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RESUMEN

La agricultura moderna demanda la generacidon de nuevas alternativas para el control de
plagas y enfermedades agricolas que sean menos toxicas y efectivas. Recientemente, se le ha
atribuido una nueva funcion al DNA extracelular (¢éDNA) homologo, la cual consiste en
mediar la inhibicion del crecimiento del organismo del cual proviene. Lo anterior ha sido
entendido como un fendmeno de respuesta a estrés, en donde el reconomiento del eDNA por
las células es indicativo de un medio hostil y, por lo tanto, actiia como un “Patréon Molecular
Asociado a Dafio” (DAMP). Este fenomeno ha sido propuesto como una posible alternativa
para la generacion de productos de tipo herbicida. En el presente trabajo se evaltio dicho
fendémeno para generar la inhibicion especifica de los microorganismos fitopatdgenos
Fusarium oxysporum y Phytophthora spp., por medio de ensayos de exposicion directa de
los fitopatdgenos a su propio eDNA a diferentes concentraciones, estimando la germinacion
de espora, niveles de metilacion del DNA y la actividad enzimatica superdxido dismutasa
(SOD) y catalasa (CAT). Dosis de 500 ug/mL del eDNA homoélogo causaron una reduccion
significativa en la germinacion de espora de ambos fitopatdogenos; ademads, se observo que
eDNA heterdlogo, proveniente de lechuga (Lactuca sativa), no gener6 dicho efecto; por lo
tanto, los resultados indican que el tratamiento es especie-especifico. Por otro lado, se
identifico el aumento de la actividad SOD y CAT en ambos fitopatdégenos después de la
aplicacion de eDNA homologo, por lo que el fendmeno de inhibicion indica estar relacionado
con el proceso de estrés oxidativo. Ademas, cambios en la metilacion del DNA gendmico
fueron observados, vinculando al fenémeno a modificaciones en la expresion génica. Asi
mismo, se establecio la aplicacion de eDNA en un sistema de infeccion de plantula de chile
con_P. capsici, observando efectos negativos en la prevencion de enfermedad, por lo que
estudios de dosis-patégeno serdn necesarios para corroborar el resultado. A partir de los
resultados anteriores, se concluye que el eDNA inhibe la germinacién de espora de los
fitopatogenos estudiados a concentraciones de 500 ug/mL en ensayos in vitro, y funge como

DAMP al activar respuestas relacionadas con el estrés.

Palabras clave: eDNA, DAMP, estrés oxidativo, control bioldgico
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SUMMARY

Modern agriculture demands the generation of new effective and less toxic alternatives for
the control of agricultural pests and diseases. Recently, a new function has been attributed to
homologous extracellular DNA (eDNA), which is to mediate the growth inhibition of the
organism from which it comes. This has been understood as a stress response phenomenon,
where the recognition of the eDNA by the cells indicates a hostile environment and,
therefore, acts as a "Damage Associated molecular Pattern" (DAMP). This phenomenon has
been proposed as a possible alternative for the generation of herbicide-type products. In the
present work, the specific growth inhibition phenomenon was evaluated in the
phytopathogenic microorganisms Fusarium oxysporum and Phytophthora spp., through tests
of direct exposure of the plant-pathogens to their.own eDNA at different concentrations,
estimating spore germination, levels of DNA methylation and enzyme activity of superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT). Homologous eDNA doses of 500 pg/mL caused a
significant reduction in spore germination of both plant pathogens; in addition, it was
observed that heterologous eDNA, derived from lettuce (Lactuca sativa), did not generate
this effect; therefore, the results indicate that the treatment is specie-specific. On the other
hand, the increase in SOD and CAT activity in both phytopathogens was identified after the
application of homologous eDNA, so the inhibition phenomenon indicates to be related to
the oxidative stress process. Furthermore, changes in genomic DNA methylation were
observed, linking the phenomenon to modifications in gene expression. Likewise, the
application of eDNA was established in the infection system of pepper seedlings with
Phytophthora capsici, observing negative effects in the prevention of disease, therefore,
dose-pathogen studies will be necessary to corroborate the result. From the above results, it
is-concluded that eDNA inhibits spore germination of the studied plant-pathogens at
concentrations of 500 pg/mL in in vitro assays, and functions as DAMP by activating stress

related responses.

Key words: eDNA, DAMP, oxidative stress, biological contro
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1. INTRODUCCION

El uso de pesticidas quimicos para el combate de organismos fitopatdgenos es necesario en
la produccion agricola moderna; lo anterior se deriva de la creciente demanda de alimentos
debido al aumento de la poblacion mundial (Oerke, 2005; Zhang, 2018; Hedlund ef al., 2019;
Reeves ef al., 2019). De hecho, aproximadamente un tercio de los productos agricolas son
producidos por medio del uso de pesticidas (Liu et al., 2002; Zhang et al., 2011). Por ejemplo,
los fungicidas son usados en el 80% de los cultivos de vegetales y de frutas en Estados Unidos
(Zhang, 2018). Este uso se hace necesario ya que se estima que sin-el control de plagas y
enfermedades se podrian generar pérdidas agricolas de hasta un 40% de rendimiento del
cultivo (OECD-FAO; 2012). Sin embargo, el sobreuso de los pesticidas y la contaminacion
por su uso ha incrementado (Zhang y Liu, 2017). Entre los principales problemas encontrados
por el sobreuso de pesticidas estan: 1) la acumulacion en alimentos, suelos y aguas (Fan,
2017); 2) afectaciones a organismos benéficos y fauna silvestre (Serrano y Galindo, 2007;
Mancini et al., 2019; Al Naggar y Boaer, 2019); 3) resistencia inducida de organismos
fitopatogenos del suelo (Hideo, 2006; Hawkins et al., 2019); y 4) efectos negativos sobre la
calidad de vida de las poblaciones - humanas (USDHHS,1992; UNEP, 1995; Hedlund et al.,
2019).

El control de organismos fitopatdgenos habitantes del suelo es dificil de lograr debido a su
gran variedad y cantidad, lo que implica el desarrollo de nuevos pesticidas y a su vez genera
un incremento en el costo de los mismos (Zavaleta, 1987). En México, en la agricultura
contemporanea el combate de plagas y enfermedades llega a representar hasta un 20% o mas
del costo de produccion, dependiendo de la severidad del dafio causado por los organismos
fitopatogenos (Serrano y Galindo, 2007). Actualmente, las metodologias para el desarrollo
de pesticidas siguen un método convencional que se basa en el anélisis al azar de compuestos
bioactivos, y siguen presentando las limitantes de contaminacion ambiental, dafio a
organismos no plaga e induccion de resistencia del organismo a ser controlado (Mazzoleni

et al., 2014; Serrano y Galindo, 2007). Las alternativas como el control bioldgico se



encuentran en auge, pero a pesar de los avances en este campo siguen manteniéndose por

debajo, un 20-30% en paises desarrollados, del uso de pesticidas global (Zhang, 2018).

Lo anterior permite observar que la agricultura demanda la disminucion del uso de pesticidas
quimicos y la buisqueda de nuevas alternativas de control de enfermedades que sean
amigables con el medio ambiente y no toxicas; asi como una eficiente produccion agricola
de alimentos saludables (Montes, 1996, Lopez et al., 2005; Reeves et al, 2019). Por tal
motivo, a través de nuestro quehacer cientifico es posible la busqueda de.nuevas opciones
que resulten en soluciones de una problematica de cardcter nacional y mundial; mediante la
generacion de nuevos productos con actividad antimicrobiana que puedan ser usados en el
control de fitopatdgenos. De esta manera, el descubrimiento del efecto de inhibicién de
crecimiento observado sobre diferentes tipos de organismos (como bacterias, hongos,
plantas, animales, protozoarios y algas) el cual es. mediado por la aplicacién de Acido
desoxirribonucleico extracelular (eDNA) homologo (Mazzoleni et al., 2015 a,b), sugiere una
novedosa estrategia que puede ser aplicada como un método de control biologico. Esta
actividad de inhibicion ha sido atribuida-al eDNA homologo, es decir DNA que pertenece a
la misma especie y que se encuentra de forma extracelular, al encontrar que esta molécula
tiene un rol como Patron Molecular Asociado a Dano (DAMP-Damage Associated
Molecular Patter); por lo que puede ser “sensado” como un factor de estrés que indica un
medio hostil no apto para la supervivencia (Veresoglou et al., 2015; Duran y Heil, 2014;
Barbero et al, 2016; Vega-Muioz et al., 2018), lo cual puede generar un efecto fenotipico
como la disminucion del crecimiento. Surgiendo de esta manera las preguntas de
investigacion ;Podra el eDNA homologo fungir como una molécula de inhibicion del
crecimiento/antimicrobiana de fitopatogenos?, y ;Cudles podrian ser las respuestas de estrés
de los organismos asociadas a este fenomeno? Por otro lado, al tratarse de una molécula
organica presente en la naturaleza, se vuelve un excelente candidato para mitigar los
problemas de contaminacion y toxicidad encontrados en los pesticidas actuales.

Con el presente trabajo se busca describir el efecto que tiene la aplicacion del eDNA
homologo sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatogenos Fusarium oxysporum

v Phytophthora spp. los cuales afectan a muchos cultivos de interés comercial como jitomate,



chile, maiz, ajo, papa, arroz, entre otros (Fernandez et al., 2007). Asi como encontrar una
posible respuesta metabolica de estrés que pueda causar dicho efecto en los organismos

fitopatogenos.

2. ANTECEDENTES

2.1 Patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs-Damage-Associated Molecular
Patterns’)

A través de la evolucion todos los organismos han desarrollado mecanismos variados para
enfrentar estrés de tipo bidtico y abidtico, para asi mantener su homeostasis. El éxito para
poder contrarrestar dicho estrés se basa en la capacidad inmune de poder identificar los
posibles peligros que rodean al organismo, seguido de la activacion de cascadas de
sefializacion que coordinan una respuesta especifica para eliminar y reparar el dafio (Choi y
Klessig 2016; Hou et al., 2019; Saijo y Loo 2020). Las plantas, por ejemplo, al ser atacadas
por otros organismos perciben sefiales de peligro a través de dos vias principalmente. A través
de la via del “reconocimiento de lo propio” en donde participan moléculas conocidas como
patrones moleculares asociados ‘a dafio (DAMPs-por sus siglas en inglés ‘Damage-
Associated Molecular Patterns’), y a través del “reconocimiento de lo no propio”, que seran
moléculas exdgenas conocidas como los patrones moleculares asociados a microbios
(MAMPs) y protones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) (Vega-Muifioz et al.,
2018).

Los DAMPs son moléculas conservadas evolutivas originadas en el propio anfitrién que
permiten a los organismos reconocer el “dano propio” (Heil, 2009) cuando estos aparecen en
compartimentos anormales de manera extracelular o, si se trata de moléculas mitocondriales
o nucleares, en citoplasma (Heil y Land, 2014, Yatim et al., 2017). Es decir, estas moléculas
permanecen invisibles al sistema inmune cuando mantienen su rol fisioldgico en estado
normal, pero se hacen visibles (inmunogénicas) en situaciones de peligro (Heil y Vega,
2018). Se ha demostrado que los DAMPs activan senales de defensa como la generacion de

especies reactivas del oxigeno (ROS), aumento en los flujos de calcio intracelular (Ca*") y la



activacion de quinasas activadas por mitdgeno (MAPKs) (Heil y Land, 2014; Duran y Heil,
2016).

Se considera una sefial de peligro a fragmentos de DNA mitocondrial o nuclear que se
encuentran de forma extracelular o citosodlica debido a que es indicativo de diversos tipos de
disfuncion celular, como pérdida de la integridad mitrocondrial, nuclear o de la célula entera
(O’Neill, 2013). De la misma manera el ATP extracelular (eATP), DNA extracelular (¢eDNA)
o DNA de doble cadena (dsDNA) citosdlicos del propio anfitrion actian como DAMP
(Duran y Heil, 2016, Yatim et al., 2017). El mecanismo por el cual se genera la fragmentacion
del DNA que luego es liberado como DAMPs se conoce como piroptosis (Shrivastava et al.,
2016, Kolb et al., 2017).

