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RESUMEN

Fusarium verticillioides es un agente causante de la deterioracion del maiz y su
contaminacion por micotoxinas. La aplicacion indiscriminada de compuestos
antifangicos quimico-sintéticos para el control de la infeccidén por este hongo en
el maiz, implica la generacién y acumulacion de residuos toxicos, asi como el
desarrollo de cepas resistentes a los fungicidas. Jacquinia macrocarpa es una
planta nativa del noroeste de México que tiene potencial inhibitorio contra F.
verticillioides. Estudios previos muestran que la exposicion a la fraccion
butandlica de J. macrocarpa, causan retraso y atrofia en el crecimiento micelial,
sin embargo, el mecanismo para este hecho no esta del todo claro. Por lo
anterior, el objetivo de este estudio fue elucidar los cambios en la acumulacién
de proteinas en F. verticillioides expuesto a la fraccion antifingica de J.
macrocarpa. Se realizd un enfoque de protedmica basada en gel 2DE utilizando
tres repeticiones biolégicas por condicién. La electroforesis realizada a las
proteinas extraidas de F. verticillioides expuesto a la fraccion antifingica, detecté
mas de 500 puntos reproducibles, 38 fueron acumulados diferencialmente por al
menos dos veces (Anova p < 0.05), de las cuales 17 proteinas aumentaron su
acumulacion, mientras que 21 disminuyeron. Las proteinas identificadas estan
involucradas en el metabolismo de aminoacidos y carbohidratos, asi como al
transporte, degradacion, plegamiento y estabilizacién de proteinas, respuesta al
estrés oxidativo y actividades diversas. En general, las proteinas relacionadas
con el metabolismo de aminoéacidos y carbohidratos aumentaron en abundancia,
lo que sugiere una alta demanda de energia en el hongo. En contraste, las
proteinas relacionadas con el estrés oxidativo, las proteasas y las proteinas
criticas para el correcto plegamiento y estabilizacion proteica durante el estrés,
disminuyeron su acumulacién, sugiriendo que tales mecanismos son el objetivo
de los compuestos responsables del efecto inhibidor de la fraccion butandlica.
Los resultados obtenidos son de gran importancia para la elucidacion del

mecanismo de accion de la fraccion antifangica de J. macrocarpa.
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INTRODUCCION

Fusarium verticillioides es un agente causante de la descomposicion de la raiz,
la podredumbre del tallo, la podredumbre de la mazorca y la contaminacion por
micotoxinas en el maiz (Zea mays L.) (Murillo-Williams y Munkvold, 2008). La
aplicacion indiscriminada de compuestos antifangicos quimico-sintéticos para el
control de la infeccion por F. verticillioides en el maiz, implica la generacion y
acumulacion de residuos toxicos, asi como el desarrollo de cepas resistentes a
los fungicidas (Abdel-Monaim y col., 2011). Los extractos de plantas pueden ser
una alternativa adecuada para el control de hongos, ya que son biodegradables,
no fitotéxicos y muestran la misma capacidad inhibitoria que los antifingicos

qguimicos sintéticos (Bajpai y col., 2008; Tagne y col., 2013).

Los extractos de plantas de varias especies pertenecientes al género Jacquinia
han mostrado capacidad antifungica, un ejemplo de ello es la fraccion butandlica
de Jacquinia macrocarpa, la cual ha mostrado actividad antifangica contra los
fitopatdgenos Aspergillus flavus, Aspergillus parasitiucs y Fusarium verticillioides
causando un retraso en el crecimiento de las hifas e inhibiendo la germinacion
de esporas (Valenzuela-Cota y col., 2014). Los mecanismos del efecto inhibitorio
de la fraccion butandlica de J. macrocarpa no se conocen bien. La investigacion
ha demostrado que el extracto dafia las paredes celulares de las esporas y las
hifas y que los compuestos responsables de tales dafios son fitoesteroles como
el y -sitosterol y triterpenos como el betulinol (Valenzuela-Cota y col., 2019),
determinados por cromatografia de gases/tiempo cuadrupolo- espectrometria de

masas de vuelo.

Se ha demostrado que el enfoque proteémico comparativo es una herramienta
de alto valor para obtener informacion sobre las respuestas de hongos
fitopatdgenos contra antifingicos sintéticos, asi como extractos de plantas que
contienen compuestos bioactivos con actividad antifungica (Hou y col., 2013;
Suny col., 2014; Fialho y col., 2016; Cheny col., 2018; Pandey y col., 2018; Liy
col., 2019). Por otro lado, el andlisis gendmico también se puede utilizar para

analizar el comportamiento de diferentes hongos en condiciones de estrés.



Por lo anterior, este estudio hace uso del enfoque proteémico basado en gel de
dos dimensiones (2-DE) para caracterizar los cambios en la abundancia de
proteinas en F. verticillioides expuestos a la fraccidon butandlica de J.
macrocarpa, para comprender mejor el mecanismo de accion para la inhibicién

fungica de este extracto de planta.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Cultivo del Maiz

La planta del maiz (Zea mays L.) es nativa de México que actualmente se utiliza
principalmente para la alimentacion en humanos y ganado en todo el mundo,
ademas de aprovecharse sus derivados industrialmente (ASERCA, 2012). En
México, el consumo de maiz generalmente es en forma de tortilla, donde se
estima que aproximadamente el 90 % de la poblacion lo considera como un
alimento de primera necesidad (Cruz y Verdelet, 2007). Por lo anterior, México
se considera uno de los principales consumidores de maiz en el mundo. La
produccion del 2020, considerando los ciclos agricolas primavera-verano y
otofio-invierno, tanto cultivo de riego como de temporal, fue de 21’885,170
toneladas (SIAP, 2021). Lo anterior representa un descenso de 5.1 % con
respecto al ciclo agricola 2018. Entre los principales estados productores de
maiz, destacan Jalisco, Michoacan, México, Guanajuato y Chihuahua, donde se
concentra mas del 30 % de la produccién nacional, obteniendo un rendimiento
promedio de 3.4 ton por hectarea (SIAP, 2020). La disminucion de la produccion
puede ser influenciado principalmente por el clima (el maiz requiere una
temperatura de 15 a 30 °C para su crecimiento) y los nutrientes, que son
importantes para el crecimiento de la planta (Roveda, 2007). Ademas, los hongos
fitopatbgenos también contribuyen a la disminucién de la produccion porque
causen grandes pérdidas durante el cultivo, siendo el género Fusarium uno de

los hongos més importantes (Roncero y col., 2003).

Contaminacion del Maiz

En los ultimos afios, las infecciones y enfermedades causadas por hongos
fitopatdgenos en el maiz durante su cultivo han ido en aumento, provocando
pérdidas econdmicas en la agricultura y en la industria alimentaria (Kumary col.,
2016; Aqueveque y col., 2017). Entre los diferentes hongos que afectan al maiz
durante su cultivo, se encuentran los hongos del género Phytium, Botryodiploia,
Gibberella y Fusarium como los principales en la pudricion del tallo. Los



principales hongos en la pudricion de la mazorca son los del género Aspergillus,
Penicillium y Fusarium, reportando pérdidas que oscilan entre el 5 % al 20 % de
la produccion mundial y mas de 300 metabolitos que son tdxicos para seres vivos
(Galvano y col., 2001; Taba, 2004). Ademas, si se considera la presencia de
otras plagas y enfermedades, o factores abidticos, entre ellos la temperatura y el

volumen, la calidad del grano disminuye aun mas (Moreno y Gonzalez, 2011).

Las especies de Fusarium causan importantes pérdidas econdmicas debido a
gue provocan una gran variedad de enfermedades en diversos cultivos en todo
el mundo (Villa-Martinez y col., 2015). En México, la especie Fusarium oxyporum
causa pérdidas del 10 % al 50 % del cultivo de papa, y no hay condiciones
ambientales descritas que limiten su desarrollo (Senasica, 2012). Otras
especies, como Fusarium solani, se ha reportado en la marchitez del chile,
siendo uno de los principales agentes causantes de este padecimiento desde los
afios sesenta (Jiménez y col., 2009). Por su parte, Fusarium verticillioides, ha
captado la atencién debido a la amplia distribucion, especialmente en zonas
tropicales y subtropicales, ademas de su gran resistencia y capacidad toxigénica
(De la Torre y col., 2014). F. verticillioides es productor de toxinas, llamas
fumonisinas, que afectan la salud humana y animal, causando cancer de eséfago
y defectos en el tubo neural en recién nacidos, y en animales, leuco
encefalomalacia equina y edema pulmonar porcina (Logrieco y col., 1990; Li y
col., 2001; Rico-Sole, 2012).

Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides es hongo ascomiceto que pertenece a la subdivisién
Deuteromycota, en donde se incluyen hongos a los que no se les ha reportado
una fase sexual o en muy escasas ocasiones (Deacon, 1997). F. verticillioides
se clasifican dentro de esta Ultima categoria porque puede presentar una fase
sexual la cual se denomina teleomorfo, pero muy pocas veces se encuentra en
la naturaleza y es dificil observar in vitro. El apareamiento sucede entre colonia
de diferentes grupos. Cuando se reproduce asexualmente (el estado anamorfo),

se producen muchas microconidias (Figura 1A).



Figura. 1. A) Microconidios de Fusarium verticillioides (CDC, 1978). B) Cultivo
de F. verticillioides en Agar Papa Dextrosa C) Infeccion de F. verticillioides en
Maiz (Alltech, 2019).



tiene forma de pie (Warham y col. 1996). Las caracteristicas morfologicas
coloniales de F. verticillioides puede variar dependiendo del medio de cultivo en
que crece, por ejemplo, en agar papa dextrosa el micelio es algodonoso en el
cultivo, frecuentemente de tinte rosa, purpura o amarillo (Figura 1B; de la Torre-
Hernadndez y col. 2014). Los macroconidios son de pared delgada con una célula

basal en forma de pie y una célula apical alargada.

F. verticillioides genera pérdida de calidad en las semillas de maiz, asi como la
pudricion y muerte de las plantulas infectadas (Villa-Martinez y col., 2015). Puede
ingresar al maiz sistematicamente desde las semillas, o a través de heridas
provocadas por insectos, la infeccion de este patdgeno se caracteriza por la
decoloracion de color blanco a lavanda en granos de maiz (Figura 1C);
produccién de fumonisina B1 y fumonisina B2 durante la invasion en el maiz y
durante su crecimiento saprofito (Bacon y col., 2001). Lo anterior, representa uno
de los problemas fitosanitarios mas importantes a nivel mundial, ya que F.
verticillioides es uno de los hongos con mayor reporte de incidencia en la
contaminacion de maiz (de la Torre-Hernandez, 2014). Entre las metodologias
mas empleadas para el control de F. verticillioides esta la aplicacion de
fungicidas en la semilla de maiz, proporcionandole la proteccion desde que se
lleva a cabo la siembra hasta las primeras etapas de desarrollo en las plantulas
(Alezones y Gonzales, 2009).

