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PALABRAS CLAVE Resumen El hongo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., agente causal de la enfermedad
Deficiencia hidrica; denominada «pudricion carbonosa», provoca pérdidas significativas en la produccion de cul-
Hongos tivos como maiz, sorgo, soya y frijol en México. Este hongo, parasito facultativo, muestra
fitopatdgenos; amplia capacidad de adaptacion a ambientes estresantes, donde existen altas temperaturas
Mecanismos y deficiencia hidrica, condiciones frecuentes en gran parte de la agricultura de dicho pais.

de resistencia;
Pudricion carbonosa

En este trabajo se describen algunos aspectos basicos de la etiologia y la epidemiologia de
M. phaseolina. Asimismo, se revisa la importancia que guardan las respuestas de este hongo
a ambientes estresantes, particularmente la deficiencia hidrica, de acuerdo con caracteres
morfoldgicos y del crecimiento, asi como fisiologicos, bioquimicos y de patogenicidad. Final-
mente, se presentan algunas perspectivas de estudio del género, que enfatizan la necesidad
de mejorar su conocimiento, con base en la aplicacion de herramientas tradicionales y de bio-
tecnologia, y de dilucidar mecanismos de tolerancia al estrés ambiental, extrapolables a otros
microorganismos Utiles al hombre.

© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

KEYWORDS Biochemical basis of tolerance to osmotic stress in phytopathogenic fungus: The case
Water deficits; of Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

Phytopathogenic

fungi; Abstract Fungus Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. is the causative agent of charcoal rot
Resistance disease which causes significant yield losses in major crops such as maize, sorghum, soybean and
mechanisms; common beans in Mexico. This fungus is a facultative parasite which shows broad ability to adapt

Charcoal rot

itself to stressed environments where water deficits and/or high temperature stresses commonly
occur. These environmental conditions are common for most cultivable lands throughout Mexico.
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Here we describe some basic facts related to the etiology and epidemiology of the fungus as
well as to the importance of responses to stressed environments, particularly to water deficits,
based on morphology and growth traits, as well as on physiology, biochemistry and pathogenicity
of fungus M. phaseolina. To conclude, we show some perspectives related to future research
into the genus, which emphasize the increasing need to improve the knowledge based on the
application of both traditional and biotechnological tools in order to elucidate the mechanisms
of resistance to environmental stress which can be extrapolated to other useful organisms to

man.

© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introduccion

El hongo imperfecto Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.
por lo general es un saprofito que, bajo ciertas condicio-
nes, también es un fitopatdgeno facultativo no especifico.
Este hongo es el agente causal de la enfermedad denomi-
nada pudricion carbonosa del tallo. La pudricion carbonosa
ataca a mas de 500 especies de plantas entre las que se
encuentran cultivos alimentarios de interés econémico en
México, como frijol (Phaseolus vulgaris L.), maiz (Zea mays
L.), soya (Glycine max [L.] Merr.) y sorgo (Sorghum bicolor
[L.] Moench). En estos cultivos ocasiona pérdidas que oscilan
entre el 10% y el 15% de cada cosecha al ano??. Como patd-
geno, M. phaseolina progresa facilmente en condiciones de
sequia y altas temperaturas, y se encuentra en la mayoria
de las areas cultivables calidas o templadas de los tropicos y
subtropicos, desde el nivel del mar hasta mas de 2000 msnm.
En México tiene alta prevalencia en la zona norte, aunque
se encuentra distribuido en diversas regiones, tanto en cli-
mas tropicales, subtropicales o templados como en climas
aridos, semiaridos o himedos*#,

Actualmente existen algunas medidas de manejo inte-
grado del hongo, entre las que destacan el manejo cultural
(riegos, fertilizacion quimica, densidad de siembra) y el con-
trol bioldgico (hongos biocontroladores) o quimico'; estas,
sin embargo, no son tan eficaces debido a los mecanismos
de amplia adaptabilidad al ambiente cambiante, ademas de
la resistencia al estrés osmotico y a las altas temperaturas
que presenta este hongo®7¢.

Dos factores tienen un papel fundamental en el desarrollo
y los danos por pudricion carbonosa en cultivos: 1) la consi-
derable variabilidad morfoldgica, patogénica y genética de
su agente causal, que lo faculta para adaptarse y atacar hos-
pedantes susceptibles y, frecuentemente, predispuestos por
estrés abidtico o bidtico, y 2) la presentacion en el ciclo de
vida del hongo de 2 subfases: una subfase «saprofitica» bajo
el nombre de Rhizoctonia bataticola, en la que se producen
principalmente microesclerocios y micelio, y otra subfase
«patogénica» (M. phaseolina), en la que principalmente se
producen microesclerocios y picnidios. Ambas subfases
se presentan durante el ciclo parasitico del hongo en plantas
susceptibles??43-61,

Los mecanismos de tolerancia al estrés ambien-
tal de M. phaseolina no han sido caracterizados en
profundidad, como si se ha hecho en el caso de

otros microorganismos®3:¢0.7%:8486 | os estudios de gené-
tica y biologia celular en organismos modelo tales como
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombae,
Aspergillus nidulans o Neurospora crassa han permitido
dilucidar reguladores globales del estrés, asi como los meca-
nismos que confieren resistencia a ambientes adversos®.
Por ello, consideramos necesario realizar mas investigacion
sobre la biologia y la genética de la adaptabilidad de organis-
mos fitopatdgenos a ambientes estresantes, lo que generara
informacion que podra servir en el desarrollo de estrategias
para el manejo y control integrales, eficaces y sustentables
de hongos fitopatdgenos. Por otra parte, esta informacion
también sera Gtil, por ejemplo, en la identificacion de hon-
gos biocontroladores de plagas de cultivos u otras especies
Utiles al hombre333.63, En este sentido, los avances en
M. phaseolina son aln incipientes.