Se ha reportado que, dadas sus caracteristicas, los fragmentos de 4cidos nucleicos pueden
representar DAMPs o PAMPs (Deguine, 2017; ~Yakushiji et al., 2009), y pueden
desencadenar inmunidad en diferentes especies. De esta manera se vuelve de particular
interés el estudio del dsDNA, y particularmente del eDNA, como modulador de la inmunidad

(Heil y Vega, 2018).

2.2 DAMPs de animales

Los DAMPs de animales fueron los primeros en ser descritos y los que mas se han estudiado.
Entre algunos DAMP. de animales se encuentran: las purinas, pirimidinas, ADN,
lipoproteinas oxidadas de baja densidad y una gran variedad de proteinas. Algunos DAMPs
forman complejos con otras moléculas, conocidas como interactores, para potenciar o
facilitar la sefalizacion.

Uno de los DAMP de animales mejor caracterizado es el HMGB1 (High Mobility Group Box
1) el cual es una proteina asociada a cromatina muy abundante y presente en todas las células
animales (Lotze y Tracey, 2005). Al estar en el nticleo, HMGB1 se une al ADN para facilitar
el proceso de condensacion; una vez generado algiin dafio, este funciona como DAMP con

actividades inductoras de citosinas o quimio-atrayentes (Andersson y Tracey, 2011).



2.3 DAMPs de plantas

A diferencia de los DAMPs animales, para plantas solo han sido reconocidos algunos hasta
la fecha (figura 1). Algunos DAMPs vegetales son: carbohidratos como la sacarosa
extracelular (Duran-Flores and Heil 2016; Cooksey et al. 1983), los nucledtidos como el ATP
extracelular (eATP) (Tanaka et al. 2014; Chen et al. 2017), el DNA extracelular (¢eDNA)
(Duran-Flores and Heil, 2016; Vega- Mufioz et al. 2018), proteinas y péptidos pequefios
(Choi et al. 2016; Souza et al. 2017). También, los compuestos organicos volatiles (VOCs)
pueden actuar como DAMP debido a que estos son liberados en segundos al ocurrir un dafio
y son capacces de activar la respuesta inmune en partes distales de una planta (Quintana-
Rodriguez et al. 2018).

La clase mas grande es la de polipéptidos y péptidos producidos a partir de proteinas
precursoras mds grandes. Estos incluyen tres« familias de polipéptidos que fueron
descubiertos por Ryan y colaboradores durante sus estudios para identificar la sistemina
(Pearce et al., 2001): 1) polipéptido de 18 aminoacidos aislado a partir de plantulas de
jitomate, 2) polipéptidos de 18 aminodacidos ricos en hidroxiprolina y 3) polipéptidos de 23
aminoacidos, encontrados en Arabidopsis.

Otra clase de DAMPs encontrados en plantas son aquellos derivados de la matriz
extracelular. Uno de ellos es el homogalacturonano es un polisacarido peptidico que al ser
hidrolizado genera oligogalacturonoides los cuales que promueven la activacion de MAPK,
produccion de ROS (especies reactivas del oxigeno), aumento de calcio intracelular y
activacion de genes de defensa. Otro DAMP es el ATP extracelular (eATP), a pesar de que
ya se tenia evidencia de su funcion como una molécula de sefializacion se descontinuo su
estudio debido a que el ATP es ubicuo en la naturaleza con un rol central como molécula de
energia. Fue hasta la identificacion de receptores de ATP en células animales y vegetales
cuando su funcidon como molécula de senalizacién tomo importancia. Se ha demostrado que
el eATP en plantas actia como DAMP ya que induce respuestas inmunes innatas como la
activacion de MAPK, aumento de calcio intracelular, inducciéon de genes de defensa
asociados a la biosintesis de acido jasmonico y etileno (Tanaka et al., 2014). De la misma

forma la aplicacion del propio ADN exogeno (eADN) activa la inmunidad (Duran-Flores y



Heil, 2018). EI ADN es la fuente de informacién genética, pero puede salir de la célula al
espacio extracelular principalmente durante la muerte celular, ya sea apoptosis o necrosis
(Pisetsky, 2012). Las moléculas de ADN nuclear o mitocondrial fragmentado que aparecen
en el compartimento extracelular o citosélico indican disfuncién o dafio celular, incluida la
pérdida de la integridad de los ntcleos, de las mitocondrias o de las células completas
(O'Neill, 2013). Por lo cual el eADN homoélogo actia como DAMP dando una sefial de
peligro que denota dafio o lesion al organismo que a su vez desencadena la respuesta inmune
(Duran-Flores y Heil, 2016). En general los fragmentos de acidoes nucleicos pueden

representar DAMP o PAMP y activar la inmunidad en el organismo (Kawasaki et al., 2011).
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receptores de reconocimiento de patrones (Pattern Recognition Receptors-PRRs), se basa en su asocacion con
co-receptorres y quinasas citoplasmaticas parecidas a receptor (Receptor-Like Cytoplasmic Kinases-RLCK);
donde la fosforilacion de estos complejos inicia la transduccion de sefiales rio abajo. Estas sefiales son
transmitidas mediante posteriores fosforilaciones de quinasas activadas por mitogenos (MAPKs) y quinasas
dependientes de calcio (CDPKs). Algunas respuestas tempranas activadas por DAMPs son la produccién de
especies reactivas del oxigeno (ROS), sefializacion de calcio, despolarizacion de membrana y la fosforilacion
de H'-ATPasas residentes en membrara y factores de transcripcion (TF), lo que conlleva a la integracion de una

respuesta de defensa robusta. Esta respuesta puede incluir la deposicion de calosa, la secrecion de nectar



extrafloral (EFN) y la produccion de hormonas como acido salicilico (SA), etileno (ET) y acido jasmonico

(JA). Fuente: Ferrusquia-Jiménez et al., 2020.

2.4 eDNA como DAMP

El eDNA ha sido detectado en una gran variedad de ambientes naturales que van desde los
sedimentos, suelos, biofilms hasta ecosistemas marinos y de agua dulce; y se ha demostrado
que este puede derivar de bacterias, arqueas, eucariontes y virus. Su importancia no solo
deriva dada su gran distribucion, sino también por las funciones que se le han atribuido
(Duran y Heil, 2015). El eDNA representa el vector de la transferencia génica horizontal
(Thomas y Nielsen, 2005) y contribuye a la formacion estructural de los biofilms y de las
trampas extracelulares de neutréfilos (células del sistema inmune de mamiferos que
deshabilitan y destruyen bacterias) (Brinkmann et al., 2004). En plantas, se ha encontrado
que el eDNA es requerido en las puntas de las raices para mediar la resistencia al ataque de
patogenos (Wen et al., 2009)), y puede servir también como una fuente de nutrientes
(principalmente como fuente de fosforo) (Paungfoo et al., 2010).

Dos estudios recientes reportan una nueva funcion del DNA extracelular: cuando este eDNA
pertenece al anfitrion (DNA propio u homologo) inhibe el desarrollo de una manera
dependiente de la concentracion, de un diverso rango taxondmico de organismos, incluyendo
plantas, bacterias, protozoos, algas, hongos y animales (Mazzoleni et al., 2015a-b). En la
mayoria de los organismos examinados no existi6 inhibicion por eDNA heterdlogo, es decir,
DNA aplicado exégenamente que provenia de otras especies taxonémicamente distantes. Por
esta razoén, Mazzoleni et al., (2015a) sugiere que la inhibicioén por el eDNA homologo es el
agente causal de la retroalimentacion negativa planta-suelo, y que es un mecanismo para el
mantenimiento de la biodiversidad. Por otra parte, Veresoglou et al (2015), propone que el
eDNA homologo actia como una molécula sefial de estrés conespecifico, individuos
conespecificos se refiere a individuos de la misma especie, la cual permite indicar a los
conespecificos un medio no apto para la supervivencia, en lugar de actuar como una molécula
inhibitoria.

Trabajo previo de Duran y Heil, (2014) provee informacion experimental sugiriendo la

accion del eDNA homologo como una sefial de estrés, es decir, un DAMP (figura 2). Se



observo que la aplicacion de homogenizados de hojas conespecificos a hojas del frijol comtn
(Phaseolus vulgaris) inducen el desarrollo local de especies reactivas del oxigeno (ROS) y
otras respuestas relacionadas a la resistencia, mientras que homogenizados de otras especies
de plantas no activaron ninguna respuesta estadisticamente significativa sobre el frijol (Duran
y Heil, 2014). Por otro lado, estudios posteriores indican que el DNA de plantas o insectos
induce la despolarizacion del plasma de membrana e incrementa los flujos intracelulares de
calcio (Ca*") (Barbero et al., 2016), lo cual también es concebido como una respuesta de
estrés. Ademas, se ha observado que el eDNA actiia como DAMP e induce cambios en la
metilacion del DNA y respuestas relacionadas a la defensa en lechuga (Vega ef al., 2018).
Los estudios anteriores apuntan que el DNA extracelular, obtenido mediante técnicas de
extraccion de DNA gendmico total y su posterior fragmentacion por sonicacion (Barbero et
al., 2016; Vega et al., 2018), actia como un patron molecular asociado a dafo, y tiene la
capacidad de limitar el crecimiento del anfitrion al indicar dafio o peligro para la

supervivencia.
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Figura 2. Reconocimiento del eDNA propio u homologo. La desintegracion de células debido a dafios
mecanicos o infecciones conlleva la liberacion de moléculas enddgenas hacia el medio extracelular, entre ellas
el DNA. A) El DNA deslocalizado funge como un patréon molecular asociado a dafio (DAMP) en plantas y
puede ser reconocido por células vecinas para la activacion de la respuesta de defensa ante el dafio; el
mecanismo de reconocimiento atin no es conocido en plantas. B) En mamiferos el reconocimiento de DAMPS
esta ampliamente estudiado y se lleva a través de dos vias: la primera mediante su reconocimiento por

receptores parecidos a Toll (Toll-like receptors TLRs) lo que lleva a la liberacion de factores de transcripcion



que inducen respuestas pro-inflamatorias; y la segunda a través de la via de fagocitosis, la cual puede activar el
inflamasoma NLRP3 (NOD-like receptor family protein 3) directa o indirectamente (a través de la via de ROS)
para la induccion de respuestas pro-inflamatorias. Fuente: elementos tomados y re-arreglados de las Fig. 1 y 2

de Duran-Flores y Heil, 2015.

2.5 Microorganismos fitopatogenos de importancia agricola

Los microorganismos fitopatogenos son aquellos que causan enfermedades en las plantas a
través de disturbios en el metabolismo celular, al secretar enzimas liticas, toxinas, fito-
reguladores y otras sustancias. Constituyen un grupo de mucha importancia en la agricultura
debido a su gran nimero, aproximadamente de 50,000 especies (Zhang et al., 2011), y a su
enorme capacidad de reproduccion, lo que con frecuencia dificulta su control (Judrez, 2010);
estos incluyen nematodos, bacterias, hongos, protozoarios y virus (Oerke, 2005).

Los fitopatégenos son causantes de graves pérdidas economicas. A nivel mundial se
consideran el grupo de mayor relevancia en cuando a su frecuencia y dafio que pueden causar.
El dafio que ocasionan no solo se refiere a las pérdidas econdmicas, sino también a las
pérdidas en la produccion bioldgica (Agrios, 2005).

Se sabe que un fitopatogeno puede infectar a uno o mas tipos de plantas, aunque éstas sean
de diferentes familias. La mayoria de los fitopatégenos pasan gran parte de su ciclo de vida
en la planta que les sirve de huésped, como parasitos; otros residen en el suelo, en los
desechos vegetales que se encuentran ahi, como saprofitos.