Control del desarrollo de Fusarium verticillioides

Por muchos afios, una gran variedad de diferentes compuestos quimicos
sintéticos se ha utilizado para inhibir a hongos fitopatdgenos (Jiménez-Reyes,
2019). Para evitar la presencia de F. verticillioides durante el cultivo o en el
almacenamiento del maiz, se utilizan antifingicos sistémicos como los
benzimidazoles (Agrios, 2005). Dentro de los fungicidas del grupo de los
benzimidazoles se encuentra el benomilo y el carbendazim, que son los
fungicidas mas efectivos en el desarrollo de diferentes tipos de hongos
fitopatégenos (Llorent-Martinez y col., 2012). Se sabe que ambos actuan en la

mitosis y la division celular en hongos, teniendo efectos inhibitorios en la



polimerizacién de la tubulina a los microtubulos, provocando una serie de fallos
en el montaje de los microtubulos al huso,

provoca la alteracion cromosOmica en la placa metafasica y pérdida de
crométidas (Koo y col., 2009). Otros fungicidas utilizados contra el desarrollo de
F. verticillioides son los de grupo de los triazoles y equinocandinas, los cuales
actian inhibiendo la enzima 14 a-lanosterol desmetilasa, previniendo la
formacion de zimosterol, el cual es un precursor del ergosterol e inhibiendo la
sintesis de -glucano, respectivamente (Figura 2). Ambos grupos, provocan que
la membrana pierda integridad y el crecimiento fungico sea limitado (Mari y col.,
2013).

Si bien, los fungicidas antes mencionados tienen un alto efecto de inhibicion
sobre los hongos fitopatdgenos, suelen generar residuos que son toxicos para
los seres vivos, ademas promueven la aparicién de cepas resistentes (Al-Hatmi
y col., 2016). Por ello, al desarrollar farmacos nuevos, se debe tener en cuenta
su estructura y la relacién con su funcién para poder asegurar la muerte del
hongo sin provocar graves dafios al organismo hospedero, en este caso el maiz
(Gregori, 2005). Ademas, si bien estos fungicidas tienen un efecto positivo en la
inhibicion del crecimiento del hongo, estudios demuestran que el control en la
produccién toxinas no es tan eficiente como parece, ya que, en algunas
condiciones, se induce la sintesis de micotoxinas (Mamza y col., 2008; Edwards
y Godley, 2010).

Alternativas al Uso de Antifungicos Quimico-Sintéticos

Los compuestos naturales, tales como el extracto de planta, ya sea como
compuestos puros 0 como extractos estandarizados, proporcionan
oportunidades ilimitadas para el control del crecimiento microbiano debido a su
diversidad quimica (Rosell6 y col.,, 2015). Ademas, dichos compuestos
presentan baja fitotoxicidad y una alta biodegradabilidad (Talibi, 2012). Por esto,
una gran cantidad de plantas se utilizan para diferentes areas de la salud
humana, tales como la medicina tradicional, alimentos funcionales, etcétera

(Sloan, 2007). Asi mismo, recientes estudios han mostrado que la actividad
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antimicrobiana de plantas medicinales se atribuye a la presencia y actividad

sinérgica de los diferentes compuestos bioactivos (Manilal y col., 2015).

Existen una gran variedad de estudios de plantas con actividad antifingica, que
abordan desde el retardo de la germinacion de la espora y el crecimiento micelial
hasta la inhibicién por completo del desarrollo fungico (Tabla 1). Suarez-Jimenez
y col. (2007), observaron que los extractos metandlicos de Baccharis glutinosa y
Larrea tridentata tienen una alta inhibicion sobre la germinacion de la espora F.
verticillioides. Ademas, un estudio realizado por Rosas-Burgos y col. (2009),
mostraron que el extracto de B. glutinosa particionado con acetato de etilo inhibio
por completo el crecimiento de F. verticillioides, mientras que para A. parasiticus
y A. flavus, la inhibicion fue del 70 %. Lo anterior, demuestra que realmente
existen compuestos de plantas que pueden inhibir el desarrollo de diferentes
hongos fitopatégenos, por lo que dichos compuestos pueden ser tomados en

cuenta como antifingicos potenciales.

Jacquinia macrocarpa

Jacquinia macrocarpa, una planta nativa del noroeste de México, que pertenece
a la familia Theophrastaceae y es utilizada en la medicina tradicional en grupos
étnicos en el noroeste de México, preparando té de las flores de la planta para
fortalecer el corazén (Moreno-Salazar y col., 2008; Frias-Escalante y col., 2015).
Es un arbusto o arbol de hoja perenne, corteza de color gris liza y de tronco y
tallos gruesos. Las hojas son estrechas y puntiagudas, con bordes oscuros y de
color verde (Figura 3).

Se ha demostrado que una fraccidbn butandlica obtenida de un extracto
metanalico de J. macrocarpa tiene la capacidad de inhibir a hongos fitopatégenos
del maiz como A. flavus, A. parasiticus y F. verticillioides (Valenzuela-Cota y col.
2014). Los compuestos presentes en la fraccién antifingica de J. macrocarpa
incluyen una gran variedad de sustancias o0 compuestos con diferentes
estructuras, destacando y-sitosterol, 3-sitosterol, estigmasterol y betulinol, como
los causantes del efecto antifungico (Valenzuela-Cota y col., 2019). La actividad

antimicrobiana de estos compuestos ya ha sido demostrada, por lo que se
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Tabla 1. Actividad antifingica de extractos de plantas

Especie de planta

Nombre comun

Microorganismo

Resultado

Autor

Parastrephia quadrangularis

Momordica charantia

Glycyrhiza glabra, Aloe vera 'y

Allium sativum

Jacquinia macrocarpa

Bacharis glutinosa

Azardiachta indica, Artemissia
annua, Rheum emodi

y Eucalyptus globulus

Allium sativum y Curcuma

longa

Tola o tola’

Melén amargo

Paloduz, sébila 'y ajo

San Juanico

Batamote

Nimbo de la india,
artemisa dulce,
ruibarbo el Himalaya y

eucalipto

Ajo y carcuma

Fusarium verticillioides

Fusarium solani

F. guttiforme

Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides,
Aspergillus flavus y A.

parasiticus

Fusarium solani

Camellia sinensis

Dafio en la pared y membrana

celular

Inhibicién del crecimiento micelial

Inhibicion del crecimiento micelial

Retardo en la germinacién de la

espora y crecimiento micelial

Inhibicién del crecimiento radial

Inhibicion el crecimiento radial

Inhibicion en la germinacion de

esporas

Di Ciaccio y col. (2018)

Wang y col. (2016)

Sales y col. (2015)

Valenzuela-Cota y col.
(2014)

Rosas-Burgos y col.
(2009)

Joseph y col. (2008)

Saha y col. (2005)
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Figura 3. Planta de Jacquinia macrocarpa (San Juanico)
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deduce que los mecanismos de accion antifingica pueden ser varios. La fracciéon
antifungica obtenida de esta planta ha demostrado inhibir la enzima -1,3
glucanasa, responsable del del ensamblaje del glucano en la pared celular, asi
como por tener actividad quitinasa, lo que trae consigo que se produzcan
malformaciones en las esporas e hifas del hongo (Buitimea-Cantua, 2013). Lo
anterior, sugiere que los compuestos del extracto inhibieron primeramente a la
actividad B-1,3 glucanasa, afectando la sintesis de 3-1,3 glucano, causando una
pared celular defectuosa y, por consiguiente, los extractos pudieron llegar a la
quitina a través de dichos defectos e hidrolizarla, causando el retraso en el
crecimiento de F. verticillioides. También se ha reportado que la fraccidon
antifangica de J. macrocarpa puede promover la produccién intracelular de
especies reactivas de oxigeno e inhibir la actividad de las enzimas catalasa y
superoxido dismutasa fungica (Valenzuela-Cota y col., 2019). Sin embargo, adn
se requieren de mas estudios que ayuden a establecer con mas precision y
certidumbre los mecanismos involucrados en la capacidad antifangica de

extractos acuosos y de extractos obtenidos a partir de solventes.

El mecanismo bioquimico de accion de la fraccion antifUngica de J. macrocarpa
no esta bien definido aun, la comprension de dicho mecanismo no solo es util
para la creacidbn de nuevos plaguicidas, sino que es util para la correcta
aplicacion del fungicida en el campo (Cobb, 2000).

Andlisis Protedmico

En los dltimos afos, el analisis protedmico ha demostrado ser un potente método
para estudiar las variaciones en los perfiles de expresién de proteinas en
respuesta al medio ambiente en donde se encuentra los microorganismos, como
bacterias, hongos filamentosos y levaduras (Texeira y col., 2005). Al igual que la
gendmica y la transcriptomica, la protedmica ha evolucionado para incorporar
técnicas de alto rendimiento y protocolos que permiten un analisis mas rapido de

un gran namero de proteinas (Washburn y col., 2001).

La prote6mica puede definirse como la ciencia encargada de diferentes

herramientas de biologia molecular, bioquimica y bioinformatica para el analisis
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de la estructura, funcion e interacciones de las proteinas de una unidad bioldgica
(Graves y Haystead, 2002). El analisis prote6mico, involucra la extraccion y
purificacion de las proteinas, seguido de la separacion de estas, ya sea por
métodos donde se utilicen geles o métodos libres de geles. Posteriormente, las
proteinas (péptidos) son analizados por espectrometria de masas para finalizar
con un andlisis bioinformatico que permite la identificacion la de proteina de

interés (Ruiz y col., 2016).

En la actualidad existen muchos estudios donde se utilizan estos tipos de
herramientas. Sin embargo, la mayoria son enfocados a hongos patégenos en
humanos (Vddisch y col., 2009; Hoehamer y col., 2010; Kniemeyer y col., 2011;
Sorgo y col., 2011; Gautam, y col., 2016; Amarsaikhan, 2017). Dichos estudios
contribuyen, por un lado, con un andlisis de cuales podrian ser los sitios claves
o dianas de accion por parte de los fungicidas que se pretendan desarrollar y asi
inhibir el desarrollo del hongo. Por otro lado, contribuyen con la identificacion de
genes/proteinas que pudieran activarse/sintetizarse para lograr convertirse en

una cepa resistente al fungicida en cuestion (Van Der Linden y col., 2013).

Mecanismos de Accion de Antifungicos Quimico-Sintéticos

Es sabido que antifungicos utilizados comercialmente emplean un mecanismo
de accion en particular (Tabla 2). Por ejemplo, carbendazim impide el desarrollo
de las hifas y el crecimiento micelial por la intervencién de la biosintesis del ADN
cuando se lleva a cabo la mitosis, lo que ha proporcionado un excelente control
en el desarrollo de una gran variedad de hongos. Sin embargo, en los Ultimos
afos se ha reportado la resistencia a carbendazim en poblaciones de hongos,
incluido algunos del género Fusarium (Hou y col., 2013). Por otro lado, los
compuestos azélicos son los que se utilizan principalmente para tratar
infecciones por algunas especies de Aspergillus, estos compuestos inhiben la
enzima lanosterol 14 a-desmetilasa, una enzima clave en la produccion de
ergosterol, el cual es forma parte esencial de la membrana celular en hongos. Al
igual que el carbendazim, en algunos paises se han reportado cepas de
Aspergillus resistentes a los fungicidas azdlicos (Patterson y Strek, 2014). Lo

anterior,
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Tabla 2. Clasificacion de antifungicos por su sitio de accion en el hongo.