M. phaseolina es un hongo altamente tolerante al estrés
hidrico'°2°%7¢, La evaluacidn de la respuesta a la deficien-
cia hidrica se basa en la medicion de la respuesta al estrés
osmotico in vitro mediante la evaluacion del crecimiento
del hongo en medios artificiales con potencial osmotico
ajustado con azlicares o sales??; estas condiciones redu-
cen el crecimiento del hongo en medio papa-dextrosa-agar
y su patogenicidad en semillas de frijol. No se ha com-
probado asociacion entre tolerancia al déficit hidrico o al
estrés osmatico y virulencia' 7. El estrés osmético por NaCl
favorece la produccion de glucosa, mientras que reduce la
patogenicidad y la sintesis de osmolitos como el arabitol.
El crecimiento y la patogenicidad de M. phaseolina estan
asociados negativamente con la sintesis de osmolitos®®7°.

El objetivo de este trabajo es revisar los avances sobre el
estudio del hongo fitopatogeno M. phaseolina en cuanto a las
bases de sus mecanismos bioquimicos de tolerancia al estrés
ambiental, de modo de ofrecer un panorama actualizado al
respecto, que a la vez sefale cuales son los estudios que en
el futuro contribuiran al disefio de estrategias de manejo
integrado del hongo en plantas cultivadas.

El hongo Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid.

El hongo M. phaseolina causa chancros en el tallo, con
una coloracion negra —caracteristica de los tejidos infec-
tados en plantas—, marchitez de plantulas, ahogamiento
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pre y postemergente, ademas de producir la pudricion del
tallo y la raiz. En la naturaleza se encuentra principal-
mente en el suelo y es un patoégeno que puede transmitirse
por semillas?’. Los sintomas en la postemergencia incluyen
lesiones fusiformes con bordes negros y centro grisaceo,
cubiertas por microesclerocios y, en ocasiones, picnidios.
Los microesclerocios permiten que el hongo sobreviva en
el suelo durante largos periodos’. Ademas de comportarse
como un patdgeno oportunista de plantas, también es un
patégeno intermitente en humanos, dado que ocasiona
numerosas infecciones cutaneas en virtud de que posee la
habilidad para neutralizar el sistema inmunitario de indivi-
duos inmunosuprimidos, a pesar de estar bajo tratamiento
antifingico profilactico®.

La pudricion carbonosa tiene una vasta distribucion
geografica y es especialmente problematica en paises tro-
picales y subtropicales, con climas aridos a semiaridos®'.
Los microesclerocios producidos en la raiz y en el tallo de
los hospedantes sirven como principal fuente de inoculo y
pueden permanecer viables en el suelo durante aproxima-
damente 15 afos, ya que estan adaptados para sobrevivir
bajo condiciones adversas, tales como niveles bajos de nutri-
mentos, deficiencia hidrica y temperaturas superiores a
35-40°C%%0,

Para infectar a un hospedante, los microesclerocios
deben germinar, esto sucede a una temperatura de entre 28
y 35°C?%, luego ocurre la penetracion directa de los tubos
germinativos a través de la epidermis del huésped o puede
haber penetracion indirecta por aberturas naturales*. En el
caso de la penetracion directa, el hongo utiliza diversas enzi-
mas degradadoras de la pared celular del hospedante'"?,
La ramificacion del micelio coloniza el tejido vascular cre-
ciendo a través de la corteza y penetrando los vasos del
xilema, una vez dentro de los tejidos vasculares se pro-
paga hacia la raiz, donde obstruye los vasos, lo que al final
provoca que la marchitez de la planta?’-#.

La poblacion de M. phaseolina en suelo infestado se cons-
tituye principalmente por microesclerocios y puede llegar a
ser tan alta como de 1000 o mas propagulos por gramo de
suelo. Los microesclerocios se encuentran tanto en estado
libre como en los tejidos de la planta colonizada durante
la fase parasitica del hongo. La densidad del inoculo y la
susceptibilidad del hospedante aumentan cuando se realiza
monocultivo?”3’. Asimismo, la elevada temperatura provoca
que las plantas se debiliten, lo que también favorece el
desarrollo de la enfermedad, cuya intensidad aumenta con
temperaturas que van de 28 a 40°C. Las altas temperatu-
ras asociadas con la baja humedad del suelo duplican la
severidad de la enfermedad; la infeccion mas severa ocurre,
entonces, cuando la humedad es baja y la temperatura alta,
o bien cuando la planta se encuentra en floracion o llenado
del grano*#,

