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Resumen

Argentina es tanto exportador como consumidor de granos de maiz. Una practica muy
extendida entre los productores es el almacenamiento en silo-bolsas. Pero esta etapa en la cadena
del maiz esta ligada a problemas de pérdida de la calidad del mismo debido al desarrollo de mohos,
que ademads de pudrir al material, lo contaminan con micotoxinas, moléculas muy toxicas para
personas y animales. Un ej. muy comin en nuestro pais es la contaminacién, a campo, por el
fitopatégeno micotoxigénico F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg. En el mundo, hay creciente interés
por las interacciones inter-especificas, via Compuestos Organicos Volatiles (COVs), tales como las
que se dan entre patogenos y huéspedes. Asi, el interés por elicitores naturales volatiles del
metabolismo de las Lipoxigenasas (LOXs; relacionado a oxilipinas defensivas) en cariopsis de maiz
es lo que llev6 a desarrollar el presente trabajo. En este estudio se evalu6 la implicancia que tienen
los COVs en la modulacion mutua entre el metabolismo del maiz y el crecimiento del moho. Los
resultaron fueron que los COVs fungicos (COVFs) tienen efecto estimulador de las enzimas LOXs
en granos de maiz (resultado coherente con su perfil polipeptidico: aumento significativo en la
intensidad de una probable banda de LOXs). A su vez, los maices que previamente han sido
expuestos a COVFs, emiten volatiles propios con posible efecto inhibitorio sobre el crecimiento del
mismo hongo micotoxigénico. Estos resultados son concordantes con datos de una amplia
bibliografia consultada, y prometen una valiosa herramienta de conocimiento para futuros

desarrollos de métodos alternativos de control de plagas, valiéndose de sistemas naturales.

Abstract

Argentina is both an exporter as a consumer of corn grains. A widespread practice among
producers is storage in silo-bags. But this stage in the corn chain is linked to quality loss problems
due to the development of molds which, in addition to rotting the material, contaminates it with
mycotoxins, very toxic molecules for people and animals. A very common example in our country
is contamination, in the field, by the phytopathogen mycotoxigenic F. verticillioides (Sacc.)
Nirenberg. Worldwide, there is an increasing interest in the inter-specific interactions, via Volatile
organic compounds (VOCs), between organisms, such as those occurring between pathogens and
hosts. Thus, interest in volatile natural elicitors of the Lipoxygenases (LOXs; related to defensive
oxilipins) metabolism in maize cariopsis led to the development of the present study. In this work,
VOCs implication in corn metabolism and mold growth mutual modulation was evaluated. The
results indicates that fungal VOCs (FVOCs) enhances LOXs activity in exposed corn grains
(Coherent result with their polypeptide profile; significant intensity increase in a probably LOXs
band.) At the same time, the corns previously exposed to FVOCs, emits their own volatiles with a
possible inhibitory effect in the same mycotoxigenic fungal growth. These results are consistent with
data from a large consulted bibliography and promise a valuable knowledge tool for future

developments of alternative pest control methods, using natural systems.




Jacquat, A. G. (2017). Tesina de Grado




Cs. Biolégicas - FCEFyN - UNC

AGRADECIMIENTOS

A mi directora Dra. Maria Paula Zunino y codirector Dr. José Sebastian Dambolena. Al director
de la Catedra de Quimica Organica y Productos Naturales, Dr. Julio A. Zygadlo. A la Dr. Alicia
Lamarque por enseflarme la técnica SDS-PAGE. A todo el grupo de trabajo y comparieros de
laboratorio. Y las instituciones financiadoras Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (CONICET), Secretaria de Ciencia y Tecnologia de la Universidad Nacional de Cérdoba
(Secyt-UNC) y Fondo para la Investigacion Cientifica y Tecnolégica (FonCyT).

Al fin del presente escrito daré agradecimientos mds personalmente.




Jacquat, A. G. (2017). Tesina de Grado

INDICE

10



Cs. Biolégicas - FCEFyN - UNC

PARTE 1: Breve Revision Sobre el Maiz y el Fitopatégeno Fusarium verticillioides (Sacc.)

Nirenberg 15
Zea mays L. ssp. mays 15
Anatomia y composiciéon quimica del cariopsis del maiz en la madurez. 17

Produccién, almacenamiento e industrializacion del grano de maiz, en Argentina. 21

Deterioro de la calidad del grano por mohos, durante su almacenamiento. 24
Fitopatogeno Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg 26
Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg. 28
Fitopatosistema: Hongo - Maiz - Ambiente. 30
Fumonicinas: toxicidad, incidencia y niveles maximos permitidos. 33
Oxilipinas vegetales 37
Via Lipoxigenasas (LOXSs). 37
Estructura molecular y catélisis de las LOX. 37
Ramificaciones de la via LOX. 39
LOX en Z. mays L. ssp. mays. 43
Compuestos orgéanicos volatiles 45

PARTE 2: Actividad Metabélica de la Via Lipoxigenasa en Cariopsis de Zea mays L. ssp. mays,
en Respuesta a Compuestos Organicos Volatiles Emitidos por Fusarium verticillioides (Sacc.)

Nirenberg 49
Introduccién 49
Hipotesis 50
Objetivos 50

Objetivo general. 50
Objetivos especificos. 50
Materiales y métodos 51
i. Obtencion de organismos estudiados. 51
ii. Incubacién de Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg. 51
iii. Acondicionamiento de granos de maiz por COVs emitidos por F. verticillioides
(Sacc.) Nirenberg. 52
iv. Purificacién parcial de las LOXs de cariopsis de Zea mays L. ssp mays. 53
v. Cuantificacién de proteinas solubles. 54
vi. Medicion de la actividad lipoxigenasa. 54
vii. SDS-PAGE. 57
viii. Suspensién de conidias de Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg. 59
ix. Ensayo de actividad antifangica 60

11



Jacquat, A. G. (2017). Tesina de Grado

x. Anéalisis estadisticos. 60
Resultados 61

Objetivo especifico I: Evaluacion de la actividad lipoxigensa de cariopsis de maiz
expuestos a COVs emitidos por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg. 61

Objetivo especifico II: Evaluacién del perfil polipeptidico de albaminas y globulinas
de cariopsis de maiz expuestos a COVs emitidos por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg. 63

Objetivo especifico III: Evaluacion del efecto de los COVs emitidos por cariopsis de
maiz acondicionados sobre el crecimiento vegetativo de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

65
Discusion 66
Conclusién 68
Perspectivas 69
ANEXO: FIGURAS 71
ANEXO: TABLAS 79
LISTA DE REFERENCIAS BIBLIOGRAFICA 83

12



Cs. Biolégicas - FCEFyN - UNC

13



Jacquat, A. G. (2017). Tesina de Grado

14



Cs. Biolégicas - FCEFyN - UNC

PARTE 1: Breve Revision Sobre el Maiz y el Fitopatégeno Fusarium
verticillioides (Sacc.) Nirenberg

Zea mays L. ssp. mays

El maiz (Zea mays L. ssp. mays) es una herbaceas monocotiledéneas perteneciente a la Familia
botanica Poaceae (Orden Poales; Chase & Reveal, 2009), grupo al cual pertenecen también otras
plantas de gran importancia alimentaria - de manera directa o indirecta - para el hombre, como lo
son arroz (Oryza sativa L.), sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), avena (Avena sativa L.), trigo (Triticum
aestivum L.), cebada (Hordeum vulgare L.) y cafia de aztcar (Saccharum officinarum L.) etc. (Zhang,

2000).