Familia/antifangico

Mecanismo de accion

Espectro de actividad

e Polienos
o Nistatina
o Anfotericina B
Interactuando con la e Azoles
membrana o Imidazoles
o Triazoles
e Alilaminas

o Terbinafina

e Formacion de poros por unién al

ergosterol

e Impide de sintesis de ergosterol por
inactivaciéon de la enzima lanosterol -
a-dimetilasa

e Inhibicion del ergosterol por la
inactivacién de la enzima escualeno

epoxidasa

Aspergillus spp. (A. niger, A. fumigatus, A.
flavus, A. terreus, A. nidulans),
Blastomyces dermatitidis, Candida spp.,
Coccidioides immitis, Cryptococcus
neoformans, Histoplasma capsulatum y

Paracoccidioides brasiliensis

Interactuando con la e Lipopéptidos
pared celular o Equinocandinas
o Triterpenos

gliosilados

Inhibicion de la sintesis de glucanos por la

inhibicién de la enzima 1,3 B-glucano sintasa

Histoplasma capsulatum, Coccidiodes

immitis y Blastomyces dermatitidi

Interactuando en el nicleo e Antimetabolitos
o Fluocitosina o
5-fluorocitosina
e Agentes miscelaneos

e Griseofulvin

e Impide la sintesis de proteina por la

incorporacion de 5-fluoroacil al ARN

e Inhibicion de la mitosis por la

destruccion del huso mitético

Candida albicans y  Cryptococcus
neoformans. Algunas cepas de

Aspergillus, Penicillium son sensibles
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Respuesta Protedmica a Antifungicos

La resistencia involucra un gran namero de estrategias por parte del hongo,
como la activacion de genes y sintesis de proteinas durante la interaccion con el
antifingico (Liu y col., 2010; Shishodia y col., 2019). Gautman y col. (2016),
expusieron a Aspergillus fumigatus con itraconazol e identificaron 54 proteinas
expresadas diferencialmente, las cuales estaban involucradas en el metabolismo
del carbono, ciclo de Krebs, glucdlisis y estrés celular. Algunas de las proteinas
identificadas son nucleétido fosfato cinasa, proteina de choque térmico 70,
Aspf22 y malato deshidrogenasa. Se reporta que estas enzimas, interactian con
la calcineurina, una proteina que es dependiente de calcio, que posee un papel
importante para controlar la morfologia celular y la virulencia en hongos (Stie y
Fox, 2008).

También, Hou y col. (2013), observaron e identificaron la acumulacion de 38
proteinas cuantitativamente diferentes en Fusarium graminearum cuando fue
expuesto al fungicida JS399-19. Estas proteinas estan involucradas en el
metabolismo energético, sintesis y transporte de proteinas y DNA, indicando que
dicho antifungico afecta las proteinas relacionadas con los procesos fisiologicos.
Una de las proteinas identificadas, es piruvato cinasa, donde se detect6 una
disminucién en cuanto a su acumulacion, por lo que se sugiere que existe una
inhibicién o una actividad de la glicdlisis y ciclo de Krebs menor a las condiciones
normales. Esto debido a que piruvato cinasa cataliza el paso final de la glucdlisis,
la conversion de fosfofenolpiruvato a piruvato, en donde se genea una molécula
de ATP, por lo que la ausencia o la disminucion de esta enzima, produce una
disminucién en la energia. Fenilalanil-ARNt sintetasa, es otra enzima
identificada, la cual participa en el proceso de traduccién de la proteina. La baja
cantidad de esta enzima podria inhibir la sintesis de proteinas o provocar que la
traduccién se lleve a cabo de forma incorrecta (Roy y col., 2006). Con base en
lo anterior, se demuestra que cada fungicida afecta el proteoma con un camino
en comun. Algunos de estos antifiungicos pueden tener diferentes objetivos, pero
afectan ampliamente las diferentes vias metabdlicas, teniendo como finalidad la

detencion o dafio del ciclo celular (Perfect, 2018).
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Chen y col. (2018) analizaron proteémicamente el efecto los compuestos
principales del extracto de Cdrcuma sobre F. graminearum, identificando 46
proteinas involucradas en el metabolismo energético, sintesis de ARNt y en el
metabolismo de la glucosa, demostrando que compuestos con actividad
antifangica pueden actuar sinérgicamente y afectar diferentes vias metabdlicas

gue son de importancia para el correcto funcionamiento del microorganismo.

Por lo que se menciona anteriormente, el analisis protedmico ha servido para
estudiar los cambios de los perfiles de expresion de las proteinas y los genes
que se activan o suprimen en determinados microorganismos cuando son
expuestos a determinadas condiciones (Wolters y col., 2001). Lo anterior facilita
la identificacién del mecanismo de accion de farmacos, permitiendo elucidar los
principales objetivos de la actividad antifingica, ya que ambas herramientas
pueden proporcionar informacion importante sobre la patogenicidad y los
factores de virulencia de alglin microrganismo en particular, informacién que
puede ser usada para diagnosticar enfermedades y estrategias que prevengan

la proteccién de cultivos (Gonzalez-Fernandez, 2012).

Basado en lo anterior, el objetivo de este estudio es determinar los cambios en
la abundancia de las proteinas en Fusarium verticillioides expuesto a la fraccién
antifngica de Jacquinia macrocarpa. Los resultados obtenidos seran
importantes para elucidar un posible mecanismo de accion e identificar proteinas

relacionadas con la adaptacion al antifangico.
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HIPOTESIS

La exposicion de Fusarium verticillioides a la fraccion antifangica de Jacquinia
macrocarpa, ocasiona alteraciones en el metabolismo fungico provocando una

disminucién en la sintesis de proteinas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar las alteraciones y adaptaciones metabdlicas de Fusarium
verticillioides después de ser expuesto a la fraccion butandlica de Jacquinia
macrocarpa, por medio de los cambios en la acumulacion de proteinas, mediante

un enfoque protedmico.

Objetivos Particulares

1. Calcular la ICso del extracto butandlico de Jacquinia macrocarpa sobre
Fusarium verticillioides.

2. Obtener el perfil electroforético de las proteinas extraidas de F.
verticillioides tratado y no tratado con el extracto butandlico de J.
macrocarpa.

3. Estimar la masa molecular experimental y punto isoeléctrico de las
proteinas separadas electroforéticamente.

4. Establecer los cambios en la acumulacién de proteinas en Fusarium
verticillioides ocasionado por la fraccion antifangica mediante

electroforesis bidimensional y HPLC-MS/MS.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la Fraccion Antifungica de Jacquinia macrocarpa

Las partes aéreas de la planta Jacquinia macrocarpa fueron recolectadas en el
rancho “El Chaparral”, localizado en la ciudad de Guaymas, Sonora, México.
Ubicado al suroeste del Estado de Sonora, especificamente en las coordenadas
geograficas 28°20'07.5" N, 111°08'52.4" W. La especie de planta fue identificada
en el herbario del Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas
de la Universidad de Sonora (DICTUS), en Hermosillo, Sonora, México. Luego
de la identificacion, la planta fue secada en un cuarto a temperatura ambiente
(aproximadamente 30 °C) por 15 dias y pulverizadas usando el equipo KRUPS
GX4110 Spice Grinder.

Preparacion de Extractos de Plantas

La fraccién antifangica de J. macrocarpa, se obtuvo por extraccion con solventes
de acuerdo con Valenzuela-Cota y col. (2014). Se mezclaron 60 g de polvo de
las partes aéreas de J. macrocarpa con 1 L de metanol al 70 %, se agitd durante
una hora y se almacend por 72 horas en la oscuridad. Posteriormente, el extracto
se filtr6 en papel Whatman # 1 y después a través de un filtro de vidrio
microporoso. El extracto metandlico se evaporé hasta sequedad a 40 °C
utilizando el equipo Labconco Rotary Evaporator (Kansas City, MO) para luego
ser resuspendido en agua y separado por particibn secuencial con hexano,
acetato de etilo y butanol. El extracto butandlico se us6 para los diferentes
analisis ya que este tuvo el mayor efecto antifingico en el desarrollo del F.

verticillioides.

Célculo de la Concentracién Inhibitoria 50 (ICso)

En Placa de Petri conteniendo medio agar Czapek se adicion6 fraccion
butanolica de J. macrocarpa a las concentraciones de 1000, 500, 250, 125, 62.5
y cero yg/mL. Se inoculd en el centro de la placa con una suspension de 1 x 106
esporas de F. verticillioides / mL y se incub6 a una temperatura de 25 °C, hasta
gue el crecimiento radial del hongo en la placa control (conteniendo Unicamente
agar Czapek) alcanzo el borde de la placa. Los radios de las colonias se midieron
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con una regla cada 24 h y con la lectura de los radios de las colonias al final del
experimento, se calcularon los porcentajes de inhibicion del crecimiento radial

usando la siguiente formula:
Rc
Inhibicion radial (%) = =X 100

Donde R, es el valor del radio de la colonia control Czapek y Rc el valor del radio
de la colonia con las diferentes concentraciones del extracto de J. macrocarpa

(Plascencia-Jatomea y col., 2003).

Para calcular la concentracion del extracto que causa la inhibicién del 50 % del
crecimiento radial (ICso), los porcentajes de inhibicibn causado por cada
concentracion fueron sometidos a un analisis probit. El experimento fue realizado

por triplicado (Suarez-Jiménez y col., 2007).

Preparacion del cultivo y Condiciones de Crecimiento

F. verticillioides (Sacc) Nirenberg (Sin. Fusarium moniliforme J. Sheld, anamorfo
(ATCC 52539)) se inocul6 en agar Czapek y se incub6 a 25 °C durante 7 dias.
Las esporas se resuspendieron en Tween 80 al 0.1 % y se contaron en una
camara de Neubauer para obtener una concentracion de 1 x 106 esporas / mL,
misma que fue utilizada en las diferentes determinaciones. Posteriormente, las
esporas se transfirieron a un matraz Erlenmeyer que contenia medio caldo
Czapek adicionado con la MICso (202.12 ug/mL) de extracto butandlico de J.
macrocarpa y se incubd durante 7 dias a 25 °C. Como control, se utiliz6 caldo
Czapek inoculado con esporas de F. verticilliodes, pero sin el tratamiento. Para

cada muestra se realizaron 3 triplicados biolégicos independientes.

Extraccion de Proteinas

Los micelios fungicos se transfirieron de matraces Erlenmeyer a botellas de
centrifuga de boca ancha de 500 mL (Nalgene, Rochester, NY, EE. UU.) y se
centrifugaron a 10,000 x g durante 15 min. Los sobrenadantes se desecharon,

las biomasas se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C. Se
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llevaron a cabo tres réplicas biolégicas y se procesaron como muestras
independientes. Las proteinas solubles totales de los hongos se extrajeron como
lo indican Huerta-Ocampo y col. (2014) con algunas modificaciones. El micelio
congelado se suspendido en tampon de extraccion (Tris 40 mM pH 8.0,
polivinilpolipirrolidona al 1 % y PMSF 2 mM) y se sonicd tres veces durante 30
segundos a una amplitud del procesador ultrasénico GE-505 al 30 % (Sonics &
Materials, Inc., Newtown, CT, EE. UU.). La soluciéon micelial se centrifugd a
20,000 x g durante 20 minutos a 4 °C (Sorvall Lynx 4000, Thermo Scientific, San
José, CA, EE. UU.), se descartd el sedimento, el sobrenadante fue recogido y
mezclado con 20 % de acido tricloroacético en acetona fria y fue almacenado
durante la noche a -20 °C. El precipitado de proteina bruto resultante se
centrifugd tres veces; los granulos se lavaron sucesivamente dos veces con
acetona fria y una vez con acetona al 80 % (v / v). Los granulos lavados se
disolvieron en tampodn de rehidratacion constituido por urea 8 M, CHAPS al 2 %,
DTT 20 mM y azul de bromofenol al 0.002 %. La proteina disuelta se limpi6é con
el kit de limpieza 2D ReadyPrep ™ (Bio-Rad, Hércules, CA, EE. UU.) de acuerdo
con las especificaciones del fabricante. Los granulos de proteina resultantes del
procedimiento de limpieza se suspendieron en tampdn de rehidratacion y se
determind la concentraciéon de proteina empleando el ensayo de Bradford

(Bradford, 1976) usando albamina de suero bovino como estandar.