Una caracteristica distintiva de M. phaseolina es su
amplia variabilidad genética, de acuerdo con caracteris-
ticas morfologicas, fisiologicas, bioquimicas, patogénicas
y del genotipo. Rasgos preponderantes de la especie son
la mayor capacidad patogénica de aislamientos provenien-
tes de regiones himedas o tropicales en comparacion
con aquellos de regiones aridas y secas, asi como la
mayor patogenicidad de aislamientos de México en com-
paracion con aquellos de paises de Europa (ltalia), de
Asia y Oceania (Japon, Australia) o de América (Brasil,

Argentina, Estados Unidos). Aparentemente, la mayor capa-
cidad patogénica de aislamientos de regiones humedas se
debe a la necesidad del hongo de infectar hospedantes
no predispuestos a su ataque en virtud de que se des-
arrollan en condiciones éptimas de crecimiento. También
es notable no encontrar especializacion patogénica en la
especie, de modo que no se han propuesto otras espe-
cies, subespecies, razas patogénicas o patotipos. Esto podria
deberse a esa doble naturaleza que presenta el hongo,
de sapréfito y de parasito facultativo'" 486! Las especies
Debaryomyces hansenii, Hortaea wemeckii y Wallemia
ichthyophaga se han propuesto como modelos de estudio
de las bases de la halotolerancia de hongos a ambientes
hipersalinos, con las ventajas de que pertenecen a grupos
taxonémicos distantes y distintos, y a que han desarrollado
estrategias diferentes para enfrentar el estrés ambiental
derivado de la escasez de agua®®. Del mismo modo, conside-
ramos que la condicion ambivalente de M. phaseolina por su
capacidad parasitica y saprofitica, la extensa capacidad de
variacion que le permite la adaptacion a ambientes varia-
bles y particularmente estresantes, y la notable tolerancia
a condiciones ambientales adversas, indican que podria
constituirse en un modelo de estudio de las interacciones
hongo-planta bajo condiciones de estrés como la salinidad,
la deficiencia hidrica, las altas temperaturas o el cambio
climatico?>2677:83  cada vez mas frecuentes en la produccion
agricola de México y del mundo®.

El agua en los hongos

Las células se encuentran encapsuladas por una membrana,
lo que facilita la ocurrencia del fendmeno de la dsmosis
debido a sus propiedades semipermeables y la presencia
de un equilibrio hidrico termodinamico de la célula con su
ambiente. Ya que los procesos celulares activos se llevan a
cabo en soluciones acuosas, la fisiologia de la célula esta
ligada al fenébmeno osmotico y, por tanto, debe ajustarse a
las condiciones imperantes para sobrevivir y desarrollarse'?.
En este caso, los solutos de la solucion acuosa se clasifican
en cosmotrofos («hacedores del orden» o estabilizadores)
y caotrofos («hacedores del desorden» o desestabilizado-
res). Los caotrofos desordenan proteinas, desestabilizan
agregados hidrofobicos e incrementan la solubilidad de
hidréfobos; mientras que los cosmétrofos estabilizan pro-
teinas y agregados hidrofobicos en solucion y reducen la
solubilidad de los hidréfobos. Solutos cosmotrofos pueden
ser pequenas moléculas como la glicina, la betaina y la tre-
halosa, que estabilizan las proteinas celulares y evitan su
desnaturalizacion'®.

La actividad del agua es un factor importante que
gobierna la vida en general. En la naturaleza, el agua se
asocia con moléculas del soluto disuelto, lo que modifica
el agua termodinamicamente disponible para los organis-
mos vivos. El estado del agua se describe sobre la base de
parametros como el potencial hidrico, la presion osmoética o
la osmolaridad, en virtud de que todos ellos se encuentran
intimamente relacionados?.

La capacidad de las moléculas del agua para moverse en
un sistema particular depende de su energia libre, medida
con base en el potencial hidrico (¥), que se expresa en uni-
dades de energia por unidades de masa o volumen; en este
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caso, la unidad mas utilizada es el megapascal (MPa). El
movimiento del agua ocurre a través de gradientes de ener-
gia libre, desde regiones donde el agua es abundante y con
alta energia libre por unidad de volumen (mayor W) a zonas
donde la energia libre del agua es baja (menor ¥). El agua
pura tiene una energia libre muy alta debido a que todas las
moléculas pueden moverse libremente. Este es el estado de
referencia del potencial hidrico, a una masa de agua pura,
libre, sin interacciones con otros cuerpos y a presion normal,
le corresponde un ¥ igual a cero®?.

El ¥ se determina fundamentalmente por el efecto osmo-
tico asociado con la presencia de solutos que adsorben o
retienen agua en matrices solidas o coloidales, por el efecto
de la altura y por presiones positivas o negativas, tensiones
presentes en los recipientes o conductos donde se encuentra
dicha agua. El potencial osmético (o) indica la disminucion
de la capacidad de desplazamiento de agua debido a la pre-
sencia de solutos, tales como sales organicas, vitaminas y
minerales’®.

El potencial osmdtico es un factor importante para el
desarrollo de los hongos, pues su disminucion reduce su
crecimiento dado que aumenta la tasa de respiracion y la
energia se gasta para mantener la turgencia de las células
hifales. Los hongos habitantes del suelo muestran diversas
respuestas metabolicas, patrones de crecimiento y estrate-
gias reproductivas en respuesta a las condiciones hidricas
variables. La determinacion del incremento en la dimension
lineal del crecimiento en medio de cultivo es el método mas
simple para medir el efecto en el crecimiento flngico®.