Los efectos que producen algunos fitopatdogenos, como los hongos, en las plantas pueden ser
de tipo.local, cuando afectan una porcion pequeiia del tejido, o general, si causan un dafo
completo a toda la planta, lo cual depende del tipo de planta que parasiten. Sin embargo, en
una misma planta pueden producir un efecto local y luego uno generalizado; el daio
producido por los hongos es, principalmente, una muerte del tejido (necrosis) que infectan.
También pueden producir atrofia de la planta completa o de algunas de sus partes y, en otros
casos, pueden causar un crecimiento excesivo (hipertrofia). Ademas, los hongos que afectan
laraiz, o bien el sistema vascular, tienden a marchitar a la planta (Juarez, 2010; Garcia, 2004).
Las manchas foliares, el tizon y la putrefaccion de la raiz son ejemplos de signos necroticos,

mientras que los signos asociados con la hipertrofia de partes de las plantas pueden ser agallas



de las raices, verrugas o tumores. Todos los efectos mencionados pueden causar atrofia o
disminucion de la vitalidad de las plantas lo que lleva a la muerte de la planta (Garcia, 2004).
A continuacion, se habla de dos fitopatégenos de gran importancia debido a que los
problemas fitosanitarios que generan son de importancia internacional (Erwin, 1996; Dean
etal., 2012).

En la literatura muy poco es conocido acerca de las posibles respuestas de estrés metabolicas
que pueden generar los fitopatdgenos a partir de algin tratamiento pesticida. Es decir, se la
puesto poca importancia al entendimiento de como es su actividad o respuesta en contacto
con los pesticidas quimicos que se aplican, ya que en primera instancia lo unico que importa
es matarlos o detener su crecimiento. Sin embargo, es interesante conocer como es dicha
respuesta para comprender como se puede atacar alguna parte de su ciclo reproductivo que
sea mas eficiente en su atenuacion. Es bien conocido que todas las células, ya sean eucariotas
o procariotas, contienen sistemas que les ayudan a contrarrestar el estrés inducido por la
presencia de oxidantes, limitacion nutricional, y el dafio causado por agentes fisicos y
quimicos (Choi y Klessig 2016). Las especies reactivas del oxodgeno (ROS) como el
superoxido (O*), radicales hidroxilos (OH") y el perdxido de hidrogeno (H20.) son generados
por procesos de respiracion celular y otras vias metabolicas, asi como por condiciones de
estrés oxidativo (Heller y Tudzynski, 2011); en particular, el H,O> funge como segundo
mensajero para la transduccion de sefiales (Apel y Hirt, 2004). Por lo tanto, el balance de
desecho y produccion de ROS es delicado y altamente regulado.

Los sistemas de detoxifiacion mediados por las enzimas superdxido dismutasas (SOD) y
catalasa (CAT), las cuales se encargan de la eliminacion de iones superdxido y H»Oo,
respectivamente, son uno de los métodos comunes utilizados para contrarrestar la
acumulacion de ROS a consecuencia del estrés oxidativo (Heller y Tudzynski, 2011; Lee et
al.; 2018). Ademas, ha sido observado que las enzimas SOD y CAT tienen un rol en la

diferenciacion celular de Fusarium oxysporum (Kono et al., 1995).
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2.5.1Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum Schlecht es un hongo patégeno ubicuo presente en el suelo que causa
marchitamiento vascular en una gran variedad de plantas y es considerado uno de los- 10
hongos fitopatégenos de mayor importancia econdmica y cientifica (Dean et al., 2012). Los
sintomas caracteristicos de la enfermedad incluyen pardeamiento vascular, epinastia foliar,
retraso del crecimiento, marchitamiento progresivo, defoliacion y muerte de la planta
(Agrios, 2005).

El grupo de especies de Fusarium oxysporum comprende diferentes formas especiales (f. sp.)
las cuales colectivamente infectan a mas de 100 huéspedes diferentes, provocando perdidas
severas en los cultivos como meldn, jitomate, algodon, platano, entre otros (Michielse y Rep,
2009).

Este hongo emplea diferentes estrategias de infeccion en plantas y animales. Otros estudios
estan abordando la presencia de mecanismos de virulencia comunes que son requeridos en
ambos tipos de huéspedes (Dean et al., 2012).

Se caracteriza por producir colonias de rapido crecimiento, con una tasa diaria cercana a un
centrimetro en medio papa dextrosa agar (PDA) a 25 °C. La morfologia de las colonias es
muy variable y puede presentar dos tipos (figura 3-4): 1) una de tipo micelial caracterizada
por la producciéon de abundante micelio aéreo, algodonoso, con una coloracion variable que
va desde blanco a rosado durazno, pero usualmente con un tinte purpura o violeta mas intenso
en la superficie del agar y pocas microconidias (Booth, 1970); y 2) una de tipo pionotal con
la formacion de poco o ningliin micelio aéreo y abundantes microconidias. Este hongo
produce tres clases de esporas: Microconidias, macroconidias y clamidosporas (Garcés et al.,

2001).
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Figura 3. Morfologia de Fusarium oxysporum.A-B: Macroconid
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2.5.2 Phytophthora spp.

El género Phytophthora (del griego Phyton: planta; phthora: destructor) fue descrito por
primera vez por de Bary en 1876 con P. infestans de Bary como especie tipo, pertenece al
filo pseudofungi de la clase de los Oomycetes. Las especies de este género son patdgenos
hemibiotréficos de gran importancia en los cultivos agricolas y forestales ya que causan
grandes pérdidas econdmicas en un amplio rango de especies vegetales en el mundo (Erwin
y Ribeiro, 1996; Roy y Griinwald, 2014). Las enfermedades causadas por los organismos de
este género son podredumbre del cuello de la raiz y parte basal del tallo, la gomosis y el
aguado o podredumbre marrdn de los frutos, la pudricion de las raices, cancer del tronco y
pudricién de yemas (Erwin y Ribeiro, 1996).

Comunmente, Phytophthora spp. es referido como un organismo flngico, pero estd
clasificado entre los protistas dentro del grupo de oomicetos, siendo un claro ejemplo de la
evolucion convergente. Los organismos del género Phytophthora son muy parecidos
morfolégicamente a los hongos verdaderos, aunque su evolucion bioldgica es diferente

(Erwin, 1983).

Figura 5. Morfologia microscopica de Phytophthora capsici. A) Esporangio originado a partir de
esporangioforos simples y no ramificados. B) Esporangio originado a partir esporangioforos irregulares y no

ramificados. C) Esporangio. D-F) Zoosporas. Fuente: Abad et al., 2019
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Entre las especies de este oomiceto que ocasionan mayores dafios se encuentran:
Phytophthora ramorum, agente causal de la enfermedad denominada muerte repentina del
roble, que afecta también a otros arboles y arbustos; P. palmivora causante de la pudricion
de brotes, yemas y frutos en palmas; P. capsici patdgeno que causa marchitez y pudricion de
la corona y raiz en chile, cucurbitaceas y otros cultivos comerciales (Uribe et al., 2014;
Fernandez et al., 2007); P. infestans causante del tizon tardio de la papa, el tomate y otras
plantas de la familia Solanaceae; y P. cinnamomi que infecta a mas de 3 000 especies de
plantas en el mundo (Soto et al., 2017). La pudricion radicular es unade las enfermedades
mas importantes del cultivo de aguacate, cuyo agente causal es Phytophthora cinnamomi

(Toapanta et al., 2017).

sexual reproduction

infected fruit

Figura 6. Diferencias morfologicas segun el ciclo de enfermedad de Phytophthora capsici. A) Al estar presentes
ambas formas de sexuales (oogonia y anteridia) se da la formacion de las oosporas, las cuales le permiten al
organismo pasar inviernos y sobrevivir por muchos afios en suelo. B) Las oosporas inactivas germinan para
producir esporangios con forma de limon; cada esporangio puede germinar directamente en presencia de
humedad o C) indirectamente a través de la formacion de 20-40 zoosporas biflageladas moviles; D) las cuales

posteriormente pueden infectar al huésped por medio de la penetracion de su raiz. Los esporangios pueden
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dispersarse por viendo por la via de irrigacion de planta a planta, mientras que las zoosporas pueden nadar a
través del agua del suelo hacia las raices de otras. E-F) Una vez que el patégeno invade al huésped se forman
mas copias de esporangios, los cuales pueden infectar nuevamente a otras plantas o a partes diferentes de la

misma planta huésped en una misma temporada de cultivo. Fuente: Granke et at., 2012.

Las especies del género Phytophthora se caracterizan por la produccion de oosporas, como
forma de reproduccion sexual, las cuales son estructuras de pared celular gruesa con la
capacidad de resistir durante afios (figura 5-6). Las formas de reproduccion asexual
comprenden; 1) los esporangios, los cuales pueden ser dispersados facilmente o permanecer
en las hifas, 2) zoosporas, espora con dos flagelos que le dan movilidad y 3) clamidosporas,
son generalmente esféricas, pigmentadas y de pared celular gruesa (Erwin, 1983).

La mayoria de las especies de Phytophthora son favorecidas por alta humedad, temperaturas
entre 15 y 35 °C, climas humedos con lluvias abundantes y sustrato o suelo pobres en
nutrientes (Erwin y Ribeiro, 1996; Kong et al., 2009). Bajo condiciones de laboratorio es

facilmente cultivable en agar PDA o medio PDB (Ezziyyani et al., 2004)

2.6 Métodos de control de fitopatogenos

Existen diferentes métodos. que pueden ser usados para el control de organismos
fitopatogenos, dentro de los cuales se pueden mencionar la aplicacion de pesticidas quimicos,
aplicacion de aceites esenciales, uso de agentes de control bioldgico y tratamientos térmicos
(Juérez et al., 2010; Fernandez et al., 2007). Los pesticidas quimicos, son el método de
control més usado en todo el mundo (Zhang et al., 2011). Sin embargo, existe una gran
preocupacion debido a los problemas toxicoldgicos y medioambientales que provocan,
ademas de la insuficiente especificidad y la resistencia inducida sobre los patogenos debido
al uso excesivo de los mismos (Hideo, 2006; Mazzoleni et al., 2014). El desarrollo de agentes
de control bioldgico, también conocidos como biopesticidas, se encuentran en un rapido
aumento y se espera que estos sean los pesticidas predominantes en el futuro (Zhang, 2018).
A pesar de los grandes avances que se tienen en cuanto al control biologico, este tiene ciertas

desventajas como el tiempo de estudio para escoger y probar el agente de control, lo que
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muchas veces se traduce en incremento de costos; y su mecanismo de accion es lento, por lo

tanto, es lenta la observacion evidente el efecto (Csanyi, 2018).

2.6.1 Fungicidas quimicos

Los fungicidas son productos quimicos utilizados para eliminar o evitar el desarrollo de los
hongos que atacan a los cultivos, (Hamlen y Power, 1998). En la actualidad existen mas de
113 ingredientes activos registrados como fungicidas comerciales en todo el mundo. Sin
embargo, hay una serie de problemas contra el uso eficaz de estos productos quimicos en las
zonas donde los hongos han desarrollado resistencia (Bajpai y Kang, 2010). Por otro lado,
existe una preocupacion internacional por erradicar el uso de fungicidas quimicos a nivel
mundial.

El primer fumigante empleado fue el dibromuro de etileno, en 1984, el cual fue reconocido
como carcinogénico por lo cual su uso fue prohibido (USDHHS,1992). Posteriormente, se
generaliz6 el uso de bromuro de metilo como fumigante, por ejemplo, se us6 extensamente
sobre en plantas madre para el cultivo de fresas contra Botrytis cinérea. Sin embargo, se
identifico que este compuesto provoca un alto deterioro de la capa de ozono (UNEP, 1995).
A partir de estas observaciones, la Agencia de proteccion al Ambiente (EPA) de los Estados
Unidos de América comenzod-a establecer restricciones sobre el uso de fumigantes quimicos
(USEPA, 2001). Los tratamientos deben ser técnicamente efectivos, no danar el medio

ambiente y ser econdmicamente factibles (Hansen y Johnson, 2007).

2.6.2 Aplicacion de aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias odoriferas de naturaleza oleosa encontradas
practicamente en todos los vegetales. En la actualidad los productos naturales tienen una alta
aceptacion y reemplazan cada vez maés a los productos sintéticos. Como respuesta a esta
tendencia, se ha producido un creciente interés en la investigacion de la posible utilizacion
de aceites esenciales y los extractos de plantas como fungicidas naturales, que sean

relativamente menos perjudiciales para el medio ambiente (Bajpai & Kang, 2010). Por
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ejemplo, se tienen reportes de la alta capacidad antifingica de los aceites esenciales de canela

y orégano sobre Aspergillius flavus (Garcia et al.,2000).