La descripcion de esta especie ineludiblemente cae en la de los caracteres morfoldgicos y
tisiol6gicos / metabdlicos comunes a todas las poaceas, pero con ciertas particularidades, tanto del

desarrollo vegetativo como reproductivo (figura 1.1 y 1.2), que hacen del maiz una entidad

irrepetible.
Planta
vegetativa
Floracion
Crecimiento
F. carpelada F. estaminada vegetativo
v A
Oocélula N. esp;rlmatico
Célula N. espermatico
central #2
N , 4 ) Germinacion
Polinizacion y fecundacion
\/ Embriogénesis vegetal
: Embrion
Cigoto T
= : = maduro
Desarrollo > Maduracion > Deshidratacion) —
: - . Endospermo
N. epg. maduro
! {1 DAP 15 DAP 45 DAP i :
60 DAP
= Morfogénesis = Crecimiento = Dormancia
= Diferenciacion = Acumulacién de reservas  w Dispersion

Figura 1.1. Ciclo de vida de Z. mays L. ssp. mays.
El esquema representa los eventos méas destacados del ciclo biolégico de Z. mays L. ssp. mays: F.: flor; N.: ntcleo; N. epg.:
ntcleo endospermogénico; DAP: dias post-polinizacion. Adaptado de Vernoud, V. y cols. (2005).
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Tales atributos se deben no solo a procesos evolutivos naturales, sino también a una fuerte
seleccion direccional propiciada por el hombre (tanto consciente como inconscientemente), iniciada
probablemente, cuanto mucho, hace 12.000 afios en Centro y Sur de México, a partir de una
poblacién silvestre ancestral: el teosinte Z. mays L. ssp. parviglumis Iltis & Doebley (Buckler &
Stevens, 2006). Fehacientemente esta especie ya formaba parte de la dieta humana hace alrededor
de 8.700 afios, en el mismo lugar de origen (Piperno et al., 2009) y hace 5.300 afios sus caracteres
morfoldgicos y genéticos ya se presentaban a medio camino de convertirse en lo que es hoy uno de
los cereales méas cultivado y productivos (Ramos-Madrigal et al., 2016), y fuente de aprox. el 83%
del almidén consumido mundialmente (Tovar-Benitez, 2008). Dicha seleccién artificial ha generado
una enorme cantidad de variedades y razas de maices que se diferencian principalmente en
caracteres como el nimero, longitud y la anchura de las hojas, longitud del tallo, el nimero y lugares
en que aparecen las mazorcas, el nimero de semillas por mazorca, tamafio del grano, proporciéon de

compuestos quimicos del grano, la velocidad de maduracion y duracién del llenado de los granos

etc. (Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion [FAO], 1993;
Buckler & Stevens, 2006).

Figura 1.2. Morfologia general de Z.
mays L. ssp. mays.

a) Parte inferior de la planta (tallo
inferior, corona y raices
adventicias); b) inflorescencia
masculina; ¢) parte media del
vastago con inflorescencia
femenina; Observar la filotaxis en
los esquemas b y ¢; d) inflorescencia
femenina, mazorca o choclo; e) una
ramificacién de la inflorescencia
masculina con todas las espiguillas;
1) dos espigillas; 2) una espiguilla
con antecio masculino abierto
(estambres expuestos); 3 y 4) flores
carpeladas con distintos grados de
desarrollo, se aprecian largos
estigmas. Adaptado de www.
en.wikipedia.org.
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La unidad de dispersion y germinacion del maiz es el cariopse o cariopsis, fruto comtin a todas
las podceas. Este es caracterizado por poseer un pericarpio seco e indehiscente, fusionado
intimamente con el espisperma, formando ambos una tnica estructura: cascarilla o salvado. Se
caracteriza también por ser derivado de ovario unicarpelar, no soldado a un hipanto, y uniseminado
(FAO, 1993; UNC, 2012). En el vulgo se los conoce con el nombre de grano, grano de cereal, semilla
de cereal o simplemente cereal (FAO, 1993).

Anatomia y composicién quimica del cariopsis del maiz en la madurez.

Anatémicamente, el fruto maduro del maiz se compone de tres partes principales (figura 1.3):

Pericarpio, Endospermo y Embrion.

Figura 1.3. Anatomia del cariopsis de
Z. mays L. ssp. mays.

Izquierda: Fotografia de perfil y de
frente de un cariopse. Adaptado de
Graham y cols. (2013). Derecha:
Esquema de un corte: e.h.: endospermo
harinoso, e.c.: endospermo coriaceo,
al.: capa de células de aleuronas, ep.:
espisperma, c.t.: células tubulares, c.c.:
células cruzadas, mes.: mesocarpo,
epi.: epidermis, p.: pericarpio, plu.:
plimula, esc.: escutelo, rad.: radicula,
ped.: pedicelo. Adaptado de
www.britannica.com.

El pericarpio o pared del fruto, como se dijo anteriormente, esta en la madurez fusionado al
espisperma (pared de la semilla o testa), tejidos derivados ontogénicamente y respectivamente de la
pared del ovario y de 6vulo de la flor femenina del maiz. Ambos tejidos al alcanzar la madurez
sufren muerte celular programada (apoptosis) de sus células y se convierten en una estructura
deshidratada, delgada, dura y resistente que cumplen la funcién principal de proteger a las demas
estructuras internas del grano, principalmente al embrién, frente dafios mecanicos, a herbivoros
granivoros y a infecciones microbianas (FAO, 1993; Miquel et al., 2011). Recubriendo su superficie
externa se halla la cuticula vegetal, una capa no-celular de naturaleza hidrofébica, compuesta por
cutina, ceras y suberinas (Taiz & Zeiger, 2002, p. 284; Yeats & Rose, 2013).

El endospermo sensu lato es el 6rgano seminal méds voluminoso y en él se puede distinguir varios
tejidos internos diferenciados citolégica, topolégica y funcionalmente, ya sea durante la ontogenia o
en la madurez fisiologica (MF). Entre ellos los mas relevantes en la MF son la Capa de Células de la
Aleurona (CA) y Endospermo Amilédceo (EA; FAO, 1993; Miquel et al., 2011).

El primero, CA, posee un rol principal en la movilizacién de nutrientes durante la germinacién
mediante la secrecién de proteasas y amilasas que hidrolizarén, respectivamente a, proteinas y
almidoén, almacenados tanto en sus células como en las del EA. Este tejido que tapiza al EA y de una
célula de espesor, almacena primordialmente proteinas en granulos de aleurona y lipidos en

oleosomas (figura 1.4). La activaciéon de su metabolismo después del estado de quiescencia de la
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semilla esta determinado por el estimulo generado por la fitohormona acido giberélico secretada por
el embrién cuando detecta las condiciones ambientales de humedad y temperatura adecuadas para
la germinacién (Ritchie et al., 2000; Becraft & Yi, 2011; UNC, 2012). Por otro lado, el EA contiene
prominentes granulos de almidén (y también granulos de aleuronas), cuya funcién principal es la
de almacenamiento de carbohidratos y proteinas para proveer al embrién de C y energia durante la
primera etapa de la germinacién. En éste, de acuerdo a las caracteristicas citolégicas, se distinguen
claramente una regién vitrea (o coridcea) periférica y una regién harinosa color blanco-opaco central
(FAO, 1993; Becraft & Asuncion-Crabb, 2000; Holding, 2014).

Cristal globoide
‘Oleosoma

Proteinas de reserva

Oleosoma Oleosoma

- - 4? \JL

\
2 / (—\: Proteinas de

reserva é
—__lumen REL j/
s > s Q)
\
Estado inicial Estado maduro

Oleosina

Figura 1.4. Desarrollo de oleosomas y aleuronas.

A) Modelo que muestra tres estados del desarrollo de una vacuola de almacenamiento de proteinas (aleurona) y
oelosomas, en células de la aleurona de cebada (Hordeum vulgare L.), a partir del reticulo endoplasmatico liso (REL).
REext: membrana externa del RE; C. p.: cristaloides de proteinas. Adaptado de Bethke, P. C., y cols. (1998). B) Esquema
de una célula de la capa de aleurona de cariopsis de Z. mays L. ssp. mays a los 40 dias post-polinizaciéon. PB: cuerpo
proteico; P: plastidio; PD: plasmodesmo; G: aparato de Golgi; S: oleosoma. Adaptado de Kyle, D. . y Styles, E. D. (1977).
C) esquema en perspectiva tridimensional de la estructura de un oleosoma maduro: REL: reticulo endoplasmatico liso;
ML: matriz lipidica; MFL: monocapa fosfolipidica. Adaptado de Taiz, L. y Zeiger, E. (2002, p. 19).

El embrién es, junto a la CA, la tinica estructura viva del cariopsis maduro. Posee la morfologia
basica de una planta adulta aunque con un tamafio y una complejidad relativamente menor. El eje
embrionario esta formado por el meristemo apical caulinar (tejido de células no diferenciadas que
originaradn el vastago de la planta; UNC, 2012), el cual estd protegido por una serie de primordios
foliares, denominado plimula: un cono de aspecto plumoso. La pliumula, a su vez, esta rodeada por
otro primordio foliar modificado en forma de vaina cerrada o capuchén, el coledptilo. Un 6rgano

embrionario muy importante es el escutelo, estructura de almacenamiento de lipidos (oleosomas) y
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secretora-haustorial. Durante la germinacién, la epidermis secretora abaxial del escutelo segrega

proteasas y amilasas para degradar las sustancias de reservas contenidas en el EA para asi,

transportarlas hacia la plantula en crecimiento. En el extremo opuesto al meristemo apical caulinar,

se halla el meristemo apical radical, protegido por una caliptra y a su vez por una cofia, la coleorriza
(Bommert & Werr, 2001; Taiz & Zeiger, 2002, pp. 340-345; Miquel et al., 2011; Leubner-Metzger,
2016; Raisman & Gonzalez, 2016).