La medicion del crecimiento radial de la colonia de un
hongo cultivado en cajas de Petri, con medios especificos y
aintervalos de tiempo definidos, es el parametro mas confia-
ble para la medicion del efecto de una variable ambiental
en su crecimiento, sin tomar en cuenta los cambios en la
densidad de las hifas y la capacidad de germinacion de las
esporas’> 2241,

Tolerancia al estrés hidrico en los hongos:
osmorregulacion

La osmorregulacion es la respuesta directa que restaura y
mantiene el volumen, la presion y la actividad bioldgica
normal de la célula. En los hongos es el mecanismo encar-
gado de regular la cantidad de agua y la concentracion de
iones y solutos del organismo; para ello, regula la sintesis
de solutos en respuesta al estrés osmotico, dado que su acu-
mulacion favorece la resistencia a ambientes extremos. La
sintesis de osmolitos activos u organicos intracelulares en
respuesta al estrés osmotico incrementa la turgencia celular
y mantiene el metabolismo enzimatico. Entre los osmolitos
destacan aquellos con naturaleza polialcohdlica derivados
de azlcares, denominados polioles®®7¢, asi como las polia-
minas, compuestos nitrogenados que también participan en
la regulacion genética®, aminoacidos libres y sus derivados
y combinaciones de urea y metilaminas®?. Otros metaboli-
tos como las proteinas acuaporinas (acuaporinas ortodoxas
y acuagliceroporinas) también se han vinculado con la resis-
tencia al estrés osmotico de los hongos; en este caso, la
tolerancia al parecer se asocia con el estrés osmotico via
el transporte de agua y la transferencia de solutos a nivel
celular35'49’57’58.

La ventaja evolutiva de los sistemas basados en la produc-
cion de osmolitos organicos consiste en su compatibilidad
con la estructura macromolecular, asi como su funciona-
miento a concentraciones altas y variables, sin modificar
las proteinas celulares. La compatibilidad de los osmoli-
tos resulta de efectos no perturbadores o favorables en las
interacciones macromolécula-solvente®'. La capacidad para
controlar el balance de solutos y de agua durante el estrés
osmotico es un requisito esencial en la vida de una célula.
La homeostasis osmotica celular se mantiene con la acu-
mulacion y pérdida regulada de los solutos inorganicos y
organicos%%°,

El estrés osmotico promueve la acumulacion de polioles.
En células eucarioticas, el contenido de polioles es direc-
tamente proporcional a la concentracion de los solutos e
inversamente proporcional a la actividad del agua. Aunque
el movimiento del agua contribuye a la concentracion final
de polioles internos, la variable mas importante es la pro-
porcion actual de polioles en la masa celular seca. Esto
se ha demostrado, por ejemplo, en el alga Dunaliella sp.
en crecimiento a concentraciones salinas extremas?®. Bajo
condiciones de estrés osmotico, el poliol mas cominmente
producido en altas concentraciones por S. cerevisiae es el
glicerol, aunque también se producen, pero en menores can-
tidades, sorbitol, manitol y xilitol”". En diversos géneros
fangicos (Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Stagonospora)
se acumulan principalmente glicerol, eritritol, arabitol y
manitol, asi como bajas concentraciones de trehalosa
y glucosa'#39:45,59

En el nematodo Caenorhabditis elegans se incremento
de 15 a 20 veces el nivel del glicerol cuando se hizo crecer
en medio de cultivo con 200 mM de NaCl. La acumulacién
se inicid a las 3 h de la exposicion al estrés hiperto-
nico y el maximo se observo a las 24h. La acumulacion
de glicerol es mediada por la sintesis de sus precursores
metabolicos, como el glicerol 3-fosfato deshidrogenasa’’.
Por su parte, en S. cerevisiae, Zygosaccharomyces rouxii y
Pichia sorbitophila es casi exclusivo el uso de glicerol como
osmolito, aunque también se detecta la acumulacion de
trehalosa y de glicerofosfocolina en niveles muy bajos. En
otras especies de hongos y levaduras se han detectado tra-
zas de eritritol, ribitol, arabitol, xilitol, sorbitol, manitol y
galactitol?>2873.7485 Quizas el glicerol se produce con mayor
frecuencia debido a su masa molecular baja, lo que le da la
capacidad para permear la membrana plasmatica, probable-
mente por difusion pasivaZ.

Los efectos protectores de los osmolitos organicos en
las células expuestas a hipertonicidad se agrupan en 2 me-
canismos complementarios. El primero es el de «solutos per-
turbadores vs. solutos compatibles». En este caso, aunque
muchas funciones bioquimicas requieren de iones organicos
especificos, el incremento en concentraciones por encima
de lo tipicamente observado en células perturba la fun-
cion de las proteinas. En contraste, los osmolitos organicos
tienen menor efecto de modo que son compatibles. La hiper-
tonicidad como resultado del incremento del NaCl causa
flujo osmotico del agua fuera de las células, por lo que se
eleva la concentracion de todos los constituyentes celulares
incluyendo las sales organicas. Aunque las células pueden
restaurar rapidamente su volumen por la entrada de sales
organicas seguida de la asimilacion osmotica del agua, la
concentracion intracelular de iones inorganicos permanece
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alta. Los osmolitos organicos se acumulan asociados con
una disminucién en la concentracion de sales inorganicas
intracelulares. De esta forma, los iones inorganicos pertur-
badores se reemplazan por osmolitos compatibles®'.