2.6.3 Control biolégico

Esta es una alternativa de manejo de las enfermedades causadas por organismos fitpatdgenos
habitantes de la rizosfera del suelo (Zavaleta, 1994). Entre los microorganismos mas
importantes usados como agentes de control bioldgico se encuentran las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal, los hongos micorricicos arbusculares'y algunas especies
del género Trichoderma (Bloemberg y Lugtenberg, 2001). Los principales mecanismos
responsables del control bioldgico de hongos y bacterias patégenas son: 1) la competencia
por los nutrimentos o espacios en la rizésfera de las plantas; 2) la induccion de resistencia
sistémica inducida (RSI); y 3) la produccion de metabolitos antimicrobianos (Kloepper et al.,
2004).

En México son escasas las investigaciones que se han realizado para el manejo biologico de
fitopatogenos habitantes del suelo mediante el uso de microorganismos antagonistas. La
mayoria se han realizado en laboratorio o invernadero, y en menor numero en campo
(Fernandez et al., 2007).

Actualmente, se pueden distinguir algunos productos de control bioldgico con accion
biofungicida dentro del mercado. Podemos clasificar los productos comercialmente
disponibles en tres: a) biofungicidas a base de hongos, b) biofungicidas a base de bacterias y

c) mezclas de los anteriores. A continuacion, se describe cada uno de ellos:

a) -Biofungicidas a base de hongos:
Estos productos estan basados en la accion funcigida que algunos hongos presentan, ya sea
por la competencia de nutrientes en el suelo y la secrecion de metabolitos volatiles y solubles
que degradan la pared celular de otros hongos. Algunos productos disponibles de este tipo
son TrikoStar®, NatuControl®, PHC Rootmate®, PHC T-22®, TK Root®, TrichoBiol®,
Tricho-Sin WP®.
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b) Biofungicidas a base de bacterias:
Los fungicidas de este tipo contienen bacterias con la capacidad de secretar metabolitos
solubles que degradan la pared celular fingica y, ademads, se ha demostrado que inducen la
respuesta de defensa de las plantas, teniendo una doble accion. Ejemplos de estos son Bac

ilia®, Baktillis®, Best Ultra F®.

c) Mezclas de los anteriores:

Los productos que vienen en mezclas de diferentes microorganismos estan-disefiados con la
finalidad de dar una mejor proteccién al cultivo por medio de la combinacion de diferentes
modos de accion de estos. Algunos productos de este tipo son Bactiva®, Best Ultra S®, PHC
Biopak-F®.

Existe una lista larga de patentes relacionadas con el control bioldgico de fitopatogenos. Las
patentes ES 2 293 085 T3 y ES 2 294 348 T3 corresponden a invenciones en las cuales
describen formulaciones liquidas y sélidas eficaces contra enfermedades por fitopatdgenos
basadas en los hongos filamentosos Trichoderma spp. y Beauveria bassiana,
respectivamente. La patente US5389609 describe el método para la preparacion de
formulaciones antifingicas basadas en proteinas derivadas de plantas que causan la
inhibicion de hongos, ademas, provee las secuencias especificas de dichas proteinas, asi
como el método de obtencién y purificacion de su forma activa. Otras patentes, como WO
2012/140304 A2y WO.1996/018722 A2 hablan sobre los métodos para mejorar o aprovechar
cepas virulentas de especies de Trichoderma spp. con la finalidad de usarlas como base de
formulaciones antifungicas; mientras que la patente WO 1997/16974 comprende una
formulacion liquida basada en la sinergia creada por cepas de Trichoderma harzianum y
Trichoderma viride para la prevencion de enfermedades fingicas, suplementada con fuentes
de carbono, sales minerales y trazas de elementos con nutrientes organicos € inorganicos.
Patentes como WO 2014/086758A3, describen composiciones que involucran cepas de
Paecilomyces lilacinus y Coniothyrium minitons, o mutantes de ellos, para generar no solo
un efecto fungicida, sino también nematicida e insecticida. Por otro lado, hay patentes muy
especializadas que se desarrollaron para la disminucién de un problema en particular, por

ejemplo, la patente WO 2016/165037 Al fue desarrollada para atacar nematodos; mientas
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que la patente WO 2009/031874 Al se basa en la cepa de Bacillus subtilis NRRL B-50055
que esta destinada para el tratamiento de diferentes hongos fitopatogenos.

En general, las patentes antes mencionadas utilizan microorganismos benéficos del suelo
para atacar las enfermedades por fitopatdgenos, o bien proteinas con actividad anti fungica.
La relacion entre estas patentes es la necesidad de utilizar un método convencional de
busqueda de dichos organismos o biomoléculas que deben presentar ciertas caracteristicas
para poder ser candidatos, lo cual requiere de prolongados tiempos de investigacion y uso de
grandes cantidades de recursos.

La patente con numero de aplicacion WO 2014/020624 A9 propuesta por Mazzoleni et al.,
2014, es la primera patente en describir el uso del DNA ex6geno, que después de ser extraido
y fragmentado al azar, como una posible molécula para inhibir el desarrollo de diferentes
tipos de organismos, siendo este tipo de inhibicion especie-especifico. Sin embargo, el autor
de dicha patente hace una mencion general de los organismos que podrian ser inhibidos y no

genera evidencia de dosis de inhibicion de los fitopatogenos tratados en el presente trabajo.

3. HIPOTESIS

La exposicion de Fusarium oxysporum y Phytophthora spp. a fragmentos de eDNA
homologo disminuye su-desarrollo, debido al efecto de sefializacion mediado por patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs), comparado con un modelo en el cual no se aplica
dicho tratamiento y un modelo de eDNA heter6logo, in vitro; las variables asociadas a este
fendmeno son germinacion de espora, actividad antioxidante SOD, actividad antioxidante

CAT y metilacion del DNA.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto que la exposicion a fragmentos de eDNA homologo tiene en el

desarrollo de Fusarium oxysporum y Phytophthora spp. in vitro, asi como de las variables
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asociadas de germinacién de espora, actividad antioxidante SOD, actividad antioxidante

CAT y metilacion del DNA.

4.2 Objetivos especificos

1. Disenar los ensayos in vitro para medir las variables asociadas de germinacion de

espora, dirigidos a la disminucion de crecimiento de los fitopatdogenos.

2. Disenar los ensayos in vitro para medir actividad antioxidante SOD y actividad
antioxidante CAT; dirigidos a la evaluacion de la respuesta de estrés por la accion del eDNA

como DAMP.

3. Evaluar los niveles de metilacion del DNA por la aplicacion de eDNA, en Fusarium
OXYSpOrum.
4. Evaluar el efecto directo que la exposicion de eDNA homologo fragmentado tiene

sobre Phytophtora capsici, utilizando un modelo de plantula de chile, dirigido a la prevencion

de enfermedad causada por el fitopatégeno en cuestion.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Preparacion de cepas de hongos fitopatogenos

Aislados de los fitopatogenos fueron proporcionados por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Campo Experimental Bajio, las
cuales fueron identificadas como FOXI1 para Fusarium oxysporum, y PCAP-A308 para
Phytophthora capsici. Las cepas de los fitopatogenos fueron mantenidas en cajas petri con
agar PDA (agar de papa dextrosa, Difco) a 25 °C + 2°C, realizando subcultivos, de cada uno,

una vez al mes.
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Con la finalidad de obtener grandes cantidades de material biologico, cultivos puros de los
fitopatogenos fueron crecidos en medio PDB (caldo papa dextrosa, Difco) a 25 °C = 2°C,
utilizando la metodologia descrita por Ezziyyani et al.,, (2004). Se utilizaran matraces
Erlenmeyer de 500 mL con 250 mL de medio PDB (caldo de patata dextrosa, Difco),
previamente esterilizados en autoclave a 121 °C y 15 psi, por 15 min. A cada matraz se
afiadira un disco de 5 mm de didmetro de cultivo puro del fitopatogeno, cubriendo el matraz
con aluminio para evitar la exposicion a la luz. Durante 15 dias se mantendrdn con una
agitacion orbital constante de 120 rpm a 25 °C + 2°C; lo anterior para cada fitopatdgeno. El
micelio total sera recuperado después de 15 dias por filtracion en vacio y mantenido a -70 °C

hasta su posterior uso.

5.2 Obtencion de eDNA homologo fragmentado

Para llevar a cabo la extraccion de DNA fueron necesarias 15 extracciones de 5 gramos de
material bioldgico congelado de cada especie, y su posterior molienda en mortero con
nitrogeno liquido. Las extracciones fueron llevadas a cabo por el método de Bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) descrito por Lee et al., (1988), realizando el escalamiento para
poder procesar una muestra mas grande. Se llenaron tubos de 50 mL con 5 gr del micelio
previamente triturado en nitrégeno liquido, posteriormente se afiadieron 37.5 mL de buffer
de lisis (50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 3% SDS, 1% 2-mercaptoetanol), agitando hasta
homogenizar la mezcla y se incubd a 65°C por una hora. Luego, se afiadieron 35 mL de
cloroformo:fenol (1:1) y se centrifugo6 a 12,000xg por 10 min hasta conseguir una fase acuosa
clara. Se recuperd la fase acuosa en un nuevo tubo, y se anadieron 35 mL de SEVAG
(cloroformo:alcohol isoamilico, 24:1) y se centrifugd por 5 min. Después, se recuper? la fase
acuosa nuevamente en un nuevo tubo y se anadio 1 mL de NaOAc 3 M, mezclando
gentilmente. Posteriormente, se procedié a centrifugar los tubos por 30 segundos, desechar
el sobrenadante, y afiadir 15 pL de TE (10 mM Tris- pH 8.0, | mM EDTA) e incubar a 65 °
por 10 min. Luego, se afiadieron 5 uL. de NaOAc 3 M y se mezcl6 gentilmente. Una vez
mezclados se centrifugaron los tubos por 30 segundos, desechando el sobrenadante, luego se

procedi6 a lavar con un volumen de etanol 70% frio por 1 min y se dejaron secar. Por tltimo,

21



se resuspendid el DNA con 2.5 mL de agua inyectable de PiISA® y se guardaron los tubos a
-70 °C.

La pureza del DNA y concentracion se midié usando el espectrofotdémetro NanoDrop™ 2000
con salida espectral completa (190-840 nm), utilizando 1 pL para la cuantificacion de las
muestras. Para verificar la integridad del DNA se utilizo la electroforesis en gel de-agarosa
al 1%, utilizando la tincion con GelRed® (Biotium); los geles fueron corridos con buffer
TAE 1X, a 80V por 30 min. Todos los reactivos antes mencionados fueron manipulados bajo
las instrucciones y recomendaciones de su proveedor y en base a las buenas practicas de
laboratorio.

Para obtener fragmentos de entre 700 y 50 pb, el DNA extraido serd fragmentado por
sonicacion con un sonotrodo Hielscher UP200Ht (200W, 26kHz), mediante pulsos de 26
KHZ a 10 W con una amplitud de 50 % cada 1 segundo por 10 min (Vega et al., 2018).

5.3 Obtencion de eDNA heterologo fragmentado

Para obtener el DNA heter6logo usado en este trabajo se colectaron hojas de lechuga romana
(Lactuca sativa) variedad Climax, a partir de un cultivo previamente instalado en el Campus
Amazcala de la Universidad Autonoma de Querétaro, bajo condiciones de invernadero. Se
procedio a realizar la misma metodologia mencionada anteriormente para la extraccion de
DNA usando el método de Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) descrito por Lee et al.,
(1988). De igual manera, la fragmentacién se llevo a cabo por sonicacion, usando el

sonotrodo Hielscher UP200Ht, descrito anteriormente.

5.4 Establecimiento de los ensayos para la exposicion de los fitopatogenos a eDNA
fragmentado in vitro.

Para llevar a cabo la exposicion del eDNA homologo fragmentado y eDNA heterologo
fragmentado se proponen los siguientes disefios experimentales, que tienen como objetivo

evaluar el efecto sobre las esporas y sobre la forma vegetativa (micelio) de los fitopatdgenos.
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5.4.1 Evaluacion del eDNA sobre la germinacion de esporas de los fitopatégenos

Para evaluar la germinacion de espora se dispuso previamente de un cultivo puro de cada
fitopatogeno en PDA totalmente colonizado y se procedi6 a realizar un subcultivo en liquido
en placa estéril de 24 pozos con medio PBD. Para lo anterior, el subcultivo fue realizado
mediante la adicion de 200 uL de PDB por pozo seguido de la inoculacion de ~300-400
esporas, mediante picado con asa bacterioldgica a partir de los cultivos puros en PDA.

