliar de tiamina en las
plantas de clavel causa una disminucién de los patrones transcripcionales de six7 en

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.
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Figura 3.14. Niveles de trascripcion in planta de six7 de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
en dos variedades de clavel, A: Golem (Resistente) y B: Mizuki (Susceptible). Las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

En la figura 3.15 se presentan los niveles de transcripcion in planta de six10 de Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi en las dos variedades de estudio Golem (Figura 3.15A) y Mizuki

(Figura 3.15B). En estas gréficas, se evidencia que en la variedad Golem, el tratamiento
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de las plantas con tiamina disminuye significativamente los niveles transcripcionales del
gen six10 de Fod a las 48 y 96 hpi, mientras que en la variedad Mizuki se observa un
aumento de la transcripcion de este gen a las 12 hpi debido al tratamiento de las plantas
con tiamina y una disminucion de los niveles transcripcionales de six70 a las 48 y 96 hpi.
Estos resultados muestran que el tratamiento de las plantas con tiamina tiene un efecto
significativo sobre los niveles transcripcionales de six710 de Fusarium oxysporum f. sp.

dianthi, disminuyendo en general la transcripcion del gen.

En el patosistema Clavel — Fusarium oxysporum f. sp. dianthi los resultados evidenciaron
la expresion de dos homologos de genes six: six7 y six10, los cuales solo fueron
detectados in planta, lo cual podria sugerir que la transcripcion de estos genes esta dirigida
exclusivamente para contribuir a la infeccion y colonizacion de la planta. Asi mismo, se
observo que estos dos genes son expresados en etapas tempranas de la infeccion; en el
caso de six7 se observa que sus niveles transcripcionales aumentan a lo largo del tiempo
obteniéndose un maximo hasta las 48 hpi en la variedad resistente (Figura 3.14A), mientras
que en la variedad susceptible (Figura 3.14B) se observé una modulaciéon de la
transcripcidon de six7 a lo largo del tiempo, obteniéndose un maximo a las 96 hpi en las
plantas control. Por su parte, en los resultados obtenidos para six70 se evidencia un
aumento gradual de los niveles de transcripcion de este gen a lo largo del tiempo en las
plantas control en las dos variedades estudiadas, asi mismo se observa el maximo de la
expresion de este gen a las 48 hpi. La expresion en tiempos tempranos de los genes six
concuerda con lo obtenido en otros patosistemas; en Fusarium oxysporum f. sp. pisi se
encontré que six1, six6, six7, six9, six10, six11, six12, six13 y six14 son expresados en
etapas tempranas de la infeccién, sugiriendo que poseen un papel en la virulencia del
patogeno. Asi mismo, en este patosistema también se evidencié que tanto six7 como six70
aumentan su expresion gradualmente en funcion del tiempo, con un aumento significativo

de los niveles de transcripcion a las 72 hpi (Jenkins et al., 2021).
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Figura 3.15. Niveles de trascripcion in planta de six10 de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
en dos variedades de clavel, A: Golem (Resistente) y B: Mizuki (Susceptible). Las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

Las proteinas SIX han sido reportadas como pequefios efectores secretados en el xilema
por diferentes formas especiales de Fusarium oxysporum, los cuales contribuyen a la
virulencia de estos patogenos (Jangir et al., 2021). Asi mismo, se ha encontrado que

algunos genes six actuan como factores de avirulencia en el patosistema tomate —
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Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, tales como six1, six3y six4 los cuales codifican para

las proteinas Avr3, Avr2 y Avr1, respectivamente (Takken & Rep, 2010).

En cuanto al efecto del tratamiento de las plantas con tiamina sobre los niveles de
transcripcién de six7 y six10, se observa, como se mencioné anteriormente una
disminucion de la transcripcion de los dos genes de Fod en las dos variedades de clavel
estudiadas, aunque siendo este efecto mas notorio en el caso de la variedad Golem
(variedad resistente). Estos resultados concuerdan con lo esperado, puesto que se ha
observado que algunos inductores de resistencia en plantas pueden llegar a disminuir la
transcripcion de algunos efectores provenientes del patdgeno. Tal es el caso del
patosistema Tomate — Pseudomonas syringae pv., donde se observo que la adicion de
acido hexanoico en las plantas afecta la expresion génica de algunos genes relacionados
con patogenicidad y virulencia de Pseudomonas syringae en condiciones in planta,
disminuyendo significativamente los niveles de expresion de PsrA (un regulador del
establecimiento del quorum sensing) y avrPtoB (un gen responsable de la sintesis de
efectores), y evidenciando asi una disminucion de la virulencia del patégeno y de los
sintomas de la enfermedad en las plantas de tomate (Scalschi et al., 2014). En hojas de
tabaco se ha encontrado que la adicién de un diterpenoide aislado de Wedelia trilobata
(30-Angeloyloxy-9B-hydroxy-ent-kaur-16-en-19-oic  acid) puede inducir resistencia
sistémica hacia el virus del bronceado del tomate (TSWV), esto a través de la acumulacién
de acido jasmonico y de la inhibicion de la expresion de algunos genes relacionados con
virulencia de TSWV como NSs, NSm y RdRp, donde se obtuvo una tasa de inhibicién del
74% para NSs, del 57% para NSmy de cerca del 26% para RdRp (Zhao et al., 2019).