Por otra parte, al fruto del maiz se lo puede desglosar en base a sus constituyentes quimicos

mas importantes (tabla 1.1): Almidon, Proteinas, Lipidos, Fenoles, Minerales y Vitaminas.

Almidén: Homopolimero ramificado de D-glucopiranosas, estructurado en forma de
granulos que constituyen entre el 60 y 75% del peso seco del grano (FAO, 1993; Sanjeev et
al., 2014) y a su vez, quimicamente diferenciado en dos fracciones, minoritariamente amilosa

y mayoritariamente amilopectina (FAO, 1993; Hart et al., 2007, p. 478).

Proteinas: Las de reservas se almacenan en vacuolas que reciben el nombre de granulos de
aleurona (figura 1.4; Bethke et al., 1998; Shewry & Halford, 2002) y son importantes desde
el punto de vista de la nutricion humana y animal, dado que constituyen aproximadamente
entre un 8 y 15% del peso seco del grano (FAO, 1993; Sanjeev et al., 2014). Estas son mas
abundantes en el tejido endospermatico, pero estdn mas concentradas en el embrion (FAO,
1993). La fraccién proteica mas importante corresponde a las prolaminas (denominadas
zeinas; FAO, 1993; Shewry & Halford, 2002).

Lipidos: Los de reservas se hallan en forma de lipidos neutros principalmente esterificados
en triacilgliceroles (TAG). Estos se hallan en estructuras sub-celulares especializadas
llamadas cuerpos lipidicos, esferosomas, liposomas u oleosomas (figura 1.4). Estas
estructuras estan formadas por una matriz lipidica de TAG rodeada por una monocapa
fosfolipidica (Kyle & Styles, 1977) y con un gran ntmero de proteinas estructurales
incrustadas, las oleosinas (Qu et al., 1986). En el maiz los esferosomas se distribuyen en el
escutelo del embrion (90-95% del total), representando alrededor de la mitad de su peso seco,
y en menor medida, en el eje embrionario y las células de la Capa de Aleuronas (Kyle &
Styles, 1977; Vance & Huang, 1987; FAO, 1993).

Compuestos fendlicos: Se destacan los dcidos Hidroxicindmicos localizados en las paredes
celulares del pericarpio y del embrién (Sen et al., 1994) y se puede nombrar al Acido tras-
feralico con un 78% del total de dicha familia (Das & Singh, 2015), al isémero acido cis-
feralico (0,3 - 1%), al acido diferdlico, aprox. 17%, al dcido p-cumaérico, aproximadamente un
4% (Sampietro et al., 2012), y al 4cido vainillina que se puede encontrar en proporciones

altas, aunque inferiores a las del feralico (Das & Singh, 2015).
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e Minerales: El cariopsis de maiz posee cenizas alrededor del 1,3% del peso seco total, y se
localizan principalmente en el embrion, en un 78%. El fosforo es el mineral que més abunda
y se halla en forma de fitato (Myo-inositol (1,2,3,4,5,6) hexakisfosfato) de Mg++, Ca++ o K+
(FAO, 1993; Bohn et al., 2008)

e Vitaminas: En el grano de maiz, las vitaminas hidrosolubles se encuentran sobre todo en la
capa de aleurona y en menor medida en el embrién y el endospermo. Se han encontrado
cantidades variables de tiamina (B1) y riboflavina (B2) y niacina (B3), provitamina A,
(carotenoides), y vitamina E (tocoferoles; FAO, 1993).

Tabla 1.1.
Principales constituyentes quimicos del maiz.

Compuesto Quimico (%)*

Variedad de maiz ; - . Acidos grasos (%)**
Proteinas Almidén Aceite total

Palmitico Stearico Oleico Linoleico

Bajo contenido en aceite 12,19 71,56 4,39 12,61 6,04 46,61 33
Alto contenido en aceite 11,96 58,97 5,5a 14,73 2.63d 43,31 39,77
Calidad proteica 11,02 70,7 4,74 15,14 3,85e 33,54de 44,19d
Dulce 15,31 abc  51,99abc 9,71 abc 16,22d 4,32b 33,78 de 44,65d

(*) Porcentaje de peso seco; (**) porcentaje del total de la fraccién lipidica; (a) diferencia con respecto a “Bajo contenido en
aceite”; (b) diferencia con respecto a “Alto contenido en aceite”; (c) diferencia con respecto a “Calidad proteica”; (d)
diferencia con respecto a “Bajo contenido en aceite”; y (e) diferencia con respecto a “Alto contenido en aceite”; valores de
significancia estadistica: a, b, y c: p < 0,0001; d y e: p <0,05. Recuperado de Sanjeev, P. y cols. (2014).

Para concluir sobre la biologia del cariopsis/semilla de maiz, la madurez fisiolégica (MF) se
caracteriza por ser un estado de quiescencia no-dormante, promovido y mantenido por la
fitohormona acido abscisico (Becraft & Yi, 2011). Es alcanzado a los 55-65 dias post-polinizacién
(DAP) y se caracteriza por alcanzar su minimo contenido de humedad en sus tejidos, o dicho de otra
manera, su maximo peso seco (Australian Government, Department of Health, Office of the Gene
Technology Regulator [OGTR], 2008; Nielsen, 2013); tipicamente en la MF, en regiones templadas,
el contenido de agua es del 14% aprox.,. También este estado se caracteriza por una maxima
capacidad de tolerancia a la deshidrataciéon (McDonald, 2004; Huang et al., 2011).

Morfolégicamente la MF se evidencia por la aparicion en el extremo calazal-placental (sitio
dénde 6vulo se comunica con el ovario mediante la placenta durante la ontogenia) un tejido
suberizado oscuro semipermeable que aisla la semilla de la mazorca: la capa hilar o capa negra
(Bradbury et al., 1961; Nielsen, 2013).

La semilla de maiz no posee un estado de dormancia prolongada, situacion ésta, en donde la
germinacién estd completamente inhibida por mas que las condiciones ambientales sean las
6ptimas; sino que esta relegada al periodo de la embriogénesis. Por tal motivo se habla que el
cariopsis maduro se encuentra en un estado quiescente no-dormante, capaz de germinar cuando se
den las primeras condiciones ambientales favorable, principalmente de humedad y temperatura
(White et al., 2000; Baskin & Baskin, 2004; OGTR, 2008).
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Tanto la semilla del maiz como la de los demas cereales, entre otras, se clasifican en ortodoxas
dado a que poseen mecanismos eficientes para afrontar un periodo de deshidratacion extrema sin
perder sus funciones vitales; de lo contrario se las clasifica como semillas recalcitrantes (Pammenter
& Berjak, 1999). La tolerancia a la desecacion esta definida como la capacidad de activacion de
mecanismos morfolégicos, fisiolégicos y/o metabodlicos que confieren, o que contribuyen a la,
resiliencia frente a dafios celulares que surgen como consecuencia de la deshidratacién severa
(Pammenter & Berjak, 1999; McDonald, 2004), mecanismo que son objeto de estudio, entre otros,
de un area cientifica multidisciplinaria conocida como Anhidrobiologia (Hoekstra et al., 2001;
Leprince & Buitink, 2015).

Produccién, almacenamiento e industrializacién del grano de maiz, en Argentina.

América del Sur, en la campafa del 2015 coseché alrededor de 123 millones de toneladas (Mt)
de granos de maiz, de las cuales, aproximadamente el 91% fueron levantadas por Brasil y Argentina
(FAO, 2015). En Argentina, con una produccién aproximada de 33 Mt para el 2014, tercer productor
a nivel mundial (www.fao.org/faostat), el maiz constituye un cultivo secundario que interviene
principalmente en la rotacion con otros cultivos como la soja, el algodén y el arroz dependiendo de
la zona agroecolégica, y también, en rotacién con pasturas en las zonas ganaderas (Asociacion de
Maiz Argentina [MAIZAR], 2013).

La siembra de maiz en nuestro pais evidenci6, en los dltimos cien afos, un crecimiento del area
sembrada, del rendimiento y produccién muy notable, gracias a la aplicaciéon de Ciencia y Siembra
de Precision (MAIZAR, 2013) y de Buenas Practicas en Poscosecha de Granos (Abadia et al., 2013).
En la actualidad aproximadamente el 77% de la produccién y el 70% del area sembrada se centra en
las provincias de Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe, constituyendo la zona ntcleo (figura 1.5;
MAIZAR, 2013).