Electroforesis bidimensional (2-DE)

Las proteinas extraidas del micelio fungico fueron sometidas a una electroforesis
bidimensional (2-DE) de la siguiente forma: 500 pg de proteinas solubles totales
de cada muestra se mezclaron con buffer IPG al 1 % (pH 3-10, Bio-Rad). Las
muestras se cargaron en tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) de 24 cm a
pH 3-10 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EE. UU.), mediante rehidratacion
pasiva a temperatura ambiente durante 16 h. El enfoque isoeléctrico (IEF) se
realizd a 20 °C con un sistema Ettan IPGphor (GE Healthcare) en las condiciones
reportadas por Dufoo-Hurtado y col. (2015),1 h a 300 V, 2 h a 500 V, 2 h a 1000
V,y3ha4000V,5ha8000V,y 10 ha 8000 V. Después de IEF, las tiras de
IPG se equilibraron dos veces durante 15 minutos en buffer de equilibrio (Urea 6
M, glicerol al 30 %, SDS al 2 %, tampén Tris-HCI 50 mM pH 8,8), a 50 rpm, la
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primera vez contiene 1 % de DTT y la segunda que contiene 2.5 % de
yodoacetamida en lugar de DTT. Después del equilibrio, las tiras se colocaron
directamente sobre geles de poliacrilamida-SDS al 13 %. La separacion se
realizd utilizando la unidad de electroforesis Ettan Daltsix (GE Healthcare) a
corriente constante (200 V) por 1 h y los geles 2-DE se tifileron con azul de

Coomassie coloidal (Candiano y col., 2004).

Analisis de Imagen

Después de destefiir los geles 2-DE, se escanearon a una resolucion de 100 ym
en un generador de imagenes biomoleculares Typhoon FLA 9500 (GE
Healthcare) y el analisis de imagenes se realizé con el software ImageMaster ™
2D Platinum v7.0 (GE Healthcare). La masa molecular experimental y la pl de
cada punto de proteina se estimaron mediante comparacion con los estandares
de peso molecular de proteina y mediante la migracion de puntos de proteina en
las tiras de gradiente lineal de IPG, respectivamente. Las manchas de proteinas
se consideraron acumuladas diferencialmente cuando sus volumenes
normalizados mostraron un cambio de Fold = 2 (del doble o0 mas) cuando se
compararon el control y el tratamiento por triplicado. Se establecieron lo cambios
significativos utilizando ANOVA (p < 0.05).

Digestion en gel y cromatografia liquida-espectrometria de
masas en tandem (LC-MS / MS)

Las manchas de proteina acumuladas diferencialmente se extirparon de los
geles, se redujeron con DTT 10 mM en bicarbonato de amonio 25 mM seguido
de alquilacion de proteinas con yodoacetamida 55 mM. La digestion de proteinas
se llevo a cabo durante la noche a 37 °C con tripsina de grado de secuenciacion
(Promega, Madison, WI, EE. UU.). La separacién por LC de los péptidos se
realizd por triplicado mediante cromatografia liquida de ultra rendimiento
utilizando el sistema LC 1290 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.
UU.), equipado con una columna analitica ZORBAX 300SB-C8 (5Im 9 2.1 mm 9
150 mm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.), equilibrada con

acetonitrilo al 1 % (ACN) y acido férmico al 0,1 % (FA) que se mantuvo a 35 °C.
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Los péptidos se separaron usando un flujo de 400 IL/min y las siguientes
condiciones cromatograficas: 1 minuto con 99 % de A (H20 con 0.1 % de FA) y
1 % de B (ACN con 0.1 % de FA); seguido de un gradiente lineal hasta alcanzar
el 70 % de B en 15 min y un gradiente final de 1 min hasta alcanzar el 1 % de B;
con un periodo de equilibrio de 3 min (1 % B) entre cada ejecucion. Los péptidos
eluidos de la columna se ionizaron por electropulverizacion con una fuente de
ionizacion Dual AJS ESI (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.),
aplicando 3.5 kV y se analizaron por espectrometria de masas en tdndem a
través de un analisis dependiente de los datos en el tiempo del cuadrupolo de
masa exacta, en un sistema 6530 LC/MS de vuelo (Q-TOF) (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) funcionando en modo positivo. Los
datos se adquirieron en modo automatico MS/MS, el rango de masa en modo
MS fue de 400-2000 m/z (3 espectros/s) y en modo MS/MS de 50 a 2000 m/z (1

espectro/s), con un maximo de 5 precursores por ciclo.
Identificacion y clasificacion de proteinas

Los datos de espectrometria de masas se buscaron en una base de datos interna
creada con el subconjunto F. verticillioides de la base de datos de proteinas
RefSeq (20553 secuencias, mayo de 2019). La identificacion de proteinas se
realiz6 utilizando el servidor Spectrum Mill MS Proteomics Workbench
(tecnologias Agilent). La tripsina se selecciondé como proteasa permitiendo una
escision perdida. La tolerancia al error de masa para los iones progenitores y
fragmentos se ajusté a 20 ppm y 0.1 Da, respectivamente. La carbamidometil
cisteina se seleccioné como una modificacion fija, mientras que la oxidacion de
metionina se ajusté como modificacion variable. Las puntuaciones individuales
de iones peptidicos = 12 y la intensidad pico puntuada (SPI) = 60 se consideraron
coincidencias de péptidos adecuadas, mientras que una puntuacion de proteinas
= 25 y al menos dos péptidos fueron necesarios para la identificacion segura de
proteinas. Las proteinas identificadas se agruparon en diferentes categorias
funcionales segun los datos de Gene Ontology (http://www.geneontology.org/).
Las proteinas con multiples isoformas probables se consideraron como una sola

proteina.
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Analisis Estadistico

Se analizaron los resultados del crecimiento radial mediante un analisis de
varianza (ANOVA), comparando los promedios de las repeticiones de cada
tratamiento durante cada 24 horas mediante la prueba de comparacion de media
de Tukey (p < 0.05). Se utilizé el programa JMP y todos los analisis se hicieron

por triplicado
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la ICso

La concentracion que mostro el 50 % de la inhibicion de F. verticillioides en agar
Czapek fue de 202.12 pg/mL. La menor concentracion utilizada (62.5 pg/mL)
inhibié en 20.4 % del crecimiento radial, mientras que la mayor concentracion
evaluada (1000 pg/mL) inhibi6 el crecimiento radial un 85.45 % (Figura 4). Al
evaluar las primeras 24 h, no se observé crecimiento micelial de F. verticillioides
cuando este se encontraba bajo tratamiento salvo en la concentracion de 62.5
pg/mL. A partir de las 48 h el crecimiento del hongo comenzé a ser observado y
las concentraciones evaluadas presentaron diferencias significativas entre si,

manteniendo practicamente el mismo porcentaje de inhibicién hasta las 96 h.

Fimbres-Lopez y col. (2016), observaron que el extracto crudo de Krameria
erecta tuvo un efecto bajo en la inhibicibn del crecimiento radial cuando
expusieron al F. verticilliodes a 500 y 1000 mg/mL del extracto crudo. Lo anterior,
sugiere que los compuestos de extraidos de la fraccién de K. erecta favorecen
el crecimiento del hongo, ya que se ha reportado que algunos compuestos
aleloguimicos tiene un efecto estimulante en algunas fases del crecimiento de
los hongos (Montes-Belmont y Garcia-Luna, 1997; Veldzquez-Gurrola y col.
2006). Lo anterior puede descartarse en nuestro estudio, ya que los compuestos
presentes en la fraccién butandlica de J. macrocarpa tiene un efecto negativo en

el crecimiento de F. verticillioides.

Las observaciones en el microscopio mostraron el desarrollo de hifas atrofiadas
o deformes cuando F. verticillioides se encontraba expuesto a la fraccidon
antifangica de J. macrocarpa, comparado con un desarrollo de hifas normal en
los cultivos control (Figura 5). Este tipo crecimiento puede sugerir dafios en
diferentes estructuras de vital importancia para el F. verticillioides, siendo una de
ellas la pared celular. Buitimea-Cantta y col. (2013), observaron que la fraccién
antifangica de J. macrocarpa tiene actividad quitinasa y actlia como inhibidor
competitivo de la 3-1,3-glucanasa, lo que ocasiona una pared celular defectuosa,

provocando una inestabilidad osmatica.
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Figura 4. Inhibicién del crecimiento radial (%) de Fusarium verticillioides expuesto a diferentes concentraciones de la fraccion
antifangica de Jacquinia macrocarpa. Diferentes letras en cada tiempo de lectura indican diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 5. A) Crecimiento de la hifa de Fusarium verticillioides expuesto a la ICso
de la fraccion antifingica de Jacquinia macrocarpa. B) Crecimiento de la hifa de
F. verticillioides sin exponerse a la fraccion antifangica de J. macrocarpa.
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Por otro lado, el crecimiento anormal de las hifas podria sugerir un efecto sobre
los microtubulos, ya sea inhibiendo la polimerizacion o dafiando su estructura, lo
que ocasionaria una inestabilidad de Spitzenkérper, provocando alteracién en el
crecimiento miceliar. Spitzenkorper es una estructura que se encuentra en las
hifas de algunos hongos que sirve como centro de organizacion de crecimiento
y morfogénesis. Riquelme y col. (2000), observaron que en hifas de Neurospora
crassa, con trafico microtubular deteriorado, o con hifas tratadas con inhibidores
de microtubulos, Spitzenkorper mostré una trayectoria erratica, lo que dio lugar
a una morfologia de la hifa distorsionada. Esto sugiere que el citoesqueleto
microtubular es importante para el mantenimiento y la posicion de Spitzenkoper
en la zona apical e la hifa. Como se sabe, las hifas son estructuras celulares que
se alargan y ramifican durante su crecimiento a través de mecanismos
citoplasmaticos como son el transporte polarizado de vesiculas secretoras que
se dirigen al apice de la hifa, fusionandose con la membrana celular,
proporcionando las enzimas necesarias para la sintesis de pared celular y la
expansion de la membrana (Harris, 2006).

Ademas, en la zona apical existen un conjunto de vesiculas, conocido como
Spitzenkorper, que permiten que se mantenga un alto nivel de polaridad, y que
se promueva una respuesta a factores ambientales o perturbaciones
provenientes del exterior, como podrian ser los compuestos antifingicos
(Riquelme y col., 2014). Spitzenkorper coordina la direccion del crecimiento
apical de la hifa como un mecanismo de respuesta al medio en donde se esta
desarrollando el hongo (Robertson y col., 2011). La funcién de Spitzenkorper
pudiera ser la de servir como un sitio de acumulacion de vesiculas para la
formacion de la pared y como un punto de partida para que dichas vesiculas se
fusionen con la membrana celular produciendo nueva pared celular promoviendo

el crecimiento micelial (Bartnicki-Garcia, 1990).
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Electroforesis Bidimensional de Proteinas

La electroforesis bidimensional del perfil de la proteina total de F. verticillioides
en presencia de 202.12 pg/mL de la fraccion de J. macrocarpa, fue establecida.
Se detectaron mas de 500 puntos de proteina en geles 2-DE tefiidos de azul de
Coomassie y 55 proteinas diferencialmente expresadas, de las cuales 38 puntos
se identificaron satisfactoriamente (Figura. 6) (Tabla 3), 17 se acumularon,
mientras que 21 disminuyeron su acumulacion. En su mayoria, las manchas de
proteinas estan distribuidas entre los pesos moleculares de 25y 75 kDa 'y en un
rango de pH de 5-8. Todos los puntos de proteinas se identificaron con éxito
mediante LC-MS/MS utilizando el subconjunto F. verticillioides de la base de
datos de proteinas RefSeq vy el software Spectrum Mill.