El segundo mecanismo se denomina de «estabilizacion
de la estructura proteinica nativa». Aqui, las altas concen-
traciones de osmolitos organicos protectores estabilizan la
estructura de las proteinas. Este mecanismo involucra la
exclusion fuerte de los osmolitos protectores de la superficie
de las proteinas, mientras que los osmolitos desnaturali-
zados se acumulan en la superficie de las proteinas. Los
osmolitos protectores empujan el equilibrio de la proteina
hacia su forma nativa plegada, mientras que los osmolitos
desnaturalizados empujan hacia la forma no plegada'?®'.

Los mecanismos responsables de la acumulacion y pér-
dida de solutos osmorreguladores son, en general, bien
entendidos en bacterias y levaduras, aunque con algunos
huecos para el caso de los hongos y las algas®" . En célu-
las animales, poco se conoce de las sefales y las vias de
senalizacion para detectar perturbaciones en el volumen y
para activar mecanismos reguladores, asi como sobre los
mecanismos mediante los que las células perciben y reparan
el dafo celular y molecular inducido osméticamente?>7>77,

En S. cerevisiae?®® 'y otras especies, como
Botrytis cinerea’®, Trichoderma harzianum'® y Fusarium
proliferatum?®, se ha demostrado que la acumulacion
de osmolitos organicos en condiciones de hipertonicidad
producida por sustancias tales como glicerol o trehalosa
se controla mediante la activacion de 2 rutas metabolicas
celulares independientes, denominadas «del glicerol de
alta osmolaridad» (HOG, por sus siglas en inglés) y «de la
integridad de la pared celular» (CWI), asi como sus sucesivas
cascadas de sefiales de proteinas quinasas activadas por
mitdgeno (MAPK, MAPKK y MAPKKK)®¢7.

La ruta HOG ocurre con mayor frecuencia en los orga-
nismos estudiados a la fecha y es la mas conocida; se activa
por 2 rutas de sefalizacion también independientes entre si,
Sho1 y SIn1, cuyo objetivo final es encender la transcripcion
de la enzima Gpd1p, necesaria para sintetizar glicerol. El
glicerol se encarga de generar un cambio en la osmolaridad
intracelular que conducira a la adaptacion de las células al
estrés, al mantener un ambiente bioquimico 6ptimo para el
funcionamiento celular, asi como la recuperacion apropiada
en ambientes subdptimos, que, de otra manera, afectarian
la supervivencia de la célula. Ambas rutas de senalizacion
robustecen la respuesta al estrés por parte de la célula, de
modo que son complementarias’-82436,69,84,

En levaduras (S. cerevisiae, S. pombae) y hongos (Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, N. crassa, Magnaporthe
oryzae, Bauveria, Metarhizium), las rutas de transduc-
cion de sefales en respuesta al estrés osmotico incluyen
sensores HK (histidina-quinasa) proteina-autofosforilada de
2 componentes, una proteina fosfotransferible que contiene
histidina (Hpt), un regulador de la respuesta con dominio
receptor, 3 cascadas MAPK (MAPKKK, MAPKK, MAPK), y al
final, la respuesta’-?4333469,75,84,

Se han observado rutas de sefalizacion similares a las
detectadas y caracterizadas en levaduras y bacterias en
hongos fitopatégenos como M. oryzae**, Bipolaris oryzae®’
o Asperdillus sp."’, asi como en hongos entomopatdgenos
como Metarhizium*® y Bauveria®®. Pese a ello, la respuesta
de adaptacion al estrés osmotico esta conservada entre

géneros y especies, no es idéntica y, ademas, esta ligada a
otros procesos celulares como la respuesta al estrés por luz
ultravioleta o por peroxido de hidrégeno®’, la morfogénesis
y las rutas de biosintesis de productos naturales del metabo-
lismo secundario, tales como las micotoxinas'’>%3', También
existe una expresion genética coordinada para enfrentar el
estrés osmotico; la respuesta sera especifica o global depen-
diendo del grado de estrés osmotico al que la célula sea
expuesta®®84,

Efectos del déficit hidrico en los hongos,
con énfasis en M. phaseolina

Crecimiento y desarrollo

La reduccion del potencial osmético en hongos incrementa
la concentracion de los solutos y, en consecuencia, se redu-
cen el potencial hidrico y el agua libre disponible para su
desarrollo?'. En M. phaseolina, la reduccion del potencial
osmoético in vitro reduce la proporcion de microesclerocios
germinados y la velocidad de germinacion de estos. Tam-
bién modifica el color de la colonia, pues de una coloracion
gris 0 negra se decolora a color café, gris claro o incluso
blanco, debido a la inhibicion de la sintesis de melanina
(figura 1). También se reducen sensiblemente la tasa de cre-
cimiento de las colonias, la produccion de micelio aéreo y
el nimero de microesclerocios, su tamaino y su forma, asi
como su capacidad de germinacion®'>1827:52.76 El agua en
el medio es atrapada por los solutos y no queda facilmente
disponible para el hongo, de modo que este debe gastar mas
energia para obtenerla, debiendo reducir su crecimiento.
Efectos similares se observan en otros géneros flngicos,
como Sclerotinia’ y Cochliobolus sativus®.