Figura 1.5. Porcentaje de
produccién por provincia.
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Una vez cosechados, el almacenamiento y conservacion del maiz debe realizarse con las
menores pérdidas de calidad posible, entendiendo por ésta, los atributos del grano que le dan valor
para su uso final. Por ej. si el destino es la alimentacién humana o animal, la inocuidad, como estar
libre de contaminacién con micotoxinas y pesticidas, es un atributo necesario (De la Torre et al.,
s.f.).

El almacenamiento de granos esta en gran proporcion en manos del productor agropecuario,
luego estdn los diferentes tipos de acopios y en menor proporcién las industrias (Casini &
Santajuliana, 2008). Las métodos de almacenamientos son varios (mds comunes: silo-bolsa, silos de
chapa convencionales, galpones destinados a granel y celda; Casalins, s.f.) y cada uno posee ventajas
y desventajas que no se hara foco en ello, a excepcion de los sistemas silo-bolsa dado su importancia

en nuestro pais.

La tecnologia de almacenamiento de granos en silo-bolsa (bolsa cilindrica de material sintético,
que se rellena de material vegetal y reposa sobre el suelo) en nuestro pais experimenté un avance
muy notable gracias a las numerosas investigaciones y desarrollos tecnolégicos realizados en
conjunto entre Universidades e Instituciones Estatales y Privadas (Casini et al., 2009; Castellari et
al., 2015). Siendo hoy en dia una préctica muy comun entre los Pequefios y Mediano Productores
Tamberos, de la regién maicera nticleo de Argentina, que son los que siembran y cosechan para la
alimentacion de su propio ganado vacuno (Casini et al., 2009, MAIZAR, 2013; Porta, 2017). Por otra
parte muy pocos son los que se dedican a sembrar para luego venderlo en puertos, o a otros (del
sector criador para carne, por ej.), quienes lo almacenan en silo-bolsa hasta que el precio en el
mercado sea el conveniente (Porta, 2017). Mas bien, en la gran mayoria lo produce para consumo
interno (Porta, 2017; Lucca, 2017).

El principio de conservaciéon de granos en silo-bolsa se basa en la modificaciéon de la
composicién gaseosa interna (espacios entre los granos), gracias a la semi-hermeticidad del material
de la bolsa y la actividad respiratoria (de semillas, insectos, hongos y bacterias), que generan en
altima instancia una atmosfera relativamente andxica y con una elevada concentracion de CO:
(Casini et al., 2009; Rodriguez et al., 2010; Castellari et al., 2015); condiciones inhéspitas para la
proliferacién de insectos plagas y diversos microrganismos (De la Torre et al., s.f.; Abadia et al.,
2013; Castellari et al., 2015) que generan pudricién. Cabe destacar que la actividad respiratoria de
organismos aerdbicos, genera humedad y calor dentro del recinto, lo que permite la proliferacion de

otros organismos plagas (Casini & Santajuliana, 2008; Favre, 2012).

La confeccion del silo-bolsa, ensilado o silaje (ver “anexo”, figura 1), llega a magnitudes de hasta
500 toneladas de material por bolsa, siendo mas frecuente alrededor de 200 tn. (Castellari et al.,
2015). Este proceso requiere de buenas practicas de manejo ya que se debe prestar atenciéon a una
serie de cuestiones que pueden desarrollar posibles inconveniencias, que repercutirian en tltima
instancia en la preservacién de la calidad del grano (De la Torre et al., s.f.; Casini, 2007; Castellari
et al., 2015). Para ello, el productor debe cosechar y almacenar el grano cuando se encuentra en su
MEF, con alrededor de 14% de humedad en el mismo; pero a veces no se cumple tal requisito, por

determinado motivo, y se lo cosecha con humedad en grano elevada, como 23-24% (Porta, 2017).
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Una particularidad del productor lechero que utiliza el grano para consumo interno es que lo debe
moler o partir antes del almacenado para favorecer la digestion por parte del animal rumiante
(Porta, 2017). A diferencia de esto, el grano que es destinado a alimentacién de terneros para

produccién de carne (ej. “terneros bolitas”), se lo suministra entero (Porta, 2017; Lucca, 2017).

También debe considerarse el tiempo de almacenado. Asi, se considera un riesgo bajo de
deterioro por actividad de microorganismos cuando el contenido de humedad del grano es igual o
inferior al 14% y el tiempo de almacenaje no supera los 6 meses (en regiones templadas); pero a
medida que la humedad y el tiempo se incrementan, los riesgos son cada vez més altos (Casini, 2007;
Castellari et al., 2015).

Otro factor muy importante en la confeccién es evitar la ruptura de la bolsa (accién naturalmente
propiciada por roedores, género Ratus y Mus; Casini & Santajuliana, 2008), ya que el ingreso de O
favorece la proliferaciéon de organismos indeseados; tanto a més corto plazo y mas severamente,
cuanto méds humedad inicial contenga el cereal (Porta, 2017), es decir, interrumpe con el proceso de

adecuado almacenamiento.

Cabe destacar un aspecto importante en la conservaciéon de la calidad del material vegetal
mediante una técnica alternativa al secado del grano. Para esto, citaré un parrafo del trabajo de De
la Torre, D. A., Cardoso, M. L., Depetris, G. J. y Bartosik, R. E. (s.f.),

“Cuando el destino final del grano de maiz es el consumo animal (forrajero) surge otra posible técnica de
conservacion de la calidad del grano, en este caso lo importante es conservar su valor nutricional y
minimizar la pérdida de energia digestible. En este caso en vez de conservar el grano por deshidratacion la
técnica consiste en favorecer el desarrollo de bacterias que en ausencia de O provocan una fermentacion
dcida (bacterias epifiticas de dcido lictico o BAC) reduciendo el pH del medio hasta niveles que impiden el
desarrollo de bacterias y hongos saprdfitos causantes del deterioro del grano (putrefaccion). Para favorecer el
desarrollo de las BAC el grano debe ser cosechado con un contenido de humedad de 25% o superior y
almacenado en un sistema de almacenamiento hermético (normalmente se utiliza el silo bolsa) que impida la
entrada de O». Luego de un tiempo se obtendrd un producto forrajero de calidad que podrd ser conservado

durante un tiempo prolongado”. De la Torre y cols. (s.f.)

Otros factores a tener en cuenta es que el material este limpio (sin particulas extrafas, polvo,
grano partido etc.), sano (sin dafios fisico y poca incidencia de enfermedades, fundamentalmente
fangicas), la cantidad de humedad atmosférica, la fluctuacién térmica diaria y estacional que
produce movimientos convectivos de masas de aire himedo dentro de la bolsa y consecuente
condensacién de la misma en los sitios mas frio de recito, que se obtenga una buena compactacién
del material ya que se pueden generar lagunas de aire y por ende acumulacién de oxigeno y
humedad, etc. (De la Torre et al., s.f.; Clemente et al., 2006; Casini, 2007; Favre, 2012).

Por otro lado, existen factores biol6gicos como el grado de contaminacién a campo con hongos
micotoxigénicos (ej. Fusarium wverticillioides (Sacc.) Nirenberg), o con esporas de hongos del
almacenamiento (género Aspergillus por €j.), y la presencia de huevos, larvas, pupas o adultos de

insectos que se alimentan del grano (ej. Sitophilus zeamais Motschulsky (Curculionidae)), que
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también comprometen considerablemente en la preservacion de la calidad del mismo (Danho et al,,
2002; Reed, 2005; Casini & Santajuliana, 2008; Keller et al., 2013; Castellari et al., 2015).

Del total producido a nivel nacional, se consume internamente alrededor del 40% y aprox. el
60% se exporta, colocando de esta manera a Argentina como el 5° exportador mundial (campafia
2012; MAIZAR, 2013). Para la exportacion nuestro pais cuenta con numerosos puertos: P. Buenos
Aires, P. Lima, P. San Pedro, P. Ramallo, P. San Nicola, P. Villa Constitucién, P. de Rosario, P. de
San Lorenzo y San Martin, P. Diamante, P. Santa Fe, etc. etc. (Ibafiez, 2008).

Del grano consumido internamente, se reparte entre forraje (90%: ganaderia bovina de carne,
avicultura, lecheria y porcino) y las industrias (10%) que incluye a la molienda seca, himeda y

bioetanol, industria ésta que comienza a funcionar en nuestro pais a partir del 2012 (MAIZAR, 2013).