Cheny col. (2018) observaron resultados similares al exponer a F. graminearum
al extracto alcohdlico de Curcuma longa. En su investigacion, detectaron un total
de 2021 manchas de proteinas de las cuales, cuarenta y seis proteinas fueron
diferencialmente expresadas, mismas que se encontraban en un punto
isoeléctrico entre 4-7. Por otro lado, Yiping y col. (2013), expusieron a F.
graminearum al fungicida JS399-19 y detectaron mas de 1200 proteinas, las
cuales oscilaban en un rango de masa molecular de 40 a 100 kDa y a un pH de
5 a 7. De los mas de 1200 manchas de proteinas detectadas, treinta y seis

proteinas fueron diferencialmente expresadas.
Identificacidn y clasificacion de Proteinas Expresadas
Diferencialmente

Las 38 proteinas identificadas se muestran en la Tabla 3, mientras que la
clasificaciéon de acuerdo con su funcionalidad puede observarse en la Figura 7.

Las proteinas se agruparon, usando la base de datos de Gen Ontoloy, en
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Figura 6. Representacion de electroforesis bidimensional del perfil de proteina
total de Fusarium verticillioides bajo la condicion control (A) y expuesto a la ICso
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Tabla 3. Identificacion de proteinas diferencialmente acumuladas de F. verticillioides expuesto al extracto butandlico de

Jacquinia. macrocarpa

No. Proteina ® Numero de acceso®  PM/pl PM/pl PM/SC®) Score®@ FCM
Spot. @ Exp.@ Teor.®
1 NADP-especifica glutamato  XP_018754252 63.5/3.45 48.9/5.75 3/8% 39.33 0.38

deshidrogenada

12 Argininosuccinato sintasa XP_018758679 46.1/5.45 47.2/5.29 5/13% 61.93 2.52
18 (Glutamina amidotransferasa) * XP_018752219 25.3/5.25 24.4/5.08 4/24% 59.97 0.43
21 3-isopropilmalato deshidratasa XP_018748458 106.2/5.62 85.5/5.48 3/5% 35.37 2.81
22 3-isopropilmalate deshidratasa XP_018748458 105.1/5.69 85.5/5.48 13/21% 155.3 2.61
23 3-isopropilmalate deshidratasa XP_018748458 103.7/5.76 85.5/5.48 15/22% 220.41 2.71
28 Cistationina beta-sintasa XP_018750773 60.22/6.35 56/5.95 10/25% 152.5 049
10 Proteina Hsp70 XP_018751449 84.3/5.35 73.2/5.68 6/13% 74.53 0.48
11 Proteina Hsp70 XP_018751449 76.5/5.31 73.2/5.68  3/6% 34.69 0.49
32 (Proteina Hsp 30-) * XP_018743991 27.7/6.48 24.2/6.01 8/44% 110.32 0.47
35 Peptidil  cis-trans isomerasa XP_018742514 18.5/7.37 24.3/9.58 2/12% 94.54 2.43
mitocondrial
36 Peptidil  cis-trans isomerasa XP_018742514 18.9/7.57 24.3/9.58 7136% 94.54 0.42
mitocondrial
3 Proteasa vacuolar A XP_018759035 45.1/4.08 42.9/4.68 4/10% 38.96 0.45
4 Proteasa vacuolar A XP_018759035 44.2/4.16 42.9/4.68 3/10% 46.39 0.45
5 Proteasa vacuolar A XP_018759035 43.4/4.25 42.9/4.68 3/21% 66.79 0.44
7 (Serina carboxipeptidasa* XP_018762116 52.3/4.71 57.8/5.2 2/6% 25.02 0.48
8 (Dipeptidil XP_018742493 87.5/5.22 71.7/5.16  8/26% 154.23 0.40

aminopeptidasa/acilaminoacil
peptidasa) *
9 (Dipeptidil XP_018742493 85.9/5.31 71.7/5.16  11/23% 139.97 0.47
aminopeptidasa/acilaminoacil
peptidasa) *
33 Proteina nuclear GTP GSP1/Ran  XP_018743901 23.3/6.49 24.8/6.92 2/9% 85.11 2.35
37 Porina proteica de la membrana ~ XP_018746309 27.1/9.21 29/8.8 10/43% 149.35 0.49
externa mitocondrial
38 Porina proteica de la membrana  XP_018746309 26.9/9.38 29/8.8 11/40% 149.35 0.40

externa mitocondrial

2 Fosfoglicerato cinasa XP_018757237 45.1/3.46 56.7/8.85 10/23% 156.86 0.21
13 (Transaldolasa)* XP_018756532 37.1/5.01 33.2/4.97 10/34% 53.4 211
24 Piruvato descarboxilasa XP_018749901 61.4/5.88 63.2/5.72 7114% 96.15 2.10
26 Aconitato hidratasa mitocondrial XP_018759992 89.21/6.28 85.7/6.2 5/7% 64.58 2.05
27 Aconitato hidratasa mitocondrial XP_018759992 87.5/6.36 85.7/6.2 13/18% 178.97 2.06
29 Dihidrolipoil deshidrogenasa XP_018749920 55.68/6.51 54.4/6.7 10/27% 139.25 2.42
30 Piruvato cinasa XP_018760785 70.4/6.64 60.3/6.35 12/28% 2375 2.58
31 Piruvato cinasa XP_018760785 69.1/6.83 60.3/6.35  14/31% 237.5 3.16

31



34

19
20
25
14
15

16
17

Gliceraldehido-3-fosfato XP_018749661 27.1/6.86 36.9/6.39 5/20% 73.8 0.35

deshidrogenasa

Proteina disulfuro isomerasa XP_018744207 63.6/4.49 55.3/4.74 14/36% 193.91 0.45
Oxidorreductasa (PRX 5) XP_018745113 17.5/4.99 18.3/5.18 6/37% 76.62 0.49
Peroxirredoxina XP_018743179 17.6/5.32 20.5/8.8 2/16% 24.1 0.48
Peroxidasa XP_018760767 24.58/6.14 25.6/5.85 7138% 103.33 0.49
Pirofosfatasa inorganica XP_018743465 34.6/5.18 45.4/7.81 6/19% 35.75 3.36
(Metiltransferasa SAM-  XP_018759741 31.3/5.08 34.3/5.09  9/39% 135.27 2.38

dependiente Clase I) *
Proteina NMT1 XP_018756775 32.2/5.64 38.3/5.72 8/24% 123.89 2.08
(Metiltransferasa SAM-  XP_018742582 29.8/5.42 30.9/5.55 4/17% 85.43 2.20

dependiente Clase I) *

Numero de mancha que se indica en la figura 6.

Nombres de las proteinas. Los nombres entre paréntesis representan la anotacion de
proteinas obtenidas después de la busqueda BLASTP de proteinas hipotéticas contra la
proteina de la base de datos del nrNCBI. PRX 5, peroxiredoxina 5; SAM, S-adenosil-1-
metionina; NMT1, N-miristoiltransferasa 1.

Numeros de acceso segun el subconjunto de F. verticillioides de la base de datos de
proteinas RefSeq.

Masa experimental (Exp.) y punto isoeléctrico (pl) de manchas proteicas identificadas.
Masa teorica (tedrica) y punto isoeléctrico (pl) de proteinas identificadas en la base de
datos NCBInr.

PM, nimero de péptidos emparejados; SC, cobertura de secuencia de proteinas.
Puntuacion de proteina Spectrum Mill después de la busqueda en la base de datos. Las
puntuaciones de> 25 son estadisticamente significativas (p <0,05).

FC, cambio de veces expresado como la relacién del % de volumen entre el control (F.
verticillioides) y el estrés (F. verticillioides expuesto al extracto butandlico de J.
macrocarpa).
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categorias de procesos biolégicos tales como el metabolismo de aminoéacidos,
metabolismo de carbohidratos, el plegamiento y estabilizacién de proteinas,
degradacion de proteinas, proteinas de transporte y la respuesta a estrés

oxidativo.

Proteinas del metabolismo de los aminoéacidos

En respuesta a la fraccion butandlica de J. macrocarpa, la mancha 12 (Figura 6)
identificada como argininosuccinato sintasa, aumentd su acumulacion. Esta
proteina es una enzima que participa en la sintesis de arginina que cataliza la
conversion de citrulina y aspartato en argininosuccinato (Figura 8) (Wagemaker
y col., 2007). Takahara y col. (2012) mencionaron en su estudio que la arginina
no era necesaria para la germinacion conidial de Colletotrichum higginsianum,
sin embargo, es critica para la penetracion y el crecimiento biotréfico en células
del huésped. Esto pudo corroborarse al observar un aumento en la capacidad
de crecimiento invasivo de C. higginsianum en membranas de celofan
suplementadas con arginina, lo que indica que la biosintesis de arginina es

critica para la fase temprana de la infeccion fungica de las plantas.

Por otro lado, las manchas 21, 22 y 23 (Figura 6), acumuladas en respuesta al
extracto butandlico, se identificaron como tres proteoformas de 3-
isopropilmalato deshidratasa, la cual es una enzima que cataliza el segundo
paso de la biosintesis de leucina (Figura 8). Esta enzima es necesaria para la
patogenicidad en una amplia variedad de hongos fitopatdgenos y la inhibicién
de su expresion no produce lesiones, por lo tanto, las plantas resistiran mas a
las infecciones (Jastrzebowska y Gabriel, 2015; Que y col.,, 2019). La
interrupciéon del gen leul que codifica para isopropilmalato deshidratasa en el

hongo Magnaporthe grisea, Magnaporthe oryzae y Fusarium graminearum es

34



esencial para la patogénesis fungica (Hamer y col., 2001; Que y col., 2019). Lo
anterior, puede ser debido a que la enzima promueve la sintesis de leucina, la
cual puede sufrir una transaminacion descarboxilativa y formar isovalerato, un
compuesto que forma parte de la estructura del tricoteceno Toxina T-2

(Beremand y col., 1988).

Los puntos 18, 20 y 1 (Figura. 6), identificados como glutamina
amidotransferasa, cistationina -sintasa (CBS) y NADP-especificas glutamato
deshidrogenasa, respectivamente, disminuyeron su acumularon en respuesta al
extracto butandlico de J. macrocarpa. Las glutaminas amidotransferasas son la
principal forma de incorporacion de nitrdgeno en las vias biosintéticas de
aminoacidos, azlucares amino, nucle6tidos de purina y pirimidina, coenzimas y
antibiéticos (Mouilleron y col., 2006). La inactivacion de la glutamina
amidotransferasa es el mecanismo de accién de la acivicina, un producto de
fermentacién de Streptomyces que inhibe el crecimiento de Alternaria,
Magnaporthe y Botrytis (Maeda y col., 2014), por lo que se sugiere que la
extracto de J. macrocarpa pudiera tener el mismo efecto que la acivicina.
Mientras que, CBS es responsable de la conversiébn de homocisteina en
cistationina en la via de transulfuracién inversa (Traynor y col., 2019), un paso
comprometido en la biosintesis de cisteina. La represion de CBS puede causar
estrés redox debido al peréxido de hidrégeno producido en respuesta a la alta
acumulacion de homocisteina. EI CBS también disminuyd su acumulacion en
Phyllosticta citricarpa, causante de la mancha negra en los citricos, cuando el
hongo se expuso a los compuestos organicos volatiles antimicrobianos de
Saccharomyces cerevisiae, sugiriendose un estrés redox debido al aumento de

H20: (Fialho y col., 2016).
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La NADP-especifica glutamato deshidrogenasa (Figura 6) esté involucrada en
la asimilacion de amonio y la biosintesis de glutamato, catalizando la aminacion
de a-cetoglutarato a glutamato (An, 2001; Figura 8). Esta proteina también
disminuy6é su acumulacion en Candida albicans expuesta a los antifingicos
ketoconazoles y caspofungina (Hoehamer y col., 2010). La disminucién en la
abundancia de esta enzima sugiere una reduccion en la biosintesis de
glutamato, comprometiendo el metabolismo energético al aumentar los niveles
de a-cetoglutarato, aumentando la actividad del ciclo de Krebs induciendo la

produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) (Johnson, 2003).