Posteriormente se afiadié 1 mL de cada uno de los tratamientos (2, 50, 100, 200 y 500 pg
mL'l) de eDNA homologo fragmentado. De igual manera se procedid a evaluar el DNA

heter6logo fragmentado a 500 pg mL"! utilizando la metodologia anterior (Cuadro 1). Se
utilizaron dos controles, con el control 1 se verificd el crecimiento normal del fitpatdgeno
bajo las condiciones experimentales establecidas; el control dos sirvio para verificar la
inocuidad de los tratamientos de eDNA homologo fragmentado. Todos los tratamientos se
realizaron por triplicado. Esta misma metodologia se utilizo para la evaluacion de ambos
fitopatogenos, para Fusarium oxysporum _se utilizo un cultivo puro con 15 dias de

crecimiento en PDA y para P. capsici se-utilizo un cultivo puro con 30 dias de crecimiento

en PDA.

Cuadrol. Establecimiento de tratamientos para evaluar la germinacion de espora.

Pozo con tratamiento eDNA homologo 200 pL de PDB

y fitopatogeno ~300-400 esporas
I mL de tratamiento de eDNA homologo
(2, 50, 100, 200 y 500 ug mL™")

Pozo con tratamiento eDNA 200 pL de PDB
heterdlogo y fitopatogeno ~300-400 esporas
I mL de tratamiento de eDNA

heterélogo (Latucca sativa) 500 pg mL™"
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Control 1. Pozo con fitopatégeno sin 200 uL de PDB
tratamiento ~300-400 esporas

I mL de agua destilada estéril

Control 2. Pozo con tratamiento 200 uL de PDB

eDNA homodlogo sin fitopatogeno I mL de tratamiento de eDNA 500 g

mL""

- [QIOIOIQIQIG =]
e | (OO @ O ) [
wnvonss| (| Q QO Q ——
OO0 O

Figura 7. Esquema de aplicacion de tratamientos en caja de 24 pozos.

5.4.2 Evaluacion del eDNA sobre la respuesta SOD y CAT de los fitopatogenos

Para evaluar la actividad SOD y CAT de los fitopatogenos por la aplicacion de eDNA
homologo .y heterdlogo se optd por realizar subcultivos liquidos en cajas Petri de 5 cm. Se
realizaron inoculos liquidos con 200 mL de PBD en matraces Erlenmeyer los cuales fueron
inoculados con un disco de 5 mm de didmetro de cultivos puros de los patdgenos, e incubados
sinagitacion a 25+3 °C por 15 dias, en oscuridad. Pasado el tiempo de incubacion se procedio
a realizar un subcultivo, afiadiendo 200 pL del indculo de fitopatogeno en 8§ mL de PDB, en
cajas de Petri de 5 cm. Las cajas Petri de 5 cm inoculadas fueron incubadas sin agitacion a
25+3 °C por 4 dias. Al cuarto dia se retiro el medio junto con el tratamiento mediante succion

con micropipeta, manteniendo el micelio, y se afiadieron 3 ml de los tratamientos. Para este

disefio solo fueron tomados los tratamientos de 2 pg mL-! y 500 pg mL™! de eDNA homologo,
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500 pg mL™! de eDNA heterdlogo y un control al que solo se agrego agua destilada estéril.
Los tratamientos se dejaron actuar por 24 horas; transcurrido el tiempo se filtro el micelio de
cada tratamiento por filtracion en vacio y se procedid a realizar el protocolo para la
cuantificacion de actividad SOD y CAT. El mismo procedimiento se utiliz6 para ambos
fitopatogenos. Previo a la filtracion del micelio, fueron tomadas alicuotas para la observacion

microscopica del micelio.

5.5 Medicion de las variables de respuesta en ensayos in vitro

5.5.1 Germinacion de espora

Para medir el efecto sobre la germinacion de esporas, se realizaron UFC/mL cada 24 hr de
cada uno de los tratamientos puestos en las cajas de 24 pozos. Para lo anterior, de cada pozo
se tomo una muestra de 33.34 uL, teniendo un total de 100 pL por tratamiento mezclados en
un tubo eppendorf, ya que cada tratamiento se tenia por triplicado. A partir de esta mezcla
(100 uL) se colocaron 20 pL en una caja Petri con PDA y se realiz6 su extension en placa,
la extension en placa se realizé por triplicado. En caso de observar concentracion de micelio
en los tratamientos se realizaron diluciones previas, agregando 900 pL. de agua destilada
estéril a los 100 uL. de muestra, seguido de la extension en placa de 20 pL de dicha dilucion,
por triplicado. Las cajas de PDA fueron incubadas por 48 hr a 2543 °C hasta la observacion
de unidades formadoras de colonias correspondientes a la cantidad de esporas en los

tratamientos. Para la cuantificacion se utilizo la siguiente formula;

(promedio de colonias contadas en triplicado)(Dilucién)
0.02mL

UFC/mL =
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5.5.2 Actividad SOD y CAT

Para cuantificar la actividad superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) y catalasa (CAT, EC
1.11.1.6) se obtuvieron extractos enzimaticos del micelio previamente recuperado al cual
fueron aplicados los tratamientos con eDNA homologo y heter6logo. Para lo anterior se
pesaron aproximadamente 500 mg de micelio y se homogenizaron con 2 mL de buffer de
fosfatos (pH 7.8) en un mortero previamente enfriado a -20°C por 1 hora. El homogenizado
se paso a un tubo eppendorf y se llevo a centrifugacion por 20 min a 10,000 rpm.
Posteriormente, se recupero el sobrenadante (incoloro) y se coloc6 en un tubo nuevo. Dicho
sobrenadante fue utilizado como extracto enzimatico y se procuré mantener bajo 4 °C si no
se encontraba en uso. Las mediciones se llevaron a cabo por triplicado.

La actividad SOD total se estimé mediante la inhibicion de la reduccion fotoquimica del nitro
blue tetrazolium (NBT) (Gao, 2006). La mezcla de reaccioén contenia 1.5 mL 0.05 M de
buffer de fosfatos (pH 7.8), 0.3 mL 0.1 mmol-L™! EDTA-Na,, 0.3 mL 0.13 mol-L™! de L-
metionina, 0.3 mL 0.75 mmol-L™! NBT, 0.3 mL 0.02 mmol-L! riboflavina, 0.05 mL del
extracto enzimatico, y 0.25 mL de agua destilada, haciendo un total de 3 mL de la mezcla
de reaccion. Después de la exposicion a luz natural por 20 min (punto de termino determinado
por la mezcla de reaccion) se midi6 la absorbancia a 560 nm. La actividad SOD se determind
como el 50 % de inhibicién dela reduccion del NBT causada por los superdxidos generados
a partir de la reaccion de foto-reduccion de la riboflavina y el oxigeno. Para la cuantificacion
de CAT se utiliz6 el método descrito por Beers et al., 1952. La reaccidon contenia 2 mL de
buffer de fosfatos (pH 7.8), 200 nL de H> 02100 mM y 100 pL del extracto enzimatico. Desde
el tiempo cero se midio absorbancia a 240 nm, hasta completar 6 min. Para la determinacién
de CAT se mide la desaparicion de H>O; en la celda, lo cual se observa como una disminucion
de la absorbancia en el tiempo. Para conocer la cantidad de proteina de cada nuestra se realizo
la cuantificacion proteica por el método de Bradford, 1976. Las actividades SOD y CAT

fueron expresadas en U/mg de proteina.
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5.5.3 Niveles de metilacion de DNA genoémico

La evaluacion del porcentaje de metilacion se realizé por medio del KIT ELISA para el % 5-
mC (ZYMO RESEARCH), de acuerdo con las instrucciones provistas en el manual. La
relacion (ratio) de la ‘densidad de dinucléotidos CpG/ longitud del genoma’ fue aquel para
el hongo fitopatogeno H. parviporum de 0.062 (Zeng et al., 2019), dando un factor de
correccion de 1.21 utilizado para el ajuste de datos resultantes. E1 DNA utilizado para esta

evaluacion fue extraido siguiendo la metodologia descrita en el punto 5.2.

5.6 Evaluacion del efecto directo del eDNA homoélogo fragmentado aplicado al sistema

de infeccion P. capsici - Capsicum annum
Este disefio se centro en el fitopatogeno Phytophthora capsici, con el cual se infectaron

plantulas chile Serrano Magnun 45 (Capsicum annum) (Cuadro 2), y se procedié a la

evaluacion del efecto del eDNA homologo fragmentado, en bloques completamente al azar.

Cuadro 2. Caracteristicas de las semillas Hot Pepper-Serrano Magnun 45 por Lakr Seeds

International.
Caracteristica Descripcion
Tipo Serrano
Nombre Magnun 45
Madurez Media-Tardia
Cosecha Multiple
Tamaifio de planta Alta vertical y vigorosa
Color Verde-Rojo
Resistencias Ninguna
Comentarios Fruto largo de color verde obscuro con

excelente vida util
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Se trataron 5 plantulas de chile por tratamiento, con 6 hojas verdaderas, crecidas en sistemas
hidroponicos (tubos Falcon de 50 ml) estériles a las cuales se aplicaron los tratamientos de
DNA homdlogo o heterdlogo una concentracion de 100 pg mL™!, mas dos controles que
contenian solamente agua con y sin el fitopatogeno (cuadro 3). Las plantas seran infectadas
con 3 discos de 5 mm tomados de un cultivo puro de Phytophthora capsici, los cuales seran
colocados directamente en el sistema hidroponico. Cada sistema hidroponico consistird en
una planta de chile, 3 discos de 5 mm del cultivo del fitopatégeno, 15 mL del tratamiento de
DNA homologo o heter6logo a una concentracion de 100 pg mL-!(figura 8);todas las plantas
seran mantenidas en una camara de crecimiento a 23 °C, con un fotoperiodo 16 hr luz/ 8 hr
oscuridad. La evaluacion de dicho efecto consistid en la verificacion visual de la presencia
o ausencia de enfermedad, al tiempo 0, y después de 4 y 8 dias. Se tomaron en cuenta los

sintomas de marchitamiento foliar y necrosis de raiz (cuadros 4 y 5), de acuerdo a lo descrito

por Uribe et al., (2014).

-Fitopatégeno
-Tratamiento DNA homdlogo
/DNA heterdlogo/Agua

N4

Figura 8. Disefio de ensayo de infeccion de P. casici en plantula de chile.
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Cuadro 3. Resumen de tratamientos para evaluacion P. capici-Chile.

Numero de plantas de chile

Tratamiento

T1=100 pg mL' DNA homdlogo + 3

discos de P. capsici

T2=Mezcla 1:1 de DNA heter6logo

(Fusarium  oxysporum) y _DNA
homologo 100 pg mL! + 3.discos de P.

capsici.

Control 1= agua destilada

Control 2 = agua destilada + 3 discos de

P. capsici

Cuadro 4. Escala de severidad del marchitamiento foliar por P. capsici.

(Uribe et al., | ESCALA
2014
) 1 2 3 4
Sintoma ~ en | Planta sin | Planta con | Planta con | Planta con
area foliar marchitamiento | algunas hojas | todas las hojas | hojas marchitas
foliar con pérdida de | con perdida de

turgencia. turgencia.
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Cuadro 5. Escala de severidad de necrosis radicular por P. capsici.

(Uribe ESCALA
et al.,
1 2 3 4 5
2014)
Sintoma | Planta Lesion Lesiones con | Desprendimiento | Desprendimiento
en raiz sin circular necrosis de 2 | de  epidermis, | de . epidermis,
lesiones | seca, con | cm, raices | dejando  tejido [ pérdida de ~80%
de raiz. | necrosis empiezan a | vascular, pérdida | de raices. Se
ligera en | desprenderse | de ~50% de | observan raices
base de raices: completamente
raiz >0.5 necroticas.
cm.