La industria de la molienda himeda elabora, en orden de importancia en base al volumen
producido: fructuosa, gluten (feed y meal), glucosa, almidones, aceite de maiz, dextrosa sélida,
maltosa, jarabes mezcla, colorante caramelo, maltodextrina, y almidones modificados y colas, entre
otros. Los principales destinos de éstos son para la industria farmacéutica, textil, biopolimeros,
alimenticias, cosméticas, limpieza, etc. (MAIZAR, 2013). El tipo comercial de maiz utilizado para

este fin, tipicamente es el Dentado, raza Dentado Amarillo (Gear, 2006).

Por otro lado, la industria de molienda seca del maiz abarca dos areas, la que produce harinas,
grafiones y sémolas para polenta (primera industrializacién) y la que elabora productos como snacks
y cereales para desayuno (segunda industrializacion; MAIZAR, 2013), los tipos de maiz comercial
mas utilizado en este caso son Duros o Flint, cuya raza representativa es Cristalino Colorado, e

incluye al maiz Plata (Gear, 2006).

Deterioro de la calidad del grano por mohos, durante su almacenamiento.

Dependiendo del sistema de almacenamiento del grano de maiz, se presentan problemas
asociados a distintos tipos de plagas, asi, en los silos convencionales (chapa) los insectos, acaros y
microorganismos aerobios (ej. mohos) son los mas importantes, mientras que en los silo-bolsas, lo
son roedores y moho (Casini & Santajuliana, 2008). Los roedores asi como los edentados (“peludo”)
pueden o no ser un factor importante para el deterioro, dependiendo del grado de dafio ocasionado
en la bolsa, que a su vez depende del tamafio poblacional, pero es una situacién muy comdn en

nuestro pais (Porta, 2017).

Cuando el grano almacenado esta infestado con insectos plaga, cuyo alimento basico es el
almidon, éste (y otros compuestos) son metabolizados por aquellos liberando calor y humedad,
pudiendo generar intensos focos de calor. Esto genera gradientes térmicos dentro del recinto que
conlleva a movimientos de aire que termina con incrementos de humedad en las zonas mas frias,
dado por la condensacién de tal humedad transportada por el aire (Casini & Santajuliana, 2008).
Este fendmeno, como se comenté anteriormente, favorece la proliferacion de hongos que

permanecen en los maices provenientes del campo.
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Los “hongos o moho de campo”, incluidos Fusarium, Alternaria y otros, pueden crecer sélo
cuando el medio de crecimiento contiene por lo menos 20 a 25% de humedad, de modo que los
granos almacenadas con un porcentaje inferior de humedad, no son un substrato que permita la
proliferaciéon de aquellos. Pero estos hongos de campo no se mueren sino més bien producen
estructuras aletargadas (conidias, clamidosporas y pseudo-clamidosporas), sobre el pericarpio o el
interior del cariopse, que le permiten sobrevivir bajo condiciones secas por largos periodos de
tiempo, hasta que las condiciones ambientales sean las adecuadas para la proliferacion (Reed, 2005).

También se hallan los “mohos de almacenamiento”, especialmente Aspergillus y Penicillium
cuyas esporas llegan al material vegetal durante la manipulacién y almacenamiento del grano. Estos,
prosperan en granos almacenados que estan muy secos para sostener el crecimiento de “hongos de
campo”, particularmente entre un 12 a 19% de humedad (Reed, 2005).

Tanto en climas tropicales como en templados, la temperatura y contenido de humedad del

grano establecen la tasa de deterioro asi como la pérdida (Reed, 2005).
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Fitopatégeno Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg

Creo que es necesario comenzar esta seccion con una descripciéon del ciclo biolégico del
fitopatégeno ya que se aleja un poco de nuestra intuiciéon y de los familiarizados ciclos de vida

vegetal y animal. Una vez esto, sera mas fécil entender los temas venideros.

El ciclo biolégico (figura 1.6) general de un representante filamentoso del Phylum Ascomycota,
cual comprende alrededor del 75% de las especies fingicas descriptas (Deacon, 2006, p. 27; Hibbett
et al., 2007), comienza con dos hifas monocariénticas haploides compatibles entre si, vegetativa y
sexualmente (tipo reproductivo o mating type opuesto; Leslie & Summerell, 2006, pp. 98-99), al
menos para la especie en estudio. Luego, bajo condiciones ambientales especificas la cepa hembra
fértil, desarrolla una estructura denominada protoperitecium (Hornok et al., 2007), y ciertas hifas se
diferencian en un ascogonio (gametangio), estructura multinucleada receptora de propagulos

masculinos y/o formadora de ticogino (Deacon, 2006, pp. 27-29; Leslie & Summerell, 2006, p. 98).
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El tricégino no se ha estudiado en Fusarium pero si en otras especies como en Neurospora crassa
Shear & Dodge (Leslie & Summerell, 2006, p. 98). Este es un tubo protoplasmatico que se pone en
contacto con la pared celular del 6rgano sexual masculino (gamentangio: anteridio) para llevar a
cabo un proceso de fusion protoplasmadtica, anastomosis o plasmogamia, donde los ntcleos
haploides del anteridio pasan al ascogonio (figura 1.7, A; Cocucci y Hunziker, 1994, p. 38; Deacon,
2006, pp. 27-29).

Luego, del ascogonio cenocitico se desarrolla una hifa ascogénica que eventualmente termina
originando un asco (gr. bolsa: caracter distintivo del filo). Este proceso, en los ascomicetes mas
evolucionados, ocurre protegido en el interior de un esporosoma de tipo peritecioide (figura 1.7, C;
Karov et al., 2009), estructura ésta, resultante de la maduracién del protoperitecium antes

mencionado, que se inicia una vez ocurrida la plasmogamia (Leslie & Summerell, 2006, p. 98).
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En el interior de la hifa ascogénica se produce una cariogamia de dos ntcleos genéticamente
compatibles (procedentes de sendas hifas monocarionticas haploides parentales) originando un
ndcleo diploide (célula madre de un asca) e inmediatamente después, una cariocinesis meiética
dando lugar a cuatro ndcleos haploides recombinantes. Estos van a madurar en ascosporas o
meiosporas (Deacon, 2006, pp. 27-29). Para el caso de Gibberella, teleomorfo de Fusarium, los ascos
son cilindricos, achatados en la parte superior, unitunicados y operculados en su apice (figura 1.7,
B; Karov et al., 2009).

Por germinacion de las ascosporas nacen hifas haploides monocarioticas, que por sucesivas
divisiones mitéticas constituyen el micelio asimilador o vegetativo, capaz de reproducirse
asexualmente mediante la formacién de mitosporas, llamas conidiosporas o simplemente conidias
(esporas clonales). Esta fase es conocida como anamorfa y es dominante en espacio y tiempo
(Cocucci y Hunziker, 1994, p. 38; Deacon, 2006, pp. 27-29).

La gran mayorfa de los hongos verdaderos (eumicetes) poseen un limitado desarrollo del
micelio dicariético, generalmente quedando relegado después de la plasmogamia, formando parte
del peritecio, de existencia efimera en comparaciéon con el estado monocaridtico del micelio
vegetativo (Griffin, 1996, pp. 301-302).
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Figura 1.7. Fase sexual general de un ascomiceto.

A) desarrollo sexual: Los ntcleos de diferente tonalidad de gris representan dos genotipos distintos (compatibles entre
si); P!, plasmogamia; K!, cariogamia; M!, meiosis; 2n, ntcleos diploide (diplofase); n, nticleos haploides (haplofase).
Adaptado de www.commons.wikimedia.org. B) Micrografia con MO de ascas de Gibberella que ya han liberado las
ascosporas, la flecha indica el opérculo (barra = 10pm). Adaptado de Trail, F. y Common, R. (2000). C) Esquema de una
ascoma peritecioide que muestra las hifas dicariéticas y los gametangios masculinos y femeninos. Adaptado de Carrillo,
L. (2003).
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Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

En 1904, J. L. Sheldon identific6 en EE.UU, un moho con pigmentacion rosada del género
Fusarium que estaba relacionado con eventos de toxicidad a animales de granja que se alimentaban
de maices infectados. Lo describe como Fusarium moniliforme Shel. (Sheldon, 1904) y posteriormente
se renombra como F. verticillioides (Saccardo) Nirenberg - teleomorfo: Gibberella fujikuroi MP-A (bajo
los criterios de los Conceptos de Especie Bioldgica y Filogenética; O'Donnell et al., 1998; Seifert et
al., 2003; Leslie & Summerell, 2006, pp. 85,90). También se puede encontrar en la bibliografia
especifica los sinénimos del teleomorfo (segtin el Concepto de Especie Morfologica): Gibberella
moniliformis Wineland (Crous et al., 2004; Leslie & Summerell, 2006, p. 93; Gleen, 2007) y Gibberella
fujikuroi var. moniliformis (Wineland) Kuhlman (Crous et al., 2004).