El crecimiento de M. phaseolina en tejidos del hospe-
dante a un amplio rango de ¥ indica que este organismo
ha desarrollado mecanismos de adaptacion para sobrevivir
a dichas condiciones®?. La adaptacion a rangos de W amplios
puede ser una estrategia que capacita al saprofito o pato-
geno latente a sobrevivir en los tejidos del hospedante. El

0 mM NaCl

Figura 1

Aislamientos de Macrophomina phaseolina. Culti-
vados a 3 diferentes concentraciones de NaCl. A OmM, el
crecimiento es normal, a 500 mM, disminuye y a 1000 mM, es
minimo.
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hongo puede ser capaz de continuar el desarrollo vegeta-
tivo y crecer bajo condiciones de baja humedad, que, por
otra parte, si afectan al hospedante'. Los hongos mues-
tran patrones de crecimiento diversos en respuesta a las
condiciones hidricas variables. El efecto del potencial osmo-
tico en el crecimiento de micelio del hongo es negativo
bajo presencia de NaCl, ya que a concentraciones de 1M
se reduce significativamente en casi un 90% el desarrollo de
M. phaseolina in vitro’®.

Bioquimica y fisiologia

El contenido de lipidos varia considerablemente en el mice-
lio y en los microesclerocios. Los lipidos ayudan a mantener
niveles bajos de respiracion en condiciones adversas durante
largos periodos, mientras que proveen energia para la ger-
minacion de los microesclerocios. El acido fosfatidico y el
fosfatidil glicerol son los componentes mayoritarios de los
microesclerocios, mientras que la fosfatidil etanolamina y
el fosfatidil glicerol son mas abundantes en el micelio’”.

La condicion parasita y saprofita de M. phaseolina le per-
mite colonizar tanto tejidos vivos como muertos’®. Para ello
cuenta con gran cantidad de estrategias para obtener el car-
bono de las plantas hospedantes o colonizadas; esto también
le permite contrarrestar la respuesta defensiva de la planta.
El hongo codifica 839 genes transportadores agrupados en
106 familias. De ellos, 270 pertenecen a la familia MFS, 59
a la superfamilia ABC y 40 estan representados en la familia
APC. También, M. phaseolina tiene mas transportadores de
aminoacidos (54) que otros hongos fitopatdgenos —lo que
demuestra su amplio rango de degradacion de productos de
los hospedantes—, asi como gran cantidad de genes invo-
lucrados en la detoxificacion?® (tabla 1). Por su parte, la
secuenciacion del hongo xerofilico Wallemia sebi indico la
presencia de 93 proteinas de estrés osmotico putativas y una
ruta HOG altamente conservada; ademas de un alto nimero
de transportadores (549).

El analisis con microarreglos de M. phaseolina contra
960 diferentes fuentes de carbono, nitrégeno, fésforo, azu-
fre, suplementos nutritivos, nitrégeno peptidico y osmolitos
indicé que la adaptabilidad a un amplio rango osmaético es
un factor que contribuye a la naturaleza parasitica amplia
de este organismo, debido a que el hongo es capaz de cre-
cer bajo concentraciones del 1 al 8% de NaCl, con maximo
crecimiento del 2 al 4%'%%¢ (tabla 2).
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Figura 2 Cromatograma de metabolitos de Macrophomina
phaseolina a diferentes concentraciones de NaCl. Incremento
de glicerol y trehalosa sin consumo de glucosa.

El analisis del genoma de M. phaseolina mostré que
hasta en un 12% es distinto del de otros hongos fitopato-
genos conocidos, en virtud de que posee un gran repertorio
de enzimas hidroliticas que degradan la pared celular de
la planta, entre cuyos componentes se incluyen celulosa,
hemicelulosa, pectina, lignina y cutina. La gran cantidad
de enzimas activadoras de hidratos de carbono es parti-
cularmente alta, debido basicamente a la abundancia de
las glicosil hidrolasas®®. La comparaciéon con genomas
de otros hongos fitopatogenos revela un grupo distinto de
carbohidrato esterasas (CE) en el hongo, con una expansion
significativa de las familias CE9 y CE10. Las CE se consideran
la primera linea de ataque durante la invasion al hospedante
y desempefian una funcion clave en su patogenicidad®*.

La intensificacion del estrés osmotico favorece el incre-
mento de la produccion de osmolitos como el glicerol y la
trehalosa (figura 2). Los aislamientos de maiz fueron mas
tolerantes al estrés que los originarios de otras especies;
también los aislamientos obtenidos de regiones tropicales
de México fueron mas tolerantes®®. Asimismo, los aislamien-
tos de regiones tropicales exhiben mayor patogenicidad en
semillas de frijol*3. El estrés osmotico causado por el NaCl
reduce en algunos aislamientos de M. phaseolina el creci-
miento y desarrollo in vitro’®.