5.7 Analisis e interpretacion resultados

Los analisis estadisticos se llevardn a cabo con el programa Minitab.2019®. La informacion

sera sometida a un analisis ANOVA (95% de confianza) y las diferencias entre tratamientos

seran comprados por medio de una prueba Tukey (P=0.05, 0.01 0 0.001). La informacién se

expresara en valores medios =+ el error estandar (Barbero et al., 2016, Vega et al., 2018).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Extraccion y fragmentacion de DNA de los fitopatogenos

El método utilizado para la extraccion y fragmentacion del DNA permitié obtener
rendimientos aceptables de DNA para ser utilizado en las pruebas. El cuadro 6 muestra
valores representativos de cuantificacion y calidad del DNA extraido para cada fitopatdgeno.
La visualizacion por gel de agarosa permitido observar integridad aceptable del DNA

genomico extraido (Figura 9).

Cuadro 6. Cuantificacion de extracciones de DNA gendmico por método CTAB

Muestra ng/uL Abs 260/280°  Abs260/230
Fusarium oxysporum
1 963.3 2 1.57
2 1369.1 2 1.4
3 831 2 1.6
4 1382 2.1 2
5 1954.2 2.1 1.99
6 1304.8 2.1 1.68
Phytphthora capsici
1 1396.6 2.1 2
2 835.7 2.1 2
3 795.3 2.1 1.92
4 850.2 2.1 1.92
5 682.9 2.1 2
6 722.4 2.1 1.98

Nota: Abs 260/280-valores entre 1.8-2 indican un 90-100% de pureza de 4cidos nucleicos, valores >2 indican
contaminacion con RNA. Abs 260/230- valores < 1.5 indican contaminacién por sales, arbohidratos o fenoles;

o degradacion de las moléculas.
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Figura 9. Verificacion de integridad de extracciones y de fragmentacion. Los carriles de 1-6 corresponden a
muestras de F. oxysporum y los carriles de 7-12 corresonden a muestras de P.capsici. Los carriles 1,3,5,7,9,11
corresponden a las extracciones de DNA gendémico, mientras que los carriles 2,4,6,8,12 corresponden a las
fragmentaciones realizadas. El carril 13 muestra la fragmentacion de DNA heterdlogo (L. sativa). Los carriles

14 y 15 corresponden a las escaleras de peso molecular de 1kby 100 pb, respectivamente.

Las muestras con valores mayores a 2 en la relacion 260/280 fueron tratadas con RNasa
(Thermo Scientific). Las muestras obtenidas tuvieron una calidad aceptable y fue posible
utilizarlas como tratamiento. Los fragmentos obtenidos estuvieron dentro de los rangos
aceptables que fueron <1000 pb, entre 700-100 pb. Estudios realizados por Duran-Flores y
Heil (2018) sugieren que la actividad del DNA como DAMP se ve potenciada cuando los
fragmentos son <700.pb, mientras que los fragmentos mayores a 1000 pb presentan nula
actividad como DAMP: Esto sugiere que el DNA solo tiene accion como DAMP cuando se
encuentra fragmentado, ya que esta es la forma natural en la que se encuentra cuando se
presenta algun proceso traumatico, de infeccion o necrosis (Choi y Klessig 2016; Heil 2009).
Otro punto importante es el tamafio de los fragmentos que son reconocidos como DAMP.
Actualmente no se conoce para plantas, hongos u oomicetos si se trata de algun receptor u
otro mecanismo por el cual el eDNA es sensado. Por otra parte, en mamiferos se conoce que
el eDNA es reconocido por receptores tipo Toll; y que ademas pueden fagocitarse moléculas
de eDNA y ser reconocidas al interior de la célula (Duran-Flores y Heil, 2015). En plantas
se ha propuesto el reconocimiento del eDNA a través de receptores de membrana, canales
transportadores, o bien, a través de su traslocacion hacia el interior de la célula por medio de

vesiculas (Figura 10) (Bhat y Ryu, 2016), sin embargo, hacen falta estudios que lo
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demuestren. Los reportes obtenidos hasta la fecha apuntan a que este reconocimiento es un
sistema fino de deteccién que puede estar ligado no solo al tamafio de los fragmentos, sino
también estar relacionado con los procesos de metilacion que el DNA puede sufrir y sobre
todo a la cercania filogenética de las especies (Vega-Muiioz et al, 2018, Duran-Flores y Heil,

2015, Barbero et al, 2016 ).
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Figura 10: Mecanismos posibles para el reconocimiento de eDNA. A) Por medio de repectores
transmembranales; b) a través del transporte por canales, c) internalizacion en vesiculas membranales. Fuente:

Bhat y Ryu, 2016

Es primordial conocer el mecanismo de reconocimiento del DNA en los diferentes tipos de
organismos, ya que dicho mecanismo parece estar vinculado con varias respuestas
metabolicas relacionadas con la inmunidad. Se ha descrito que la toma de DNA fragmentado
por células vivas puede bloquear la traducciéon de RNA mensajero en una manera similar al
RNA de interferencia o causar inestabilidad del genoma (Mazzoleni et al., 2015b), por lo que
el efecto de inhibicion observado podria estar asociado a dichos eventos, donde la sefial de

“dafio” principal resulta ser la fragmentacion del DNA. Debido a la importancia del DNA
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como una molécula de herencia, y a su ubicuidad, las respuestas generadas por este DAMP

resultan relevantes.

6.2 Evaluacion de germinacion de espora

6.2.1 Fusarium oxysporum

Se evalud la germinacion de espora como una posible forma de mitigacion del desarrollo de
los fitopatogenos. En el caso de Fusarium oxysporum, la cinética de crecimiento obtenida
mediante la evaluacion de UFC/mL cada 24 por 5 dias muestra que los tratamientos lograron

ser eficaces para detener la germinacion de espora de este hongo (figura 11).

——2 pg/ml
e 50 pg/ml
—— 100 pg/ml

=>¢=200 pg/ml

Log UFC/mL

3 500 ug/ml
Cc1

—+—C2

0 L # * ¥ +
24:HR 48 HR 72 HR 96 HR 120 HR
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Figura 11. Cinética de germinacion de espora de Fusarium Oxysporum bajo el tratamiento de eDNA homologo
adiferentes concentraciones (2, 50,100, 200, 500 ug mL!). C1= esporas sin tratamiento. C2= tratamiento a

500 pg mL! sin esporas.

Durante las primeras 48 horas de incubacion los tratamientos de 100 y 200 pg mL! lograron
mantener nula la germinacion de esporas. Fue posterior a las 48 horas cuando se comenz6 a
observar un incremento en la germinacion de esporas en los tratamientos de 100 y 200 pg

mL-!. El tratamiento de 500 ug mL-! mostro los mejores resultados, obteniendo al final de las
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120 horas un incremento en la germinacion de esporas de solo 19%. Estos resultados sugieren
que los tratamientos con DNA homodlogo, es decir, DNA que pertenece al mismo hongo,
tienen una actividad en la supresion de germinacion de espora del hongo, lo cual puede
compararse con resultados similares que se obtuvieron en la germinacion de espora del hongo
Trichoderma harzianum (Mazzoleni et al., 2015b); donde dichos autores realizan la
aplicacion de eDNA homologo a una concentracion de 800 ug mL!, obteniendo porcentajes
de germinacion promedio de 9.1%, a las 24 horas.

Por otro lado, el tratamiento de 2 pg mL"! no mostré ningun efecto en-la detencion de

germinacion, comportandose de manera similar al Control 1 que solo contenia al hongo.
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Figura 12. Efecto del eDNA homologo fragmentado sobre F. oxysporum, 120 horas después del tratamiento.

Letras diferentes indican diferencia significativa. Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC.

Los resultados obtenidos al final de las 120 horas en las que se mantuvo en contacto el
patogeno con el eDNA homologo demuestran que el tratamiento de 500 ugmL™! fue
altamente efectivo para reprimir la germinacion de esporas y significativamente diferente a
los demas tratamientos (figura 12). Se puede observar que el tratamiento de 500 pg mL™!
muestra un porcentaje de germinacion de espora de 19% equivalente a 25 UFC/mL (cuadro
7). En la figura 13 resulta sencillo distinguir, mediante observacion, el incremento de la

poblacion del hongo debido a la acumulacion de micelio conforme los dias. Ademas, se
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puede observar que el tratamiento de 500 ugmL™ fue estable a lo largo de 120 horas de

contacto.

Cuadro 7. Valores de germinacion de espora de Fusarium oxysporum bajo tratamiento con

DNA homologo, después de 120 horas.

Tratamiento Log (UFC/mL) % de germinacion Comentarios

2 pg mL™! 6.0769 +0.0546a 100 Equivalente a
1.2x10° UFC/mL

50 pg mL! 3.966 +0.0117h 66.165 Equivalente a
9.25x10° UFC/mL

100 pg mL! 2.767+0.0117¢ 46.16 Equivalente a 6x10?
UFC/mL

200 pg mL! 3.6781+0.0454bc 61.3628 Equivalente a
4.78x10° UFC/mL

500 pg mL! 1.133+0.981d 18.896 Equivalente a 25
UFC/mL

C1 5.9941+0.0882a 100 Equivalente a 1x10°
UFC/mL

C2 0.000+0.000e 0 Equivalente a 0
UFC/mL

Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios + el error estandar. Letras diferentes indican

diferencia significativa.

2 pg mL! 50 pg mL! 100 yg mL? 200 uygmL' 500 pgmL* Cl C2

Figura 13. Observacion del efecto del eDNA homologo fragmentado sobre la germinacion de espora de F.

oxysporum, 120 horas después del tratamiento.
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En cuanto al efecto del eDNA heterélogo, es decir, DNA de una especie diferente, se utilizé
DNA fragmentado de lechuga. El andlisis estadistico demuestra que no existieron diferencias
significativas entre el tratamiento con DNA heterdlogo y un control 1 (hongo sin
tratamiento), lo que puede sugerir que la accion del eDNA es especie-especifica (cuadro 8),

por lo que no se observan efectos en la inhibicion de espora bajo este tratamiento.

Cuadro 8. Valores de germinacion de espora de Fusarium oxysporum bajo tratamiento con

DNA heterologo, después de 120 horas.

Tratamiento Log (UFC/mL) % de germinacion. Comentarios

500 pgmL?! 5.1598 £0.0451a 933 Equivalente a

(Lactuca sativa) 1.45x10° UFC/mL

C1 5.5345+0.0159a 100 Equivalente a
3.43x10° UFC/mL

C2 0.000+0.0005 0 Equivalente a 0
UFC/mL

Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios + el error estandar. Letras diferentes indican

diferencia significativa.

Los resultados anteriores indican que el eDNA homologo ejerce un efecto de supresion en la
germinacion de espora a concentraciones elevadas. En este estudio la tendencia de inhibicion
de la germiancién estuvo ligada con la concetracion, es decir, a mayor concentracion mayor
inhibicion, sin embargo, no fue asi para el tratamiento de 200 pgmL!, el cual tuvo un
porcentaje de germinacion mayor (61%) que el tratamiento de 100 pgmL™' (46%) y muy

cercano al de 50 ugmL! (66%).
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6.2.2 Phytophthora capsici

En el caso de P. capsici, la cinética de germinacion de espora (zoospora) obtenida mediante
la evaluacion de UFC/mL cada 24 por 5 dias (empezando a las 48 horas de incubacion)
muestra que los tratamientos fueron eficaces para detener la germinacion de espora de este
oomiceto (figura 14).

Los tratamientos de 50, 100, 200 y 500 pgmL-!, mostraron un efecto similar en la supresion
de germinacion de espora del oomiceto, y esta se mantuvo a lo largo-de los 5 dias de
evaluacion; mostrando nuevamente un efecto de estabilidad de los tratamientos en el tiempo.
El tratamiento de 2 pgmL™!' no mostré efecto en la supresion de germinacion obteniendo un
crecimiento similar al control 1 (oomiceto sin tratamiento). Estos resultados indican que
concentraciones a partir de los 50 pgmL-! lograr detener la germinacion de espora, mientras

que concentraciones menores podrian resultar en el efecto contrario.