En respuesta al extracto butandlico de J. macrocarpa, la abundancia de la
dihidrolipoil deshidrogenasa (punto 29), que es una flavoproteina que forma
complejos de a-cetoglutarato deshidrogenasa en piruvato y a-cetoglutarato en
mitocondrias, también promueve la produccién de EROs debido a multiples

reacciones de transferencia de electrones (Figura 8; Tahara y col., 2007).

Proteinas del Metabolismo de los Carbohidratos

Se identificaron siete proteinas que aumentaron y dos que disminuyeron su
acumulacion, relacionadas con el metabolismo de carbohidratos en F.
verticillioides expuestos al extracto butandlico de J. macrocarpa (Tabla 1). Entre
las proteinas que aumentaron su acumulacion estan los puntos 30 y 31, los
cuales se identificaron como proteoformas de piruvato cinasa. Esta enzima
interviene en el paso final de la glucdlisis catalizando la conversién del
fosfoenolpiruvato en piruvato, formando una molécula de ATP (Figura. 8). Las
altas cantidades de ATP disminuyen la presencia de piruvato quinasa, por lo que
el aumento de esta enzima sugiere una disminucion de ATP en F. verticillioides

y una posible acumulacién de piruvato (Zhang y col., 2017). La acumulacion de
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piruvato podria causar un aumento de piruvato descarboxilasa, otra proteina que
incrementd su acumulacidn en este estudio correspondiente al punto 24. La
abundancia de piruvato descarboxilasa sugiere la produccion de altas
concentraciones de acetaldehido a partir de la via de piruvato-acetaldehido-
acetato (via PAA). Esta alta concentracion de acetaldehido pudiera ser precursor
de efectos toxicos y anormalidades estructurales en el micelio de F. verticillioides
(Baburina y col., 1998). La proteina piruvato descarboxilasa también es una
enzima esencial para produccion de lipidos y energia en los micelios, y la
eliminacién del gen que la codifica, causa un crecimiento reducido del micelio en

F. graminearum (Son y col., 2002).

Los puntos 26 y 27 (Figura 6) identificados como proteoformas de aconitato
hidratasa mitocondrial, otra enzima clave en el metabolismo energético, también
aumentaron su acumulacion. La aconitato hidratasa mitocondrial cataliza la
isomerizacion de citrato a isocitrato a través de cis-aconitato. Esta enzima es un
regulador clave en el ciclo de Krebs, que afecta de igual forma a otras vias y que,
en consecuencia, afecta el suministro de energia (Minic, 2005). La acumulacién
de esta enzima, asi como otras enzimas, sugiere que F. verticillioides demanda
energia del ciclo de Krebs, que se utilizard para realizar recambios o
redireccionamientos metabdlicos para contrarrestar los efectos causados por los

componentes de la fraccion antifiUngica de J. macrocarpa.

Otra enzima que aumentd su acumulacion es la transaldolasa (punto 13). Esta
enzima conecta la via de la pentosa fosfato (PPP) con la glucdlisis. La
transaldolasa esta involucrada en la fase oxidativa de la PPP, y se ha
demostrado que aumenta en condiciones tempranas de estrés oxidativo (de
Arruda Grossklaus y col., 2013). El aumento de esta enzima también sugiere una
sobreactividad del PPP para contrarrestar la baja NADPH intracelular (Figura 8).

El punto 29 también aumenté su acumulacion. Este punto, identificado como
dihidrolipoil deshidrogenasa, también conocido como dihidrolipoamida
deshidrogenasa, es parte del complejo piruvato deshidrogenasa, el cual
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transforma el piruvato en acetil-CoA mediante un proceso llamado
descarboxilacion del piruvato. En F. graminearum, el aumento de la actividad del
complejo de piruvato deshidrogenasa se correlaciona con el retraso del
crecimiento y el fracaso en la produccién de conidios y peritecios debido a la

disminucién de la enzima piruvato deshidrogenasa quinasa (Gao y col., 2016).

Por ultimo, las enzimas gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (punto 34) y
fosfoglicerato cinasa (punto 2) disminuyeron su acumulacién. Ambas enzimas
participan en la segunda fase de la glucdlisis, catalizando la oxidacion de
gliceraldehido-3-fosfato a 1-3 bifosfoglicerato y transfiriendo reversiblemente a
este ultimo a 3 fosfoglicerato, respectivamente (Figura 8). En estudios recientes
se observaron resultados similares cuando Penicillium expansum se expuso a
quitosano y A. fumigatus a itraconazol (Gautam y col., 2016; Liy col., 2019). La
disminucién de estas enzimas sugiere que se produce una redireccion del
metabolismo para priorizar los ciclos esenciales en F. verticillioides. Esta
reorganizacion sugiere que el gliceraldehido-3-fosfato se transforma en glucosa-
6-fosfato (gluconeogénesis) que ingresa a la PPP, causando una disminucién en
la acumulacién de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y fosfoglicerato
quinasa (Senac y Hahn-Hagerdal, 1991). El aumento en la acumulacion de la
enzima transaldolasa en este estudio, sugiere que lo anteriormente mencionado
es una posibilidad viable de que pueda estar pasando en el metabolismo de F.

verticillioides.

Proteinas de Plegamiento y Estabilizacion Proteica

Dentro de las enzimas que participan en este grupo, podemos mencionar a las
proteinas de choque térmico (Hsp). Estas son chaperonas moleculares que
juegan un papel critico en el correcto plegamiento, estabilizacién y modificacion
postraduccional de las proteinas, asi como en la tolerancia al estrés. Se

identificaron como Hsp a tres puntos (10 y 11 como Hsp70y 32 como Hsp30) los
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cuales disminuyeron su acumulacion (Figura 6). Amarsaikhan y col. (2017) y
Gautam y col. (2016) obtuvieron resultados similares a nuestro estudio al
exponer a A. fumigatus a los antifiungicos sintéticos voriconazol e itraconazol,
respectivamente, observando una disminucion en la acumulacién de estas
enzimas y provocando estrés fungico. Pandey y col. (2018), observaron que la
abundancia de esta proteina puede mejorar la tolerancia en condiciones de
estrés en el micelio fungico, lo que contribuye con la virulencia fangica, por lo
que la ausencia de esta enzima compromete a F. verticillioides a ser mas

susceptible al estrés provocado por J. macrocarpa.

En nuestro estudio, se identificaron dos proteoformas de peptidil-prolil cis-trans
isomerasa (PPlasa). Una aumento (punto 35), mientras que la segunda (punto
36) disminuy6 su acumulacion en respuesta a la fraccion inhibidora. Las PPlasas
juegan un papel en el plegamiento de proteinas al catalizar la isomerizacién de
formas cis y trans de enlaces peptidicos que preceden a los residuos de prolina.
Esta proteina, junto con la ciclofilina A, es un factor de virulencia importante para
la infeccion del arroz por M. grisea y la colonizacion de plantas por Botrytis
cinerea (Gonzéalez-Fernandez y col.,, 2014). Ademas, Nelson y col. (2011),
propusieron gque esta enzima se asocia al poro de transiciébn mitocondrial para

inhibir el fosfato inorganico promoviendo la apoptosis por estrés oxidativo.

Proteinas de Degradacién de Proteica

Las proteasas vacuolares son esenciales en la morfogénesis y la adaptacion a
las condiciones nutricionales ambientales (Yike, 2011). Un analisis proteGmico
entre las razas de virulencia débil y fuerte de F. oxysporum mostrd que, en la
raza de virulencia fuerte, se acumularon tres proteoformas de la proteasa
vacuolar A (Suny col., 2014), destacando la importancia de esta proteina en la
virulencia fungica. Por otro lado, las serinas carboxipeptidasas tienen diversas
funciones bioldgicas y son necesarias para el crecimiento y conidiacion de hifas
sanas en A. oryzae y F. oxysporum (Morita y col., 2012; Sun y col., 2014). En
este trabajo, tres proteoformas de la proteasa vacuolar A (puntos 3, 4y 5) y una
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serina carboxipeptidasa (punto 7) disminuyeron su acumulacion en F.
verticillioides en respuesta al extracto butandlico de J. macrocarpa. La exposicion
de F. verticillioides a los extractos butandlicos resulté en cambios morfolégicos
en la ultraestructura de la hifa que se caracteriz6 por atrofia y deformacién
(Figura. 5).

Proteinas de Transporte

Cinco puntos de proteina acumulados diferencialmente estuvieron relacionados
con el transporte intracelular (Figura 6); entre ellos, el punto 33 identificado como
proteina nuclear de unién a GTP GSP1/Ran, el cual aumentd en abundancia.
Esta proteina participa en el transporte nucleocitoplasmético y es esencial para
la importacion de proteinas al nucleo (Figura 8; Avis y Clarke 1996). En contraste,
las manchas 8 y 9 (Dipeptidil aminopeptidasa/acilaminoacil peptidasa) y las 37 y
38 (porina proteica de la membrana externa mitocondrial) disminuyeron su
acumulacion. Verticillium dahliae es un fitopatbgeno cosmopolita que causa
marchitamientos vasculares y pérdidas significativas de cultivos en muchas
plantas. Se ha visto que la ausencia de Vstl (cepa Avst1) en este hongo, causé
estructuras de conidioforos alteradas y tasas de esporulacion disminuidas
(Sarmiento-Villamil y col., 2018). Ademas, se reportd que la transcripcion que
codifica para dipeptidil aminopeptidasa/acilaminoacil-peptidasa, una serina
proteasa de la familia de peptidasa S9A involucrada en el transporte y el
metabolismo de aminoacidos, fue una de las dos transcripciones mas reguladas
negativamente en la cepa Verticillium Avst1 (Sarmiento-Villamil y col., 2018).
Esto sugiere que el extracto butandlico de J. macrocarpa que inhibe F.
verticillioides puede contener componentes que pueden afectar los mismos

procesos alterados en Verticillium Avst1.
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Proteinas de Respuesta al Estrés Oxidativo

La fraccion butandlica de J. macrocarpa indujo la disminucién de la acumulacion
de cuatro puntos identificados como proteinas relacionadas con el estrés celular.
La Figura 6, muestra la proteina disulfuro isomerasa (punto 6), oxidorreductasa
(tipo PRX5, punto 19), peroxirredoxina (punto 20) y peroxidasa (punto 25).
Valenzuela-Cota y col. (2019) demostr6 que la fraccion butandlica de J.
macrocarpa afecta la viabilidad de las esporas induciendo una alta concentracion
de EROs e inhibiendo las actividades de superdxido dismutasa y catalasa en F.
verticillioides. La disminucién en la acumulacion de estas cuatro proteinas
antioxidantes deja en descubierto un sistema de eliminacibn de EROs
deteriorado como uno de los principales mecanismos afectados por la fraccién

inhibidora butanodlica.