Tabla 1  Genes detectados en Macrophomina phaseolina
Enzimas activadoras de hidratos de carbono (CAZymes)
GH GT CE CBM PL Total
219 56 65 6 16 362
Transporte y detoxificacion
Transportadores Familia MFS Superfamilia ABC Familia APC
270 59 40
Detoxificadores Deshidrogenasas Acyl-CoA Monooxigenasas Citocromo
P450s 411 7 104 256

GH: glucosido hidrolasas; GT: glicosiltransferasas; CE: carbohidrato esterasas; CBM: moddulos de union a hidratos de carbono; PL:
polisacarido liasas (PL); MFS: superfamilia facilitadora mayor; ABC: transportadores ABC (ATP binding cassette); APC: amino acido-
poliamina-organocation; Acyl-CoA; superfamilia Acyl-CoA N-acetiltransferasas.
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Tabla 2 Comparacion de genes detectados en Macrophomina phaseolina y otros hongos

Especie CE1 CE4 CE5 CE8 CE9 CE10 CE14

S. cerevisiae 1 2 0 0 0 6 0

M. phaseolina 1 8 9 4 10 32 1

Transduccion de senal Genoma putativo

Especie PTH112 Quinasas Ort6logos® SubF¢ SubU o

M. phaseolina 44 140 134/140 7 3

Otros hongos patogenos 34 131 - - -

Respuesta fenotipica al desarrollo

Especie NaCl¢ Capacidad de crecer

M. phaseolina 1-8 2-4 optimo

S. cerevisiae 3 Toxico

H. werneckii Cerca del 6ptimo El mas tolerante
Comparacion entre especies del nimero de genes patégenos'

Especie Genes putativos

M. phaseolina 75

M. grisea 32

B. cinerea 37

S. sclerotiorum 29

F. graminearum 37

CE: carbohidrato esterasas.
a Gen patogeno como GPCR.
Genes homologos especiacion.
Subfamilias.
Subunidades alfa G-proteinas.
Concentracion de sal en medio de cultivo (%).

-~ ® o n T

Modificado de Islam et al.2®.

Patogenicidad

El estrés osmotico reduce la patogenicidad de M. phaseolina
en frijol">>*7%, La reduccién en la patogenicidad tam-
bién se ha observado en aislamientos de Sclerotinia sp.? y
C. sativus®. Se considera que el hongo utiliza una mayor
cantidad de energia para equilibrar el potencial hidrico del
citoplasma respecto del ambiente exterior; esto altera la
fisiologia del organismo, que se refleja en la disminucion
del metabolismo y del crecimiento y de su capacidad pato-
génica.

Discusion y perspectivas

Un rasgo esencial y distintivo de la biologia de M. phaseolina
es su amplia capacidad de adaptacion a ambientes estresan-
tes, particularmente aquellos donde son comunes las altas
temperaturas y la sequia. Aun bajo dichas condiciones, en la
mayoria de los aislamientos evaluados no se afectan signifi-
cativamente el crecimiento y el desarrollo, ni la capacidad
parasitica del hongo, o bien sus efectos son menores que
en otros géneros fitopatdgenos, como Fusarium®. Por el

Genes relacionados con la produccion de metabolitos secundarios que favorecen la patogenicidad del hongo.

contrario, ambos factores afectan al desarrollo de la mayo-
ria de sus hospedantes; ademas, los predisponen a la
infeccion y colonizacion del patdgeno al reducir la energia
disponible para accionar los mecanismos de defensa al estrés
ambiental de la planta, preformados o inducidos (ceras epi-
cuticulares, apertura y cierre estomatico, ajuste osmético,
sintesis de metabolitos secundarios, ajuste de la tasa trans-
piratoria, etc.)*.

Las caracteristicas distintivas de M. phaseolina permi-
ten indicar que puede constituirse en un modelo de estudio
ideal para entender los mecanismos de tolerancia ante un
ambiente de estrés causado por condiciones ambientales,
como las altas temperaturas, la salinidad o la sequia. Esto
reviste gran importancia en virtud de que al menos en
México, cada vez se agudiza mas el problema del estrés
ambiental en la produccion agricola. Por ejemplo, en México
mas del 80% de la produccion de frijol se obtiene en regio-
nes de temporal o secano, donde el régimen de lluvias es
frecuentemente irregular o pobre, y no alcanza a cubrir las
necesidades hidricas del cultivo. Asociadas con dichas con-
diciones son frecuentes las altas temperaturas o los suelos
pobres y/o salinos”.
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Asi, para entender y aprovechar dicho conocimiento en
el disefio de estrategias de control o manejo del pato-
geno, sera conveniente estudiar la biologia, la epidemiologia
y la patogénesis de M. phaseolina en cultivos sometidos
a estrés, via estudios tradicionales que podran enrique-
cerse con herramientas biotecnologicas como el analisis
del genoma desde los enfoques estructural y/o funcional.
Incluso, estos estudios seran Utiles para extrapolar los meca-
nismos de tolerancia a las plantas hospedantes y de esta
forma aplicarlos en el mejoramiento genético de cultivos
(tradicional o asistido por biotecnologia), o bien para intro-
ducir modificaciones en el manejo agronémico de cada caso.