“ —t—2 pg/ml
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et 100 pg/ml
200 pg/ml
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5 * . c1
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Figura 14. Cinética de germinacion de espora de P. capsici bajo el tratamiento de eDNA homologo a diferentes
concentraciones (2, 50,100, 200, 500 pg mL'). Cl= esporas sin tratamiento. C2= tratamiento a 500 ug mL"!

sin esporas.
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Figura 15. Efecto del eDNA homologo fragmentado sobre P. capsici, 120 horas después del tratamiento. Letras

diferentes indican diferencia significativa. Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC.

Cuadro 9. Valores de germinacién de espora de P.capsici bajo tratamiento con DNA

homologo, después de 120 horas.

Tratamiento Log (UFC/mL) % de germinacion Comentarios

2 pg mL™! 5.612+0.0318a 100 Equivalente a
4.1x10° UFC/mL

50 pg mL! 1.233 £1.078b 22.8284 Equivalente a 50
UFC/mL

100 pg mL! 2.3504+0.0485 b 43.52 Equivalente a 225
UFC/mL

200 pg mL! 2.392+0.357 b 44.288 Equivalente a 300
UFC/mL

500 pg mL! 2.218+0.466 b 41.060 Equivalente a 225
UFC/mL

C1 5.4011+0.0338 a 100 Equivalente a

2.53x10° UFC/mL
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C2 0.000+0.000 ¢ 0 Equivalente a 0
UFC/mL

Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios + el error estandar. Letras diferentes indican

diferencia significativa.

Los tratamientos de 100, 200 y 500 pgmL ! mostraron un efecto similar sobre el oomiceto,
manteniendo la germinacion de esporas en un rango de 200 a 300 UFC/mL (40 %) a las 120
horas de exposicion (cuadro 9). El tratamiento de 50 ugmL ! mostrd una germinacion de solo
un 23%, sin embargo no fue significativamente diferente a los tratamientos de 100, 200 y
500 ugmL!.

En la figura 16 se aprecia la acumulacion de micelio en el control (C1) y en el tratamiento de
2 ugmL!. Los demas tratamientos no tuvieron una acumulacion de micelio notable debido a

la baja germinacion de esporas que se mantuvo a lo largo del experimento.

2 pg mL! 50 pg mL! 100 ug mL! 200 uygmL' 500 pgmL" Cl C2

Figura 16. Observacion del efecto del eDNA homologo fragmentado sobre la germinacion de espora de P.

capsici, 120 horas después del tratamiento.

Para la evaluacion del efecto de DNA heter6logo en P. capsici, nuevamente se utiliz6 DNA
de lechuga a 500 ugmL-!. El tratamiento de DNA de lechuga a 500 pgmL™!' comparado con
un Control 1, que contenia solo al oomiceto, no muestra diferencias significativas, lo que

indica que nuevamente el efecto del eDNA sugiere ser especifico sobre la especie (cuadro
10).
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Cuadro 10. Valores de germinacion de espora de P. capsici bajo tratamiento con DNA

heterdlogo, después de 120 horas.

Tratamiento Log (UFC/mL) % de germinacion Comentarios

500 pgmL! 4.433 £0.666a 95.37 Equivalente a

(Lactuca sativa) 1.45x10° UFC/mL

C1 4.5181+0.0159a 100 Equivalente a
3.43x10° UFC/mL

C2 0.000+0.000b 0 Equivalente a 0
UFC/mL

Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios + el error estdndar. Letras diferentes indican

diferencia significativa.

Los resultados de germinacion de espora de ambos fitopatdogenos, sugieren que el eDNA
homologo, pero no heterdlogo, tiene un efecto de inhibicion de la germinacion. Lo anterior
queda respaldado por estudios anteriores que demuestran que el eDNA puede tener un efecto
de inhibicion del crecimiento en diferentes grupos de organismos (Mazzoleni et al., 2015 ab)
y que este es dependiente de la concentracion aplicada. Estudios realizados en planta
demuestran que concentraciones de 200 ugmL-! pueden inhibir la germinacién de semilla de
lechuga (Vega-Muioz et al, 2018), y de frijol (Duran-Flores y Heil, 2018). Este trabajo
resalta el fendmeno de hormesis, donde dicho efecto puede variar dependiendo de la especie
con la cual se trabaje, de ahi la necesidad de estudiar la relacion dosis-efecto. Por otro lado,
también se verificd que solo el eDNA homoélogo tiene un efecto de inhibicion, mientras que
el heterdlogo no tuvo un efecto en la inhibicién de germinacién. Desde el punto de vista
practico, se podria utilizar esta caracteristica para generar productos que sean altamente
especificos contra lo que se desea atacar, y asi evitar el dafio a otros organismos. También,
se puede sugerir que esta tecnologia evitaria la rapida resistencia adquirida de los patogenos,
debido que al ser un proceso que ocurre en la naturaleza, se necesitaria de mucho mas tiempo
de evolucion para poder llegar a la resistencia; sin embargo, son necesarios estudios que

puedan corroborar dicho evento.
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Como pudo ser observado en ambos patogenos, al utilizar concentraciones bajas se obtuvo
un crecimiento igual o ligeramente mayor al del control que solo contenia al patégeno, lo que
puede indicar que dosis mal aplicadas pueden resultar en un efecto contrario o hasta de
elicitacion de fitopatdogeno, por lo que son necesarios mas estudios que avalen las dosis.
Quintana-Rodriguez et al. (2018) habla sobre la posibilidad del uso del eDNA, asi como de
otras moléculas que actian como DAMP, para lograr la activacion de sistema de defensa de
las plantas (elicitacion), es decir, “vacunar a las plantas”; lo cual desde el punto de vista
cientifico sugiere ser una estrategia viable de conseguir considerando que los DAMPs logran
generar respuestas relacionadas con la defensa cuando son reconocidos en bajas

concentraciones.

6.3 Evaluacion de la actividad antioxidante SOD y CAT

6.3.1 Fusarium oxysporum

En la evaluacion de la actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) se encontré que
los tratamientos de 2 y 500 ugmL " aumentaron la actividad de esta enzima, comparado con
el control (en el que solo se aplico'agua) y un tratamiento con eDNA heterologo a 500 pgmL-
' los cuales dieron una actividad enzimatica similar (figura 17). Estos resultados se
correlacionan con la activacion de una respuesta ante el estrés, es decir, al aumentar la
concentracion del tratamiento aumento la actividad de esta enzima. Lo anterior sugiere que
los tratamientos de 2 y 500 ugmL! de eDNA homologo, pero no heter6logo, generan una
respuesta de estrés, lo que provoca un aumento en la actividad de SOD, debido a una posible

acumulacion de ROS.
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Figura 17. Actividad SOD F. oxysporum, 24 horas después del tratamiento de eDNA. Letras diferentes indican
diferencia significativa. Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC:
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Figura 18. Actividad CAT F. oxysporum, 24 horas después del tratamiento de eDNA. Letras diferentes indican
diferencia significativa. Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC.

Por otro lado, la actividad de la enzima catalasa también se vio potenciada en los tratamientos
(figura 18). El aumento de la actividad se correlaciond con la concentracion del tratamiento,
de esta manera el tratamiento de 500 pugmL™!' tuvo mas del doble de actividad que el
tratamiento de 2 pgmL!, siendo la actividad de 11.25 y 5.3 U/mg de proteina,

respectivamente. Estos resultados sugieren, al igual que los de SOD, la aparicion de eventos
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de estrés causados por el tratamiento con eDNA homoélogo. En ambas actividades, SOD y
CAT, el tratamiento con eDNA heterdlogo no fue significativamente diferente al control,

indicando que no genera la activacion de respuestas relacionadas con procesos de estrés.

Cuadro 11. Valores de actividad enzimatica de Fusarium oxysporum bajo tratamiento con

DNA homologo y heterélogo, después de 24 horas.

Tratamiento SOD CAT
eDNA (U/mg de proteina) (U/mg de proteina)
0 pgmL! 0.0574 £0.00216b 0.983 £0.0451¢

(Fusarium oxysporum)

2 pgmL! 0.38 £0.0797a 5.297 £0.513b

(Fusarium oxysporum)

500 pgmL! 0.4913 +0.0865a 11.255+0.1631a

(Fusarium oxysporum)

500 pgmL™! 0.1577 £0.0282b 0.7353 £0.0455¢

(Lactuca sativa)

Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios + el error estandar. Letras diferentes indican

diferencia significativa, por columna.

6.3.2 Phytophthora capsici.

En el caso de la actividad SOD para P. capsici se observd nuevamente un aumento de
actividad en el tratamiento de 500 pgmL-!, pero no asi para el de 2 pgmL-!, el cual no tuvo
diferencias significativas con el control ni con el tratamiento de eDNA heter6logo (figura
19).

En P. capsici se encontr6 alta actividad CAT en todos los tratamientos (figura 20). En este
caso no hubo diferencias significativas entre los tratamientos de 500 pgmL'y 2 pgmL-!,
obteniendo actividades de 14.1 y 15.6 U/mg de proteina, respectivamente; sin embargo, estos

fueron significativamente superiores al control y al tratamiento con DNA heter6logo.
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Figura 19. Actividad SOD P. capsici, 24 horas después del tratamiento de eDNA. Letras diferentes indican
diferencia significativa. Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC.
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Figura 20. Actividad CAT P. capsici, 24 horas después del tratamiento de eDNA. Letras diferentes indican
diferencia significativa. Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC.

Al igual que F. oxysporum, para P capsici los tratamientos indican un aumento de las

actividades de ambas enzimas SOD y CAT, lo cual nuevamente indica que la accién del

eDNA homologo se vincula a procesos relacionados con estrés.
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Cuadro 12. Valores de actividad enzimatica de P. capsici bajo tratamiento con DNA

homologo y heterélogo, después de 24 horas.

Tratamiento SOD CAT

eDNA (U/mg de proteina) (U/mg de proteina)
0 pgmL! 0.0383 £0.00166¢ 10.021 £0.182¢
(P. capsici)

2 pgmL! 0.05798 £0.0064bc 15.613 £0.976a
(P. capsici)

500 pgmL™! 0.137 £0.00655a 14.094 £0.376a
(P. capsici)

500 pgmL™! 0.0758 £0.01708b 11.989 £0.747b

(Lactuca sativa)

Analisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios + el error estandar. Letras diferentes indican

diferencia significativa, por columna.

Tanto eucariontes como procariontes han desarrollado una serie de mecanismos para
contrarrestar gran variedad de eventos de estrés que se presentan cotidianamente, como la
presencia de oxidantes ambientales, limitacién de nutricion y dafos causados por agentes
mecanicos y quimicos. Estos mecanismos permiten generar respuestas rapidas para adaptar
el metabolismo a la condicion alterada (Kono et al., 1995). El mecanismo de produccion y
desecho de ROS resulta ser una de las principales vias que se encuentra altamente regulada
para contrarrestar dicho estrés. En el caso de los fitopatogenos se ha estudiado que estos
suelen estar expuestos a altas concentraciones de ROS durante el proceso de infeccion
vegetal, ya que el incremento de ROS en la planta es una respuesta de defensa comun ante el
ataque por fitopatdgenos; por lo tanto contienen mecanismos de desecho de ROS altamente
efectivos (Lee et al., 2017). Peroxidasas fungicas, como la catalasa, se han identificado
durante el inicio de la infeccion vegetal (Mir et al., 2015); y ademads, se han identificado
como controladores redox de varios procesos fisioldgicos ( Konig et al., 2012). En Fusarium

graminearum, se han identificado varios factores de transcripcion involucrados en la
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respuesta ante el estrés oxidativo por medio de la regulacion de la expresion de genes que
codifican para enzimas antioxidantes (Jiang et al., 2015). Los factores de transcripcion Yapl
y Skn7 juegan un factor crucial en la respuesta ante estrés oxidativo en Saccharomyces
cerevisiae (Lee et al., 1999). Otros estudios reportan que también el estrés oxidativo esta
relacionado a la sintesis secundaria de metabolitos en hongos (Montibus et al., 2015). En
especies de Aspergillus, 1a biosintesis de aflatoxinas se activa en respuesta al estrés (Hong et
al., 2013). Por otro lado, en Fusarium oxysporum se ha encontrado que existe un aumento en
la actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) cuando se encuentra bajo la condicion
de estrés por inanicién, y mas haya se ha desmostrado que el aumento de esta enzima es
crucial para el cambio morfoldgico de hifa a clamidospora; estadio que le da ventajas de
supervivencia (Kono et al., 1995).