Cabe mencionar algunas cuestiones en lo que respecta a la taxonomia de los hongos
filamentosos, a fin de entender mejor a estos organismos. La clasificacién taxonémica de los hongos
tradicionalmente se basa en las estructuras reproductivas sexuales, ya que tienden a conservarse
evolutivamente, y en general, se basa en caracteres fisioldgicos y morfoldgicos: criterios utilizados
bajo el Concepto de Especie Morfolégica (CEM). No obstante algunas especies han perdido
(evolutivamente) su fase sexual (ej. anamorfos Aspergillus fumigatus Fresen. y A. niger Tiegh.) o no
ha sido descubierta atin (Deacon, 2006, p. 157; Salas-Lizana, 2007). Por esto, el International Code of
Nomenclature for algae, fungi, and plants (McNeill et al., 2011) permite que el micélogo le dé dos
nombres formales al mismo organismo, uno para su fase sexual (hongo teleomorfo, ej. Gibberella
moniliformis Wineland) y otro para su fase vegetativa (hongo anamorfo, ej. correspondiente al

antedicho: F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg).

F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg se distingue morfolégicamente por sus macroconidias (figura
1.8, C; figura 1.9, A), que aunque no todas las cepas las producen, cuando el hongo crece sobre un
medio sintético Agar Papa Dextrosa (PDA) tienen forma de hoz (31-58 x 2,7-3,6 um), paredes
delgadas, 3- a 5-septadas, célula basal en forma de pie, y la célula apical es a menudo alargada,
curvada y con punta cénica (Nelson, 1992; Monzén & Rodriguez, 2001; Leslie & Summerell, 2006,
p- 274).

Cuando el talo vegetativo se hace crecer in vitro sobre un medio de cultivo Agar Hoja de Clavel
(CLA), aunque pueden ser raros en algunos aislados, se forman en esporodoquios anaranjados
palido (Leslie & Summerell, 2006, p. 274).

En cambio, sus microconidias (figura 1.8, A y D; figura 1.9, B), al crecer en una medio CLA se
forman en célula conidiogénica tipo monofialides que pueden encontrarse de a pares en la misma
hifa (en forma de “V” dando aspecto de “oreja de conejo”). Cuando el medio es PDA, también se
originan en monofialides, en forman de largas cadenitas o a veces se agrupan en pequefias falsas
cabezuelas (figura 1.9, C y E), que consisten en gotas de humedad en el apice de los
microconidiéforos que mantiene a las conidias en su lugar a medida que se producen. Estas
mitosporas son de forma oval (7-10 x 2,5-3,2um) con la base plana o en forma de cero “0” (Nelson,
1992; Monz6n & Rodriguez, 2001; Leslie & Summerell, 2006, pp. 274-275).
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Otra caracteristica de esta especie es que no produce clamidosporas, aunque unas células
acumulan sustancias y se hacen mas voluptuosas, cumpliendo un rol similar a aquellas (falsa
clamidospora; Leslie & Summerell, 2006, pp. 274-275).

Se puede mencionar ademads, como caracteres ecoldgicos y fisiolégicos, que es un ascomiceto
cosmopolita persistentemente asociado al cultivo de maiz, especialmente en zonas de climas tropical
y subtropical con temperaturas medias anuales entre 15 y 20°C. En laboratorio es capaz de crecer en
un rango de temperatura que va desde los 2,5 hasta 37,7 °C, tolerar mas de un 15% de NaCl en el
substrato. Necesita una actividad de agua, aw, minima de 0,87 a 25°C y también puede crecer en
condiciones anaerdbicas (Monzén & Rodriguez, 2001; Carrillo, 2003, p. 72; De Lucca, 2007). Se
distingue también por la produccién de principalmente fumonicinas tipo Bl (Thrane, 2004).

A > O

Figura 1.8. Micrografias de
microscopia electrénica de
barrido de Fusarium sp.

A) hifas con células
conidiogénicas de F. dimerum
Penz (barra = 10pm). Tomado
de Vismer, H. F. y cols. (2002).
C) Macroconidia de F.
verticillioides (Sacc.) Nirenberg
(barra = 10pum). Tomado de
Plodpai, P. y cols. (2013). B)
Microconidias en cadena de F.
verticillioides (Sacc.) Nirenberg
(barra = 20pum). Tomado de
Duncan, K. E. y Howard, R. ].
(2010).
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Figura 1.9. Conidias de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

A) macroconidias; B) microconidias; C) monofialides con microconidias en cadena y pseudo- cabezuelas (MO, barra A 'y
B =25um y C = 50um). Adaptado de Leslie y Summere-11 (2006). D y E) Es-quemas: ch, cadena; mp, monofialide; fh,
pseudocabezuela; cp, conidiosforo; tp, fialide terminal; ip, fialide intercalar; ma, macroconidia y fc, celula basal. Extraido
de Zheng, W. y cols. (2012)

Fitopatosistema: Hongo - Maiz - Ambiente.

Un organismo vegetal manifiesta sintomas de alguna enfermedad cuando sufre una alteracién
metabdlica y/ o fisiolégica que afecta a su desarrollo biologico normal y disminuye la probabilidad
de dejar descendencia. La enfermedad resulta de la interaccién entre el hospedante, el agente
infeccioso y el ambiente; puede desencadenarse y prosperar en ciertos 6rganos o todo el organismo,
y en determinado periodo ontogénico o durante todo el ciclo vital (Agrios, 2005, pp. 4-7; Botta &
Gonzalez, 2012, pp. 127-130).

Aunque no es la especie de fusarium mas frecuentemente encontrada, F. verticillioides (Sacc.)
Nirenberg prevalece en el rastrojo de maiz (comportamiento saprofito; Bacon et al., 2001) en el
campo después de una cosecha, y es capaz de resistir condiciones adversas del ambiente de manera
analoga a lo que lo harfan las clamidosporas, gracias a que produce un engrosamiento de las paredes
de ciertas hifas, que le brindan tal propiedad de latencia (Leslie & Summerell, 2006, pp. 274-275;
Botta & Gonzalez, 2012 p. 136).

Al encontrarse en el suelo / rastrojo, cuando los campos son sembrado, las hifas son capaces de
colonizar los tejidos de las raices y el mesocétilo unos dias después de la germinacién de los granos
de maiz (figura1.10, A; Oren et al., 2003; De la Torre-Hernandez et al., 2014) o directamente pueden
atravesar el pericarpio del grano, unos dias después de la siembra (Bacon et al., 2001; Oren et al.,
2003). De esta manera, F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg puede desarrollarse sistémicamente por la
planta comportdndose como endéfito (sin causar dafios) o desencadenar patogénesis en la plantula
o posteriormente en el tallo y la espiga (mazorca). Lo interesante es que cuando se comporta como
endofito, puede colonizar las semillas que se formaran en la planta al madurar sexualmente (Botta
& Gonzalez, 2012), quedando la descendencia infectada via semilla, es decir, se produce una
transmision vertical del patégeno (Bacon et al., 2001; Duncan & Howard, 2010), situacién que no es
de la mas frecuente (Oren et al.,, 2003) pero si es importante a tener en cuenta para el control o
manejo del fitopatégeno a campo, ya que los fungicidas que se aplicarian a las semillas no serian
efectivos en este caso (Bacon et al., 2001). Asi, se piensa que éste puede existir de manera sistematica
y asintométicamente (en raiz, tallo y granos) en todos los campos de maices, alrededor del mundo
(Duncan & Howard, 2010).

La capacidad de éste hongo de comportarse como endéfito o de generar patogénesis depende
del modo de crecimiento del mismo en el hospedador, que a su vez, depende de la naturaleza de la
interaccion patégeno-hospedador y de la naturaleza de ambos genotipos (Oren et al., 2003; Lanubile
et al.,, 2014). Entonces, cuando el micelio posee crecimiento muy escaso (poca biomasa) y bien
organizado de modo que las hifas crecen por los espacios intercelulares y colonizan muy pocas

células del tejido - menos frecuentemente el endéfito se convierte en intracelular, sélo en
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circunstancias especiales (Bacon et al., 2001) - no hay manifestacion de la enfermedad; pero cuando
el crecimiento es desmedido con gran produccién de hifas y conidias, y colonizacién intracelular de
todo el tejido afectado, los sintomas se hacen visibles y la enfermedad se pone de manifiesto (Oren
et al., 2003). En ambos casos, se ha medido produccién de fumonicina tipo B1 (FB1; Bacon et al.,
2001).