Por otro lado, la modulacién en la expresién de los genes six7 y six10 de Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi derivada de la aspersion foliar con tiamina de las plantas de clavel,
puede deberse a un posible cambio en el pH del ambiente ocasionado por una posible
activacion de los mecanismos de defensa de la planta. Esto debido a que se ha observado
la concentracion de protones en el ambiente del hospedador puede afectar ya sea positiva
0 negativamente tanto el crecimiento del patdgeno como su habilidad para suprimir los
mecanismos de defensa de la planta (Eshel et al., 2002; Merhej et al., 2012). Se tiene
evidencia de que los hongos filamentosos son capaces de medir la concentracion de
protones con el fin de activar diferentes sistemas de regulacion como la via PAL que en

condiciones alcalinas activa el factor de transcripcion PacC, el cual regula la transcripcion
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de genes sensibles al pH, tales como pectato liasas (pelB), endoglucanasas y lacasas
entre otras (Velho et al., 2018). Asi mismo, se ha observado que algunas especies de
Fusarium sp. son capaces de regular el pH del ambiente con el fin de facilitar la infeccién
y aumentar su virulencia, activando la transcripcion de genes relacionados con virulencia
tales como proteasas, transportadores ABC (ATP-binding cassette transporters) vy
policétido sintasas (PKS) (Sanchez-Rangel et al., 2018). No obstante, es necesario realizar
mas estudios para comprobar esta hipétesis, puesto que hasta el momento no se tiene

informacion acerca de la funcion especifica de SIX7 y SIX10 ni de su localizacion celular.

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacién ponen en evidencia que la
tiamina posee un efecto en el crecimiento del patégeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,
asi como en la modulacion de los niveles transcripcionales de algunos genes relacionados
con virulencia de Fod, tanto en condiciones in vitro como in planta. Estos resultados indican
que el uso de tiamina como inductor de resistencia no solo altera las respuestas
bioquimicas de la planta sino también puede llegar a afectar tanto el crecimiento como la
expresion de genes relacionados con la virulencia del patégeno, estos hallazgos pueden
llegar a sugerir que la tiamina posee, ademas de su efecto como inductor de resistencia,
un efecto directo en el hongo, con lo cual es posible que se el tratamiento de las plantas
con tiamina haya generado una induccion de la biosintesis de tiamina en 6rganos distales
como la raiz o que incluso el compuesto se haya traslocado desde las hojas de la planta
hasta la raiz. No obstante, es necesario realizar mas analisis que permitan comprobar esta

hipotesis.

Hasta el momento no se tienen reportes del efecto de los inductores de resistencia sobre
la expresion de genes relacionados con virulencia en Fusarium oxysporum u otros hongos
patogenos, puesto que este trabajo constituye uno de las primeros estudios en este campo
y establece el punto de partida para futuras investigaciones que permitan esclarecer los
cambios que se producen no solo a nivel transcripcional, sino también a nivel proteico o
incluso metabdlico en Fusarium oxysporum f. sp. dianthi derivados de la adicion de la
tiamina como inductor de resistencia en las plantas de clavel; asi como ahondar en el
mecanismo de accion de la induccion de resistencia por la aspersion foliar de tiamina en

la planta y en las rutas de defensa involucradas.
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4.Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta investigacion revelaron que, al igual que como ocurre en
otros hongos patégenos, la tiamina posee un efecto inhibitorio del crecimiento micelial en
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi tanto en medio sélido como en medio liquido. La
presencia de tiamina en el medio PDA inhibié el crecimiento de Fod en un 12% a la
concentracion de 2 mMy en un 20% a la concentracion de 3 mM; mientras que en el medio
Czapek-Dox-Broth, la presencia de tiamina inhibié el crecimiento de Fod en mayor
proporcion llegando a un 21% en la concentracion de 0.8 mM, 61% en la concentracion de

2mMy 68% en la concentracion de 3 mM.

La amplificacion de los genes six7 y six10 solo en el cDNA obtenido a partir del RNA de
plantas de clavel inoculadas con Fod y no en condiciones in vitro, asi como su expresion
significativa en etapas tempranas de la enfermedad ponen en evidencia que estos genes
cumplen papeles importantes durante la infeccion de Fod en clavel. Adicionalmente, es
importante resaltar que este estudio constituye en primer reporte que se tiene sobre la

expresion de genes six durante la infeccion de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en clavel.

La evaluacion de los niveles transcripcionales de sod?y sed4 en condiciones tanto in vitro
como in planta reveld que la presencia de tiamina en el medio interfiere significativamente
en la regulacion de la transcripcion de estos, actuando como inductor positivo de la

transcripcién del gen sed4, y como inductor negativo en el caso del gen sod1.