Como se puede apreciar, las enzimas antioxidantes de patdogenos de plantas tienen un papel
crucial en una gran cantidad de procesos. En particular, en este trabajo se ha identificado un
aumento de las enzimas SOD y CAT en el micelio tratato con eDNA homologo de ambos
fitopatogenos. Dicho aumento sugiere estar relacionado con la actividad del eDNA como
DAMP, ya que como se describié anteriormente, la produccion de ROS es una respuesta
comun activada por DAMPs (Duran y Heil, 2016), lo que conduciria a un aumento de las
enzimas antioxidantes para lograr contrarestar los efectos de una produccion excesiva de
ROS. El aumento de esta actividad antioxidante puede corroborarse con futuros estudios de
expresion de los-genes que codifican para SOD y CAT de estos fitopatégenos, o bien de
factores de transcripcion previamente identificados, relacionados con la activacion de dichos

genes.

47



6.4 Analisis microscopico del micelio de los fitopatégenos

Ademas del anélisis enzimatico, se tomaron previamente alicuotas de los tratamientos para
su observacion microscopica. La observacion microscopica permitid detallar ciertos cambios
morfoldgicos en las hifas Fusarium oxysporum, percibidos como hinchazén y alarga @\

7

de vacuolas (vacuolizacion) en las hifas, en los tratamientos de 2 y 500 uygmL™. A , en

el tratamiento de 500 pgmL-! puede percibirse un alto grado de deformacion de la (figura

21).

Fusarium oxysporum, después de 24 hr. Tratamientos de A) eDNA homélogo 0 pgmL! (control), B) eDNA
homélogo 2 ugmL-!, C) eDNA homélogo 500 ugmL-', D) eDNA heterdlogo (Lactuca sativa) 500 pgmL-'.

La morfologia y fisiologia vacuolar alterada en hongos se ha relacionado con el deterioro del

crecimiento hifal y de virulencia en Ustilago maydis y Magnaporthe grisea (Steinberg et al.,
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1998; Weber et al., 2001). Ademas, reportes indican deformacion y vacuolizacion en hifas
de Rizhoctonia solani después de estar en contacto con el sobrenadante de B. subtilis V26, el
cual puede presentar una composicion bioquimica (proteinasas y quitinasas) que afecta el
estado integral de la hifa (Ben Khedher ef al., 2015). De esta manera se puede sugeg‘
resultados de hifas deformes y con vacuolizacion excesiva son indicadores v\ y

deterioro. 0

En la observacion de las hifas de P. capsici no se lograron detectar carr&%orfolégicos en
los tratamientos con eDNA homologo o heterdlogo, siendo simila@ ontrol (figura 22).

Al ser un oomiceto las respuestas morfologicas pueden no p@e con facilidad, debido a

la complejidad metabolica del organismo. 3 O

Figura 22: Observaciones microscopicas del efecto del eDNA a diferentes concentraciones sobre el micelio de
P capsici, después de 24 hr. Tratamientos de A) eDNA homoélogo 0 pgmL! (control), B) eDNA homdlogo 2
ugmL-!, C) eDNA homélogo 500 pgmL-', D) eDNA heterdlogo (Lactuca sativa) 500 pgmL'.
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6.5 Niveles de metilacion de DNA genomico

Se evaluaron los niveles de metilacion del DNA genémico en F. oxysporum después de su
exposicion a eDNA homologo (figura 23). Los resultados muestran que el DNA obtuvo un
porcentaje menor de metilacion en los tratamientos de 50, 100, 200 y 500 pgmL:!(cuadro
13), indicando una hipometilacion, a diferencia del control donde el porcentaje de metilacion
se encontrd de 1.501%= 0.489. Lo anterior sugiere que los tratamientos aplicados activan la
expresion de diferentes genes que pueden estar involucrados con la respuesta ante el
reconocimiento del eDNA, lo que induce una hipometilacion del DNA gendémico. El

tratamiento de 2 pgmL! no se encontr6 significativamente diferente al control.

16 r a
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Figura 23. Niveles de metilacion del DNA gendémico de Fusarium oxysporum después de 120 horas de
exposicion de eDNA-homologo. Letras diferentes indican diferencia significativa. Analisis ANOVA-Tukey
con 95% de IC.

Cuadro 13. Nivel de metilacién del DNA gendmico de F. oxysporum bajo tratamiento con

DNA homologo.
Tratamiento eDNA % 5-mC
0 pgmL! 1.501 £0.489a
2 pgmL! 0.776 +0.260ab
50 pgmL! 0.0927 £0.0.0925b
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100 pgmL-! 0.346 £0.347b

200 pgmL! 0.000.00b

500 pgmL™! 0.446 +0.447b

Analisis ANOVA-Tukey (95% de confianza). Valores medios + el error estandar.

La metilacion del DNA en hongos es menos estudiada en comparacion con otros eucariontes,
sin embargo, se tiene la nocion de que este proceso esta dedicado primeramente a la supresion
de elementos transponibles (TEs) para maneter la integridad del genoma (Zemach et al.,
2010). Estudios sugieren que la metilacion del DNA en hongos tienen patrones mas
complejos y variados de lo que se pensaba; ademas, se ha estudiado que existe una gran
variedad en el porcentaje de citosinas genomicas metiladas, por ejemplo 0.22% en
Magnaporthe oryzae (Jeon et al., 2015), 0.38-0.42% en Metarhizium robertsii (Li et al.,
2017), 1.8% en Ganoderma sinense ( Zhu et al., 2015), y hasta 36.9-39.6% en Tuber

melanosporum (Montanini et al., 2014).

6.6 Efecto del DNA homologo sobre el sistema de infeccion P. capsici-Chile

Para este ensayo se utilizaron concentraciones de 100 ugmL!, debido a que los ensayos de
germinacion apuntaban. que P. capsici era altamente sensible al eDNA homologo. Sin
embargo, no se observo prevencion de la enfermedad, sino que al dia 8, las plantas de los
tratamientos mostraron sintomas mas severos de enfermedad comparados con el control
(figura 24).

Lo anterior sugiere que la dosis utilizada en los tratamientos no fue la indicada, sino que
debio utilizarse una dosis mayor de eDNA. Por otro lado, existié una aparente elicitacion del
oomiceto, que lo volvié mas agresivo en un menor tiempo al estar expuesto al tratamiento.
Dicha elicitacion ha sido sugerida en reportes anteriores al no manejar la dosis adecuada para
lograr inducir un efecto de inhibicion, por el contrario, se induce un efecto positivo
(elicitacion) ya que la dosis no logra generar una respuesta fuerte de estrés. Dicho fenémeno

ha sido explicado como una doble accién que puede tener el eDNA (Ferrusquia-Jiménez et
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al., 2020) (figura 25). Quintana-Rodriguez et a/ (2018) menciona que el eDNA, al igual que
otros DAMPs, puede ser utilizado como una “vacuna de plantas” debido a que en dosis
moderadas induce respuestas relacionadas con la inmunidad vegetal, lo que conlleva al
priming de la inmunidad vegetal. Es decir, el eDNA puede actuar como un modulador de la
inmunidad vegetal y ser utilizado como elicitor, cuando se usa en concentraciones
relativamente bajas. Por el contrario, puede utilizarse como una molécula con actividad de
inhibicion, si se usa en altas concentraciones (Ferrusquia-Jiménez et al., 2020). Esta actividad
dual del eDNA puede tener diferentes enfoques con potencial biotecnologico; usado como
elicitor para mejorar la inmunidad de cultivos comerciales o bien.como molécula con
actividad de inhibicién para el control de plagas agricolas, tal como se plantea en el presente

trabajo.

Figura 24. Efecto de los tratamientos de eDNA en plantas de chile inoculadas con P. capsici a los 8 dias. C1:
plantas con agua, C2: plantas inoculadas con P capsici + agua, T1: eDNA homologo a 100 pgmL™"! + P.
capsici, T2: Mezcla 1:1 de eDNA heterologo (Fusarium oxysporum) y DNA homdlogo 100 pg mL"! + P.

capsici.
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Cuadro 14. Valores de severidad de marchitamiento y necrosis radicular 8 dias después de la

aplicacion de tratamientos.

Tratamiento Dia 8
Marchitamiento Necrosis de raiz
Control 1 1a+0.0 1a+0.0
Control 2 1a+0.0 1.6b+0.548
T1 4.2b+0.447 3c
T2 4.4b+0.548 4d

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa. Analisis ANOVA- Tukey con 95% de

IC.

eDNA technology
¢/,\>
Inhibitory activity Elicitor acivity (induction of

immune response) in plants
Biologic control of pests J
O¢ \: ; Plant vaccines
{

Y
Crop protection

Figura 25. Actividad ‘dual del eDNA y su potencial biotecnologico. Basado en la accion del eDNA como
DAMP, esta tecnologia puede ser usada para el desarrollo de productos de control biolodgico y como vacunas
para plantas. Usando la tecnologia para el control de plagas y enfermedades agricolas la aplicacion de eDNA
homologo.en dosis >200 pg mL! es propuesta, donde el origen del eDNA debera ser cualquier tipo de patogeno
o plaga agricola (bacteria, maleza, hongo). Para la induccion de inmunidad, con un enfoque de “vacuna de
planta”, dosis <200 pg mL™! podrian ser usadas en plantas desarrolladas (por ejemplo: en plantas de 4 semanas
de edad); el eDNA debera obtenerse de las plantas de interés agronomico. Fuente: Ferrusquia-Jiménez et al.,
2020.

El efecto resultante puede explicarse sugiriendo que la dosis de eDNA no fue suficiente para
la cantidad de in6culo que se utiliz6 del patogeno, recordando que el sistema de infeccion
esta disefiado con un exceso de P. capsici para lograr inducir la infeccion. Por lo que resulta

pertinente estudiar la relacion dosis-patdgeno en futuros experimentos.
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7. CONCLUSIONES

La aplicacion de eDNA homologo genera cambios metabolicos, morfoldgicos y en la
respuesta de germinacion de espora en los fitopatégenos aqui estudiados. Los principales
resultados sugieren que aplicaciones de 500 ugmL, en el caso de Fusarium oxysporum,
y >50 ugmL™!, para Phytophthora capsici, resultan efectivas en tratamientos.in vitro para

suprimir la germinacion de espora de ambos patogenos.

En cuanto a los fendémenos metabolicos se observo que, para ambos microorganismos, la
aplicacion de eDNA homologo a 500 pgmL! aumenta la actividad superdxido dismutasa
y catalasa, ambas relacionadas con el sistema de producciony desecho de ROS (especies
reactivas del oxigeno), lo que sugiere una respuesta de estrés y, por lo tanto, una actividad
del eDNA homoélogo como DAMP. Por otro lado, el eDNA heterdlogo no generd
respuestas metabolicas significativas en los patogenos. En F. oxysporum pudieron ser
observados cambios morfoldgicos como el hinchazon y vacuolizacion de hifas sometidas
a los tratamientos con eDNA homodlogo. Ademads, pudo observarse sobre este mismo
patdégeno una reduccion en los niveles de metilacion del DNA al estar en contacto con

tratamientos con eDNA homoélogo, sugiriendo una activacion de la expresion génica.

En el ensayo de aplicacion de eDNA al sistema de infeccion de P. capsici-Chile, no logro
observarse unaprevencion de enfermedad, de hecho, la enfermedad tuvo mayor severidad
en los tratamientos. Una de las razones expuestas es que la dosis no fue suficiente en
relacion al indculo de patdgeno colocado, por lo que seria pertinente realizar mas estudios
para lograr evaluar la relacion dosis-patdgeno y asi observar lo encontrado en los

resultados in vitro.
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ANEXOS

A. CURVAS DE CALIBRACION DE ENSAYOS ENZIMATICOS
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B. MARCADORES DE PESO MOLECULAR UTILIZADOS
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