Cuando el hongo se encuentra en el suelo, puede infectar la semilla o la plantula como se
comento en el parrafo anterior, o puede llegar a otras partes de la planta por medio de la produccién
de macro- y microconidias, y su posterior dispersion por el agua de lluvia (Deacon, 2006, p. 205;
Botta & Gonzalez, 2012, p. 136), el viento o insectos vectores (Botta & Gonzalez, 2012 p. 136; De la
Torre-Hernandez et al., 2014). Asi, estas esporas, o las hifas germinadas de éstas, pueden ingresar
al tallo, mazorca y grano, via dafios mecanicos ocasionados por la horadacién que dejan los insectos
fitéfagos (Duncan & Howard, 2010; De la Torre-Hernandez et al., 2014), quienes a su vez acttian
como vectores de conidias (e]. Ostrinia sp. o “gusano barrenador”, Diabrotica sp. o “gusano dela raiz”,

“gusano elotero”, “trips” y los “gorgojos”), y las aves granivoras (De la Torre-Hernandez et al.,
2014).

Otra via de infeccién de la planta de maiz y la mas frecuente, es a través de los estigmas florales
con ingreso al interior de los cariopsis que se estan formando en la inflorescencia femenina (Duncan
& Howard, 2010; Botta & Gonzalez, 2012; De la Torre-Hernandez et al., 2014), con un periodo de

mayor susceptibilidad entre los 4 y 7 dias después de la apariciéon de los estigmas, una vez

polinizados (Botta & Gonzalez, 2012), pero atiin verdes (no senescente).

Figura 1.10.
Fitopatologias
sobre el maiz porF.
verticillioides.

A) Rutas de entrada
al maiz. 1: Infeccion
sistémica de
plantulas. 2:
Infeccion a través
del estigma (E); CE,
canal estilar; C,
carpelo; SE, saco
embrionario. 3:
Infeccion a través
de heridas. Tomado
de De la Torre-
Hernandez y cols.
(2014). By C) signos
caracteristicos de
infeccién por F.
verticillioides (Sacc.)
Nirenberg, en
granos de maiz
(estrfas blancas).
Tomado de
Aguaysol y cols.
(2013).
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Las conidias llegan al estigma y se mueven de manera pasiva, a través del agua libre en la
superficie de la estructura vegetal, hasta su base donde se halla el ovario de la flor femenina (figura
1.11). Aquellas que germinan en la entrada del canal estilar, las hifas pueden penetrar libremente el
carpelo (pared del ovario, y posterior pared del fruto) hasta el interior, donde se encuentran el saco

embrionario en desarrollo y las demaés estructuras de la semilla (Duncan & Howard, 2010).

A

\\

Canal
‘\'\ estilar
\
\
\
\_,—\‘
Carpelo
Ovario

Estiama
Tubo polinico

Tejido transmisor

X
Saco
embrionario

Figura 1.11. Colonizacion
fiingica en el canal estilar de
la flor femenina del maiz.
A) Esquema de una flor
pistilada, B) seccion
longitudinal del ovario que
muestra el recorrido del tubo
polinico, C) micrografia de
Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB) de la superficie
del carpelo que muestra la
entrada del canal estilar y la
naciente del estilo-estigma
(SS). Adaptado de Duncan, K.
E. y Howard, R. J. (2010) y D)
micrografia de MEB que
muestra la entrada del canal
estilar de una flor de Z. mays
L. ssp mays y las conidias (C) e
hifas (H) de F. verticillioides
(Sacc.) Nirenberg creciendo
sobre la superficie del carpelo.
Tomado de Duncan y Howard
(2010).

La sintomatologia generada por la infecciéon de la espiga o mazorca, sea cual sea la via de
infeccion, se conoce como Podredumbre de la Espiga del Maiz (PEM) y sus signos, cuando se trata
de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg, son: granos infectados de manera aislada, pueden mostrar
estrias blancas o una masa algodonosa blanca o rosada sobre el mismo, o también pueden no mostrar
sintomas visibles (figura 1.10, B y C; Botta & Gonzalez, 2012; Aguaysol et al., 2013). Esta infeccién
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causa perdida de calidad y rendimiento del grano, y contaminacién con FB1 (Botta & Gonzalez,
2012; De la Torre-Hernandez et al., 2014).

No obstante, la cobertura intacta y no dafiada compuesta por muchas hojas superpuestas en
forma de vaina, que encierra a la inflorescencia femenina y a sus estigmas florales, es una barrera
adicional al pericarpio sano, frente a hongos patégenos especificos de tejidos del cariopsis (Duncan
& Howard, 2010). Especialmente para F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg que aparentemente es
incapaz de formar estructuras de penetraciéon de substrato, como los apresorios (Duncan & Howard,
2010). Segun afirman los investigadores Duncan y Howard (2010), entonces la arquitectura
fenotipica del canal estilar, abierto o cerrado es un factor clave que determina la susceptibilidad o

resistencia, respectivamente, de la PEM por el patégeno en cuestién via infeccion estigma.

El agente causal de la PEM mds importantes identificado en la Argentina, en la regién Pampeana
(Martinez & Moschini, 2014) y el NOA (Aguaysol et al., 2013), es F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg.
La incidencia de éste es entre 20 a 100%. En cambio la incidencia del segundo agente infectivo mas
importante, F. graminearum Schwabe, es comparativamente menor (Carmona & Scandiani, 2011).
Otras especies de menor incidencia que contaminan los maices en argentina son: F. subglutinans
(Wollenw. & Reinking) Nelson, Toussoun & Marasas, F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg y F.
oxysporum Schltdl (Botta & Gonzalez, 2012).

También se han registrado especies fitopatdgenas causantes de PEM perteneciente a los géneros

Diplodia y Penicillium, pero de mucha menor incidencia que Fusarium (Botta & Gonzalez, 2012).

Fumonicinas: toxicidad, incidencia y niveles maximos permitidos.

Muchas especies anamorficas de Fusarium y teleomorficas del complejo Gibberella fujikuroi son
reconocidos por su capacidad de infectar cultivos alrededor del mundo (fitopatogenicidad) y por
contaminar con toxinas fngicas (micotoxinas) cereales y sus productos derivados (toxigenicidad;
Nelson, 1992; Carrillo, 2003, p. 72; De Lucca, 2007; Botta & Gonzalez, 2012); ademas de que algunas
especies pueden ser patégenos oportunistas de mamiferos incluyendo a las personas
(hialohifomicosis; Nelson, 1992; Carrillo, 2003, p. 72; De Lucca, 2007; Glenn, 2007).

Las micotoxinas son sustancias toxicas producidas por hongos filamentosos anamorfos y
teleomorfos que causan condiciones patolégicas en algunos hospedadores, tanto en plantas como
animales (Griffin, 1996, p. 259; Ueno, 2000; Bianchini & Bullerman, 2014), y se presentan en una
gran variedad de estructuras, propiedades quimicas, biolégicas y toxicoldgicas. Las micotoxinas
tiene un origen en el metabolismo secundario fingico (productos naturales; Carrillo, 2003, pp. 1-24;
Deacon, 2006, p. 137; Smith et al., 2016).

Hoy se sabe que F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg y F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg son los
organismos mas importantes desde el punto de vista de la produccién la micotoxina FB1 (figura

1.12) y desde el punto de vista de prevalencia en cultivos de maiz en los EE.UU y otros paises de
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region templada (Munkvold & Desjardins, 1997; IARC, 2002, p.303; FAO, 2003), incluyendo a la
Argentina (Carmona & Scandiani, 2011; Aguaysol et al., 2013; Martinez, & Moschini, 2014).

Desde su identificaciéon en 1988, se descubrieron méas de 60 moléculas estructuralmente
relacionadas a las fumonicinas (FUMs), agrupada en cuatro series: A, B, Cy D; y biosintéticamente
ubicadas dentro de la familia de los policétidos (Dewick, 2002, pp. 35-36; Desjardins & Proctor,
2007). Las FUMs de mayor incidencia en maices son las FUM del grupo B (figura 1.12), secretadas
por la mayoria de las cepas toxicogénicas de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg, F. proliferatum
(Matsush.) Nirenberg y F. nygamai Burgess & Trimboli, por orden de importancia (Nelson, 1992;
Marin-Garcia, 2010; De la Torre-Hernandez et al., 2014).