La aspersion foliar de tiamina sobre las plantas de clavel de la variedad Mizuki disminuye
la severidad de la enfermedad causada por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi hasta en un
32%, asi mismo se observé que el progreso de la enfermedad disminuye en un 22%;
resultados que comprueban que la aplicacion de esta sustancia aumenta a resistencia de

las plantas de clavel al patogeno.
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La transcripcion en etapas tempranas de la infeccion de sod7 evidencian que la superdxido
dismutasa cumple un papel importante en la infeccién y colonizacion del clavel por
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, ya que contribuye a la regulacién de especies reactivas
de oxigeno en el apoplasto de las raices del clavel. Asi mismo, la disminucion de los niveles
de transcripcion de sod? de Fod debida a la aspersion foliar de las plantas de clavel con
tiamina indica que este compuesto tuvo un efecto sobre los mecanismos de defensa de la

planta afectando el avance del patégeno.

En las plantas tratadas con tiamina se observé una induccion del gen sed4 de Fod, en las
dos variedades estudiadas, obteniéndose un aumento significativo de los niveles de
transcripcidén de este gen en casi todos los tiempos evaluados y el nivel maximo a las 48
hpi en la variedad susceptible y a las 96 hpi en la variedad resistente. Estos resultados
indican que la aspersion foliar de las plantas de clavel con tiamina inducen la expresion de
sed4, ademas de mostrar que este gen se modula diferencialmente en funcién del grado
de resistencia de la planta infectada sugiriendo que cumple un papel importante en la

virulencia del patégeno.

La induccion de la transcripcion de los genes six7 y six10 en condiciones in planta
exclusivamente, sugiere que estos genes cumplen papeles especificos que contribuyen a
la infeccion de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en clavel. Asi mismo, la transcripcion
especifica de solo six7 'y six10 con respecto a los cuatro genes six inicialmente esperados
sugiere que estos genes cumplen papeles importantes en la especificidad de la forma

especial de Fusarium oxysporum con respecto a su hospedero.

La aspersion foliar de tiamina en las plantas de clavel causa una disminucion de los
patrones transcripcionales de six7 en Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. En la variedad
Golem se observo una disminucion de los niveles transcripcionales de a las 12, 48 y 96 hpi
en las plantas tratadas con tiamina, mientras que en la variedad Mizuki se observo en
primer lugar un aumento de los niveles transcripcionales de six7 a las 12 hpi y

posteriormente una disminucion de estos a las 24 y 96 hpi.

Se obtuvo una disminucion de los patrones de transcripcion de six70 debida al tratamiento

de las plantas de clavel con tiamina. En las dos variedades estudiadas, Golem y Mizuki,
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se observo una disminucién de los niveles transcripcionales de six70 de Fod a las 48 y 96

hpi.

Los niveles de transcripcion diferenciales de cada uno de los genes de interés en funcion
del grado de resistencia de la variedad evidencian que estas cumplen papeles importantes

en la infeccion y colonizacion del patégeno.

La modulacion de los niveles transcripcionales de los genes de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi evaluados debido a la aspersion foliar de las plantas de clavel con tiamina
evidencian que este compuesto afecta significativamente tanto los mecanismos de defensa
de la planta como los mecanismos de infeccion del patégeno, lo cual sugiere una posible
traslocacion de la tiamina hacia las raices de la planta. No obstante, es necesario realizar
mas investigaciones que permitan comprender el modo de accién de esta regulacion
transcripcional y profundizar en los mecanismos de accién de la tiamina como inductor de

resistencia.






5. Recomendaciones

Se propone en un futuro realizar ensayos que permitan verificar si la tiamina se transloca
desde las hojas hasta las raices de las plantas de clavel, con el fin de esclarecer el
mecanismo mediante el cual la aspersién foliar con tiamina afecta los niveles

transcripcionales de algunos genes de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.

Se recomienda realizar ensayos de actividad de superoxido dismutasa en las plantas de
clavel inoculadas con Fod y previamente tratadas con tiamina con el fin de complementar

los estudios realizados y verificar que la modulacion ocurra a nivel enzimatico.

Se sugiere realizar evaluaciones del efecto de la tiamina sobre la germinacién de esporas

de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.

Es conveniente realizar la secuenciacion de los amplimeros obtenidos por PCR de los
genes six7 y six10 con el fin de establecer si existe una relacion con otras formas
especiales de Fusarium oxysporum derivada de una posible transferencia genética

horizontal y si contribuyen a la adaptacion del patégeno con su hospedero.

Es importante que en un futuro se realicen ensayos que permitan esclarecer la funcion
especifica de los genes six7 y six10 en Fusarium oxysporum f. sp. dianthi durante su

interaccion con el clavel.












A. Anexo: Vista microscopica de
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.
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Caracteristicas microscopicas de aislados de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi cultivados
en diferentes medios: (A) Czapek dox broth. (B) Czapek dox broth + Tiamina 0.8 mM (C)
Czapek dox broth + Extracto de Hojas 1% (D) Czapek dox broth + Extracto de Hojas 1% +
Tiamina 0.8 mM.



B. Anexo: Eficiencias de reaccion
para los genes evaluados.
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