Recientemente se demostré que el herbicida glifosato
inhibe el crecimiento de M. phaseolina de manera depen-
diente de la dosis a una tasa lineal; sin embargo, el
crecimiento se inhibe de manera dependiente de la dosis
a una tasa exponencial al utilizarse la sal potasio-glifosato
(Gly-K-salt, por sus siglas en inglés). Entonces, una sustancia
que se puede utilizar en el manejo agronémico de un cul-
tivo susceptible, a la vez puede tener efectos nocivos para
hongos fitopatdgenos como M. phaseolina. Debera probarse
esta relacion nociva entre herbicidas y otros fitopatégenos
de la raiz y, quizas, esto estimule el desarrollo de varieda-
des de frijol genéticamente modificadas con resistencia a
herbicidas que, a la vez, controlen la incidencia y los dafos
por dichos fitopatdgenos del suelo, como ocurre en especies
como el maiz, la soja o el algodonero. La hormona auxina es
capaz de proporcionar resistencia parcial a la planta contra
el fitopatdgeno in vivo e in vitro*®,

De hecho, nuestra propuesta apunta al estudio, con la
aplicacion de nuevas estrategias y biotecnologias, de las
bases genomicas de la tolerancia al estrés osmotico en el
hongo, la planta hospedante y su interaccion con el uso de
las nuevas tecnologias biotecnoldgicas. Los primeros inten-
tos se han hecho en el caso de M. phaseolina y alfalfa,
empezando a generar conocimiento e ideas sobre la inte-
raccién molecular entre el patégeno y su hospedante®.
También se ha estudiado a nivel genémico la interaccion del
frijol-M. phaseolina-salinidad, y esta ha confirmado la pre-
disposicion a la enfermedad en condiciones de salinidad del
suelo®. El mejor entendimiento de la interaccion molecu-
lar entre el patdgeno y el hospedante permitira encontrar
la manera de mejorar la resistencia de la planta en el corto
o mediano plazo®.

Los resultados de trabajos previos indican que en
M. phaseolina, la sintesis de novo de osmolitos activos
tales como el glicerol en condiciones de estrés osmdtico
podria favorecer la supervivencia del hongo en condicio-
nes adversas, incluso toxicas para otros hongos, sin afectar
sensiblemente a su habilidad parasitica’. Especial énfasis
debera ponerse, por lo tanto, en el estudio de dichos osmo-
litos para confirmar su participacion en la supervivencia del
hongo bajo estrés osmético?’, asi como la de otros posibles
metabolitos que igualmente se produzcan o reconcentren
a nivel celular tales como aminoacidos, vitaminas, mine-
rales, sales, etc. Futuras investigaciones podran ofrecer
evidencias sobre la naturaleza de los osmolitos producidos
o concentrados, la ontogenia de su sintesis y, particular-
mente, los mecanismos celulares y moleculares que se
operan para su puesta en marcha y defensa frente al estrés
del hongo. Asimismo, debera profundizarse en el estudio de
M. phaseolina para combatir su capacidad patogénica, dado

que los niveles de dano que causa a las plantas afectan sig-
nificativamente a la productividad agricola de las especies
atacadas.

Un avance significativo para el desarrollo de las propues-
tas antes descritas se basa en el desciframiento del genoma
del hongo. Con esto se amplian las posibilidades de investi-
gacion basica y aplicada relativa al hongo y su interaccion
con sus hospedantes (patosistemas). El conocimiento del
genoma de M. phaseolina permitira entender en detalle la
genética, la fisiologia y la bioquimica de este hongo, y todos
o la mayor parte de los mecanismos que le permiten ser un
parasito con amplio rango de hospedantes y amplio rango
de adaptacion a ambientes variables y estresantes, para asi
buscar contrarrestar su crecimiento, desarrollo o habilidad
parasitica.

Como microorganismo, M. phaseolina es altamente com-
petitivo, pues tiene el 12% de sus genes comprometidos para
facilitar la penetracion del hospedante mediante la produc-
cion de enzimas hidroliticas, que le permiten degradar gran
variedad de paredes celulares de plantas Utiles al hombre,
con al menos 75 genes putativos de patogenicidad compara-
dos con los 35 reportados en Magnaporthe grisea’.

Consideramos que se vislumbra un mejor futuro para la
agricultura, porque al continuar indagando en los mecanis-
mos y las estrategias de expresion genética de M. phaseolina
se conseguira un mejor entendimiento de su capacidad
patogénica, de tal manera que se podrian contrarrestar efi-
cientemente sus efectos; ademas, una vez entendidos sus
mecanismos metabdlicos especializados subsecuentes a la
expresion génica (metaboldomica, protedmica, etc.)* y, par-
tiendo del conocimiento pleno del genoma secuenciado de
la especie, sera posible aprovechar dicha informacion para
su manejo y control, incluso seria posible su extrapolacion
a otros organismos utiles para el hombre, sean vegetales o
animales u otras plagas y enfermedades de importancia para
el hombre.

Estos avances ya se tienen en otros géneros y espe-
cies fungicas de importancia econdémica o que son modelos
de estudio?®3%%¢ para identificar enzimas capaces de sin-
tetizar osmolitos activos Utiles en la tolerancia al estrés
osmotico, como el arabitol en Stagonospora nodorum*®, o
patrones de expresion de proteinas involucradas en las rutas
de sefializacion de Aspergillus flavus®®.
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