Otras Proteinas

Cuatro puntos de proteina que aumentaron su acumulacién en respuesta al
extracto butandlico de J. macrocarpa pertenecen a la categoria de otras
proteinas. Las metiltransferasas dependientes de S-adenosilmetionina (SAM)
(Figura. 6; puntos 15y 17) pueden transferir un grupo metilo de SAM a muchas
moléculas que tienen una funcién central en procesos biolégicos esenciales,
como la biosintesis de moléculas pequefas, el ADN y la metilacién de proteinas.
Las metiltransferasas SAM son indispensables para los hongos, especialmente
para la biosintesis de algunos metabolitos secundarios clave como toxinas,
pigmentos, polioles y micosporinas (Huang y col., 2019). La pirofosfatasa
inorganica (punto 14) cataliza la hidrélisis del pirofosfato inorganico en orto-
fosfato inorganico, esta enzima se distribuye ampliamente entre los diferentes
grupos taxondémicos fangicos. La pirofosfatasa inorganica es esencial para la
vida y participa en el metabolismo energético, acelerando una reaccion

termodinAmicamente desfavorable a través de la hidrdlisis de fosfato (Chen y
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Williams, 2018). Por lo tanto, la inhibicion especifica de la pirofosfatasa
inorganica sirve como un mecanismo importante en el desarrollo de farmacos
antimicoticos (Rumsfeld y col., 2000). La proteina NMT1 (punto 16), acumulada
en respuesta a la fraccion butandlica de J. macrocarpa es necesaria para la
biosintesis de tiamina. La tiamina es un cofactor esencial no sintetizado por los
animales y ha demostrado ser esencial para la virulencia en hongos patégenos
de plantas (Hoppenau y col.,, 2014). En consecuencia, la inhibicibn de la
biosintesis de tiamina puede ser un enfoque inteligente para el desarrollo de
antifangicos (Meir y Osherov, 2018). La acumulacion ascendente de proteinas
relacionadas con la biosintesis de tiamina puede sugerir que la biosintesis de
este aminoacido no se encuentra entre los objetivos de los compuestos

inhibidores presentes en la fraccion butandlica de J. macrocarpa.
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CONCLUSIONES

El andlisis protebmico comparativo de la respuesta de F. verticillioides al extracto
butandlico de J. macrocarpa condujo a la identificacion de 38 puntos de proteina
acumulados diferencialmente. Estas proteinas estan involucradas en el
metabolismo de aminoécidos y carbohidratos, asi como al transporte,
degradacion, plegamiento y estabilizacion de proteinas, respuesta al estrés
oxidativo y actividades diversas. Los resultados muestran que, en general, las
proteinas relacionadas con el metabolismo de aminoacidos y carbohidratos
aumentan en abundancia, lo que sugiere una alta demanda de energia en el
hongo. En contraste, las proteinas relacionadas con el estrés oxidativo, las
proteasas y las proteinas criticas para el correcto plegamiento y estabilizacion
proteica durante el estrés se acumularon de manera negativa, es decir,
disminuyeron su acumulacién, sugiriendo que tales mecanismos son el objetivo
de los compuestos responsables del efecto inhibidor de la fraccién butandlica.
Cabe destacar que la acumulacion de proteinas diversas, cuya inhibicion directa
o inhibicién de las vias en las que estan involucradas son objetivos antifiungicos
bien conocidos, permite descartarlos como probablemente implicados en el
efecto del extracto butandlico de J. macrocarpa en el crecimiento de F.

verticillioides.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar a cabo una electroforesis bidimensional utilizando tiras de
enfoque isoeléctrico de 4 a 7 o de 5 a 8 con la finalidad de separar las proteinas
gue se encuentran la zona central del gel. Se pueden utilizar criterios menos
estrictos de seleccion de manchas, con esto se identificaran un mayor nimero

de proteinas que nos proporcione informacién acerca del metabolismo fangico.

Se recomienda realizar el analisis proteémico en diferentes periodos de tiempo
para observar la variacion en la acumulacion de las proteinas, las alteraciones o
regulaciones que se genera en el metabolismo del hongo provocado por el estrés

de los compuestos de la fraccion butandlica de J. macrocarpa.

A su vez, se puede realizar un analisis protedmico libre de geles, mismo que nos
proporcionara la identificacion y la variacién de un gran niamero de proteinas, las

cuales pueden servir como punto de partida para futuros estudios.
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ANEXOS

Tabla Suplementaria 1. Proteinas identificadas de Fusarium verticillioides expuesto a la fraccion
antifangica de Jacquinia macrocarpa mediante LC/MS-MS vy analisis bioinformatico utilizando el
subconjunto de proteinas de F. verticillioides nfNCBI y Spectrum Mill MS Proteomics Workbech.
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63.5/3.45

48.9/5.75

3

8%

39.33

0.38

K.DAFVAGLETAQK.Y
K.NIELGGSVVSLSDSK.G
R.TALAVAAIPER.V

Fosfoglicerato
cinasa

XP_01875
7237

45.1/3.46

56.7/8.85

10

23%

156.86

0.21

K.AEDGAVILLENLR.F
K.ATLDAVVDAVQK.D
K.ELPGVTALSSK.-
K.IQLIDNLLDK.V
K.IVIIGGGDTATVAK.K
K.LSITDVDVK.G
K.LVLPVDYITADKFDK.D
K.TLEGVSIGNSLFDEAGSK.T
K.TVGNLVEK.A
R.VDFNVPLDADK.N

Proteasa vacuolar
A

XP_01875
9035

45.1/4.08

42.9/4.68

10%

38.96

0.45

K.DQDFAEATK.E

R.FDGILGLGYDRL.I
K.FTGDIEYIPLR.R
K.YDSSASSTYK.E

Proteasa vacuolar
A

XP_01875
9035

44.2/14.16

42.9/4.68

10%

46.39

0.45

K.DQDFAEATK.E

R.FDGILGLGYDRL.I
K.FTGDIEYIPLR.R
K.YDSSASSTYK.E

Proteasa vacuolar
A

XP_01875
9035

43.4/4.25

42.9/4.68

21%

66.79

0.44

K.AYWEVDLEAIAFGDEVAEQEN
TGAILDTGTSLNVLPSALAELLNK.
E

K.FDGILGLGYDR.I
K.LLDEPVFAFYLDNQDGESEAT
FGGIDK.S

Proteina disulfuro
isomerasa

XP_01874
4207

63.6/4.49

55.3/4.74

14

36%

193.91

0.45

K.AAGITSYMIK .Q + Oxidation
(M)

K.ADKFPSFAIQEVVK.N

K. ALAPEYEEAATTLK.E
R.DTYLFGGVNDAAVAEAEGVK.
A

K.EITHDNIAK.F
K.FVEDFAAGK.I
K.INFATIDAK.A
K.QSLPAVSILTK.D
K.SEPIPETQEGPVTVVVAK.S
K.SYNDIVLDDTK.D
K.TVEDLANFIK.E
R.VDATLNDVPDEIQGFPTIK.E
K.VVVVAYLNADDK.L
K.YDDLASQFAASEFK.S

Proteina hipotética
FVEG_14045
(Tubulina beta)

XP_01876
2116

52.3/4.71

57.8/5.2

6%

25.02

0.48

R.NFLFAGDWMQPYHQLVPNVL
DK.I
R.TGONVYDIR.G

Proteina
hipotética
FVEG_00389
(Disulfuro
isomerasa)

XP_01874
2493

87.5/5.22

71.7/5.16

26%

154.23

0.40

K.GDTVHILNPDSK.G
K.DCEGVAEPR.W
K.LTGHPNLR.Y
R.GYAVLAFNYK.G
R.IDTEGSGQITQVR.G
R.LAEVQLDAVAR.L
R.LSNTSVLVVGSGETNAK.A
R.NYIVAINTETAEVK.R
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K.SGGVGITGVSAGGYNTLR.S
R.VILIDLDSGSWK.D

Proteina hipotética
FVEG_00389
(Disulfuro
isomerasa)

XP_01874
2493

85.9/5.31

71.7/5.16

11

23%

139.97

0.47

K.AGGEVELIVVPEEG
HGFGLPK.N
K.DCEGVAEPR.W
K.GDTVHILNPDSK.E
R.GYAVLAFNYK.G
R.ILDTADFYYEPSFSPDGSK.L
R.LAEVQLDAVAR.L
R.LSNTSVLVVGSGETNAK.A
K.LTGHPNLR.Y
R.NYIVAINTETAEVK.R
K.SGGVGITGVSAGGYNTLR.S

10

Proteina Hsp70

XP_01875
1449

84.3/5.35

73.2/5.68

13%

74.53

0.48

R.ADSVLNDTER.A
R.IENSEGAR.T
K.NLSGEGTATAAEIK.E
K.TSGIDLSGDR.M
R.TTPSVVAFAEDGER.L
R.VVNEPTAAALAYGLEK.E

11

Proteina Hsp70

XP_01875
1449

76.5/5.31

73.2/5.68

6%

34.69

0.49

K.SQVFSTAADFQTAVEIK.V
K.TSGIDLSGDR.M
R.VVNEPTAAALAYGLEK.E

12

Argininusucinato
sintasa

XP_01875
8679

46.1/5.45

47.2/5.29

13%

61.93

2.52

R.EFVQNAIAFSQK.A
K.GNVIIVGR.S
M.IPVSSTPK.A
M.TVTGSLEIFK.E
R.VCLAYSGGLDTSTILK.W

13

Proteina hipotética
FVEG_09588
(Transaldolasa)

XP_01875
6532

37.1/5.01

33.2/4.97

10

34%

53.4

2.11

K.AAEILQR.D
K.ATGTTVVSDSGDFVSIGK.Y
K.EEDPGVQSVK.T
R.FDFNEDQMAVEK.L +
Oxidation (M)
K.GGPIDQQVDDALDR.L
R.ILDWFK.A
K.LIDVAIDYAK.Q
K.SYINDEALFR.F
K.VSTEVDAR.Y
R.YSFDTQASVNK.A

14

Pirofosfatasa
inorganica

XP_01874
3465

34.6/5.18

45.4/7.81

19%

35.75

3.36

K.ATDFVLAEPEK.A
K.DSGITTDFR.T
K.DVAASGGFHR.L
R.IGYVGEFGK.I
K.IQIDELTSHYGMTPDDYTAVR.
C + Oxidation (M)
K.VALLEPNDPSDVTEIGTGK.V

15

Proteina hipotética
FVEG_11957
(Metiltransferasa)

XP_01875
9741

31.3/5.08

34.3/5.09

39%

135.27

2.38

R.AYSAQQGATYAEHR.R
R.EAHPEAVGTENDVVR.Q
K.EMLTGDMTGVLLLVR.K +
Oxidation (M)
R.FDTLIDVGCGPGTATR.S
K.GKEmMLTGDMTGVLLLVR.K +
Oxidation (M)
K.ILNDAGVEK.G
K.LYDAIIDFHK.E
R.SITTLENVK.F

K. TAYGLDPSEGMISTAR.S +
Oxidation (M)

16

Proteina NMT1

XP_01875
6775

32.2/5.64

38.3/5.72

24%

123.89

2.08

K.AMIHTLAAK.A + Oxidation (M)
K.ATDFVLAEPEK.A
K.DDVQMLR.I + Oxidation
K.DSGITTDFR.T
K.DVAASGGFHR.L
R.IGYVGEFGK.I

R.SFAYFSK.D
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K.VALLEPNDPSDVTEINGTGK.V

17

Proteina hipotética
FVEG_00448 (S-
adenosilmetionina
dependiente
metiiltransferasa
(SAM, clase I)

XP_01874
2582

29.8/5.42

30.9/5.55

17%

85.43

2.20

K.ELTVENLSVGVVGINTK.D
K.ESLVQDK.E
R.IFQIEYAAEAVK.Q
K.QGSVVVGIASK.T

18

Proteina hipotética
FVEG_06630
(Glutamina
aminotransferasa)

XP_01875
2219

25.3/5.25

24.4/5.08

24%

59.97

0.43

K.LAVDGQVITGQNPASAHAVGK.
A

K.LTSAMPVLLEDEIK.R
K.VDGKPLLEGR.E
K.VLVVLTSQSK.M

19

Oxidorreductasa
(PRX 5)

XP_018745
113

17.5/4.99

18.3/5.18

37%

76.62

0.49

R.DEEPGSIEK.S
R.FAIIVDQGK.V
K.FSQTIGWNIGER.T
K.ILFMSDK.D

K.ILFMSDKDAK_.F + Oxidation (M)
K.VVYAARDEEPGSIEK.S

20

Peroxiredoxina

XP_01874
3179

17.6/5.32

20.5/8.8

16%

24.1

0.48

R.FLGDPTGEFTK.A
R.VGQEIPNLDVLLEDSPGNK.V

21

3-isopropimalato
deshidratasa

XP_01874
8458

106.2/5.62

85.5/5.48

5%

35.37

2.81

K.TLVVTGPNFGCGSSR.E
R.IQIDGELAPGVSSK.D
R.AMVVPGSGLVK.A + Oxidation
(M)

22

3-isopropilmalate
deshidratasa

XP_01874
8458

105.1/5.69

85.5/5.48

13

21%

155.3

2.61

R.AMVVPGSGLVK.A + Oxidation
(M)

K.DIASFIEEDDSR.T
K.DVVLHAIGR.I
R.ELPAEEPHVDER.T
K.GTAAPLDR.S
K.HCLVNGLDDIGLTMQQEDK.I
+Oxidation (M)
R.IEDKDNLEAIAAEAR.A
R.IQIDGELAPGVSSK.D
K.SLQSDPGAK.Y
R.SNVDTDAIIPK.Q

K. TLVVTGPNFGCGSSR.E
K.VFIGSCTNARL.I
R.YKEDGSENPDFILNQEPFR.Q

23

3-isopropilmalate
deshidratasa

XP_01874
8458

103.7/5.76

85.5/5.48

15

22%

220.41

2.71

R.AMVVPGSGLVK.A + Oxidation
(M)

K.DIASFIEEDDSR.T
R.DIEIDLPNQLIK.N
K.DVVLHAIGR.I
R.ELPAEEPHVDER.T
K.FGVTYFGLGDK.R
K.GTAAPLDR.S
R.IQIDGELAPGVSSK.D
K.LDGTILLYIDR.H
R.NLSMEAR.M + Oxidation (M)
R.SNVDTDAIIPK.Q

K. TLVVTGPNFGCGSSR.E
K.VFIGSCTNARL.I
K.VFSAHIVDEK.L
R.YKEDGSENPDFILNQEPFR.Q

24

Piruvato
descarboxilasa

XP_01874
9901

61.4/5.88

63.2/5.72

14%

96.15

2.10

R.ALIMTAEASAR.N
R.AQSIVEGSDLLLTIGALK.S
K.DLVSVFGGEK.T
K.EVHQLIDK.L
K.SMPAPSIPEVR.N + Oxidation
(M)

K.TELNELLTNK.E
R.YSTYPGVAMR.G + Oxidation
(M)
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25

Peroxidasa

XP_01876
0767

24.58/6.14

25.6/5.85

38%

103.33

0.49

K..DIGEVTGGNVEFPIIGDK.Q
R.IVKPYLR.F
K.LGSIAPNFQAETTK.G
K.LIGLSANTIESHEGWIK.D
K.LQPEFTK.R
R.TIFSYPASTGR.N
R.VIDSLQTGDKYRL.I

26

Aconitato
hidratasa
mitocondrial

XP_01875
9992

89.21/6.28

85.7/6.2

7%

64.58

2.05

R.ASVTVDVAPTSDR.N
R.DIPILIK.S
K.EHAALEPR.T
K.LAPPTGDGLPSK.L
K.SAFTVTPGSEQIR.N

27

Aconitato
hidratasa
mitocondrial

XP_01875
9992

87.5/6.36

85.7/6.2

13

18%

178.97

2.06

R.ASVTVDVAPTSDR.L
R.DALNHGIK.A

K.DIPILIK.A

R.EHAALEPR.H
K.EIGDFAR.Q
K.EVYNFLSTACAK.Y
K.GYDPGQDTYQAPPSDR.A
R.IHETNLK.K
K.LAPPTGDGLPSK.G
K.MSENLDIVR.A + Oxidation (M)
K.NATTGEWGAVPAVAR.D
K.QGMLPLTFTDPADYDK.I +
Oxidation (M)
K.SAFTVTPGSEQIR.A

28

Cistationina
sintasa

XP_01875
0773

60.22/6.35

56/5.95

10

25%

1525

0.49

R.AATVLSATELIGNTPLVR.L
R.ALGATIIR.T
K.DTPLTTLSK.F
R.EFASPINPGK.R
K.FFEWNSAAVVTEK.T
K.INAIVAGAGTGGTITGLAR.G
R.LDEIVTDPR.E
K.TTDPYEGATIASLR.L
K.VDLLTWMINK.K + Oxidation
(M)
K.VEGIGYDFIPDVLDQQIVDK.W

29

Dihidrolipail
deshidrogenasa

XP_01874
9920

55.68/6.51

54.4/6.7

10

27%

139.25

2.42

K.AEEEAVAVVEYIK.K
K.DLVVIGGGVAGYVAAIK.A
K.ETSVSGLTK.G
R.GIEVGEVK.L
K.NILIATGSEATPFPGLEIDEK.R
R.RPYTGGLGLENIGLEADDR.R
K. TNQDTEGMVK.M + Oxidation
(M)

K.VDLNEGGETSVR.G
R.VIIDSEYR.T
K.VTIVEFLGQIGGPGMDTEIAK.N
+ Oxidation (M)

30

Piruvato cinasa

XP_01876
0785

70.4/6.64

60.3/6.35

12

28%

237.5

2.58

K.ADPEHLGIGQLQ.-
K.AENTIPYVSHFEEMCTLVK.R +
Oxidation (M)

R.AQDIYDIR.E
R.DSGLNVVR.M
K.EILEATDGVMVAR.G +
Oxidation (M)
K.GGMGNTNTLR.I + Oxidation
(M)
K.GVNLPNTDVDLPALSEK.D
K.KGVNLPNTDVDLPALSEK.D
K.NITNVIEPGR.V
R.SSIICTIGPK.T
K.SVAATAQDHLEFGGK.I
K.TNSVEAINK.L
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31

Piruvato cinasa

XP_01876
0785

69.1/6.83

60.3/6.35

14

31%

237.5

3.16

K.ADPEHLGIGQLQ.-
R.AQDIYDIR.E
R.ASLDLGAGGIIVLSTSGESAR.
M

R.DSGLNVVR.M
K.EILEATDGVMVAR.G +
Oxidation (M)
K.FGVENNVDMVFASFIR.R +
Oxidation (M)
K.GGMGNTNTLR.I + Oxidation
(M)
K.GVNLPNTDVDLPALSEK.D
K.HIQIISK.I

K.NITNVIEPGR.V
R.GVAIALDTK.G
R.SSIICTIGPK.T
K.TNSVEAINK.L
R.VIYVDDGVLAFDVLEIKDEK.T

32

Proteina hipotética
FVEG_01283
(Gliceraldehido3-
fosfato
deshidrogenasa

XP_01874
3991

27.7/6.48

24.2/6.01

44%

110.32

0.47

K.AHESTEVTHHQQSK.E
K.FKDGILSIVVPK.A
R.LLDDFDSYSR.Q
R.NFYNSDASFTPLFR.L
R.SGLTHWQPK.F
R.TYTAGTPPAGLVEGSQSR.G
R.VDQDNVSAK.F
K.VEDEAEAK.A

33

Proteina nuclear
GTP GSP1/Ran

XP_01874
3901

23.3/6.49

24.8/6.92

9.2%

85.11

2.35

K.VDLNEGGETSV.R
R.VIIDSEYR.T

34

Gliceraldehido 3-
fosfato
deshidrogenasa

XP_01874
9661

27.1/6.86

36.9/6.39

20%

73.8

0.35

K.AGISLNDNFVK.L
R.GAAQNIIPSSTGAAK.A
K.KVIISAPSADAPMYVVGVNENK
.Y + Oxidation (M)

K.VIPELNGK.L
R.VPTANVSVVDLTVR.L

35

Peptidil-prolil cis-
trans isomerasa
mitocondrial

XP_01874
2514

18.5/7.37

24.3/9.58

12%

94.54

2.43

K.ALEATGSGSGAVK.Y
R.IIPDFMLQGGDFTR.G +
Oxidation (M)

36

Peptidil-prolil cis-
trans isomerasa
mitocondrial

XP_01874
2514

18.9/7.57

24.3/9.58

36%

94.54

0.42

K.ALEATGSGSGAVK
R.ATIVDSGEL.-
K.FADENFK.L
R,IIPDFMLQGGDFTR.G +
Oxidation (M)
R.INFNLYDK.L
R.INFNLYDKEVPK.T
K.RATIVDSGEL.-

37

Porina proteica de
la membrana
externa
mitocondrial

XP_01874
6309

27.1/9.21

29/8.8

10

43%

149.35

0.49

K.ATSAAIEGK.Y
R.EGVTLGLGGSFDTQK.L
R.GIAALAYNVLLR.E
K.GPVANVDAVVGHEGFLAGASA
GYDANK.A
R.IDPVSFTK.V
R.IEVADSLAK.G
K.LDQATHK.L
K.LEGLFNFLPATAAK.G
K.TGNAVGLEVASK.Y
K.VNSQVEAGAK.A

38

Porina proteica de
la membrana
externa
mitocondrial

XP_01874
6309

26.9/9.38

29/8.8

11

40%

149.35

0.40

R.AFFDLLK.G
K.ATSAAIEGK.Y
K.DTAPNGVAFK.V
R.EGVTLGLGGSFDTQK.L
R.GIAALAYNVLLR.E
R.IDPVSFTK.V
K.IEVADSLAK.G
K.LDQATHK.L
K.LEGLFNFLPATAAK.G
K.TGNAVGLEVASK.Y
K.VNSQVEAGAK.A
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a Los nimeros de mancha corresponden a la figura 16. b. Los identificadores corresponden a la base de datos nrNCBI subconjunto Fusarium verticillioides. ¢ Masa
molecular/punto isoeléctrico experimentales. d Masa molecular/punto isoeléctrico tedricos. e Nimero de péptidos identificados. f. Cobertura de secuencia. g. Valores de

score >23 indican identidad o extensa homologia p<0.01. h. Cambio de veces expresado como la relacién del % de volumen entre el control (F. verticillioides) y el estrés
(F. verticillioides expuesto al extracto butandlico de J. macrocarpa).
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