Figura 1.12. Estructura

Q O\ OH de las fumonisinas de
FumonisinB; OH OH 0 Y 0 la serie B.
FumonisinB, OH H l_L Representacion de la
Fumonisin B, H OH o~ S W W \‘OH estructura molecular
Fumonisin B, H H

de las principales
moléculas FB.
Tomado de Marin-
Garcia, P. (2010).

La exposicién a las FUMs por parte de los animales / personas, se da naturalmente por via oral
durante la ingesta de alimentos contaminados. En estudios con primates no humanos se ha
comprobado que el 61% de la C4-FB1 suministrada por sonda, fue recuperado en heces en un
periodo de 3 dias, y el 1,2% en la orina. Niveles residual de radiactividad fue encontrado en musculo
esquelético (1%), higado (0,4%), cerebro (0,2%), rifién, corazén (0,1) y sangre (0,1%), mientras que el
12% de la radiacion dosificada fue detectada en intestino. El analisis de la radiactividad de intestino,

heces y orina se debe tanto a FB1y su analogo hidrolizado (Shephard, et al., 1994).

Otros estudios experimentales han comprobado que las FUMs genera lesiones renales en la
mayoria de los modelos animales de estudio, defectos cardiacos en babuinos y cerdos, edema
pulmonar e hipertrofia media en arterias pulmonares de cerdo, cdncer hepético y renal en ratas
alimentadas crénicamente con FB1 (US Food and Drug Administration [USFDA], 2001).

También se han observado cambios en los niveles de esfingolipidos en todos los animales
estudiados (USFDA, 2001) ya que se ha visto que las FUMs producen la interrupcion de la ruta de
sintesis de estos compuestos por medio de la inhibicién de la enzima ceramida sintetasa (Merrill et
al., 2001).

La leucoencefalomalacia equina (LEME) es una neuropatologia letal especifica de caballos,
caracterizada por una necrosis licuefactiva de la sustancia blanca del sistema nervioso central

(Glenn, 2007; Giannitti et al., 2011). Tal enfermedad es desencadenada por el consumo crénico de
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FUMs. Asi, se comprob6 en un estudio sobre un brote de LEME en Argentina, que la dieta de los
caballos consistia, en parte, de granos de maiz contaminados con una concentracion de 12,5ug/kg
de FB1y 5,25ug/kg de FB2 (Giannitti et al., 2011).

Pitt (2000) argumenta sobre la buena correlacion entre los lugares donde la principal fuente de
alimentacion esta contaminada con FUMs y la frecuencia de cancer de es6fago en personas, como
en Transkei (Sudafrica) y algunas partes de China (Pitt, 2000). Sin embargo, la Administracién de
Drogas y Alimentos de los EE.UU (USFDA, 2001) advierte que los estudios epidemiol6gicos hachos
hasta la fecha no muestran resultados concluyentes o claros entre la incidencia de FUMs en los
alimentos y la frecuencia de cancer de eséfago o intestino en personas, argumentando falta de
controles adecuados y los multiples factores no controlados en tales estudios epidemiol6gicos. Pero
no ha descartado la toxicidad en personas debido a los efectos adversos ya conocidos que genera en
animales, con quienes compartimos rutas metaboélicas en comun (Shephard, et al., 1994; Merrill et
al., 2001; USFDA, 2001).

La Agencia Internacional para la Investigaciéon del Cancer (IARC: International Agency for
Research on Cancer) en su informe del 2002, concluye que hasta esa fecha las correlaciones entre las
zonas de alto riesgo (prevalencia de céncer de eséfago en personas) y la cantidad de maiz

contaminados con FUMs (FB1 + FB2 + FB3) que se ingiere, no es estadisticamente significativa
(IARC, 2002, pp. 309-311).

Los niveles de FUMs en granos de maiz dependen de muchos factores ambientales, como lo es
la temperatura, humedad y lluvia durante el periodo pre-cosecha, asi también como las condiciones
de almacenamiento, del dafio causado por insectos granivoros, presencia de quimicos, el tipo de
cepa fangica infectiva, la microflora normal de la superficie del grano de maiz, etc. (Nelson, 1992;
USFDA, 2001; IARC, 2002, p. 304; Smith et al.,, 2016); causa por la cual se registran grandes
variaciones en dichos niveles afo tras ano (World Health Organization [IWHO], 2001). Asi mismo,
entre las distintas partes del grano, las FUM se acumulan en distintas cantidades, por ej., el germen
(embrion) y el salvado poseen niveles mas elevados que en el endospermo, repercutiendo de esta
manera en los niveles de esta micotoxina que van a tener los productos derivados de las distintas
partes del mimo (USFDA, 2001). Ademads, se debe considerar que no es facil determinar con
exactitud la toxicidad de los compuestos debido a la gran cantidad de variables y a las interacciones
establecidas entre ellas, que afectan a este valor, en especial cuando se trata de una exposicién
crénica al toxico (USFDA, 2001; Gimeno, 2009; Smith et al., 2016)

No obstante, segtin Smith y colaboradores (2016), la Comisién Europea (un Organismo de la
Unién Europea) estableci6 los limites de concentracion maxima (ML, del inglés: maximum level)
considerados seguros para la salud, para FUM (FB1 + FB2) de 0,2 mg/Kg de alimento, para
alimentos procesados a base de maiz y alimentos destinados a bebes y nifios; hasta 4,0 mg/kg de

granos de maiz no procesado destinado a consumo humano.

Segun la revision hecha por IARC (2002, pp. 310-319) los valores permitidos y considerados
como seguros segun la FDA de Estados Unidos para la concentracion FUM (FB1 + FB2 + FB3) en
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maiz o productos derivados, destinados a consumo humano, varia entre 2 y 4 mg/kg de alimento.
Y por dltimo, valores de MLs propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2011)
son: para granos de maiz no procesados de 5 mg/Kg, para harinas de maiz y maiz para pochoclo de
2 mg/Kg, para alimentos de bebes a base de maiz de 0,5 mg/Kg y para maiz destinado a cereales

de desayuno, bocadillos y papa fritas de 1 mg/kg.

En Argentina, se midieron valores de concentracion de 1.972, 939 y 739 pg de FB1 por kg de
maiz (campafas 2006/07, 2007/08 y 2008/09, respectivamente). Y de 3.246 muestras de grano de
maiz recolectadas en diferentes regiones, el 90 y 100% estaban contaminadas con FUMs (FB1 + FB2),
con una concentraciéon de entre 1.773 a 9.093 pg/kg para maiz recién cosechado (Carmona &
Scandiani, 2011).

Como la exposicién esta en funcion tanto del grado de contaminacién como del hébito de
alimentacion, ciertas comunidades rurales de paises en vias de desarrollo pueden exceder la Ingesta
Diaria Tolerable Méxima Provisional o PMTDI (provisional maximum tolerable daily intake) de 2 pg por
Kg de peso corporal por dia (ng/Kg pc/dia) de FUMs (FB1 + FB2 + FB3; WHO, 2011), especialmente
cuando la dieta tipica es elevada en cantidad de maiz. Por ej. la ingesta estimada, en pg/Kg pc/dia,
en varias regiones de Africa varia desde < 0,1 en Bomet, Kenya, hasta 26 en Tanzania. En
Latinoamérica, la estimacién para Guatemala es de 3,5-15,5 segtin los registros hasta el 2010; y de 0,2
hasta 23 en reportes obtenidos hasta el 2014 (Wild et al., 2015). En Argentina segtn la estimacion de
la GEMS/ Food regional diet (Global Environment Monitoring System - Food Contamination Monitoring
and Assessment Programme), sobre el consumo de FB1, es de 0,2 ng/Kg pc/dia, en EE.UU. 0,03 y en
Canada 0,02 (WHO, 2001).
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Oxilipinas vegetales

Se conocen con el nombre de oxilipina a todo compuesto que deriva inicialmente de una
oxigenacioén de un acido graso poliinsaturado (PUFA: polyunsaturated fatty acid), ya sea por catalisis
enzimatica (lipooxigenasas, a-dioxigenasas, ciclooxigenasas y monoxigenasas P450) o por
reacciones quimicas no enzimaticas (autoperoxidacion lipidica; Mosblech et al., 2009; Fagali, 2011;
Griffiths, 2015); y se las ha identificado en todos los grupos de organismos estudiados: animales
(eicosanoides: prostaglandinas y leucotrienos; Funk, 2001; Schneider et al., 2007), angiospermas,
briofitas, algas (Andreou et al., 2009), hongos (Brodhun & Feussner, 2011) y bacterias (Porta &
Rocha-Sosa, 2001).

Las funciones que desempefan las oxilipinas vegetales son tan amplia como su diversidad
estructural, asi, ademds de ser sefializadores quimicos intra- e inter-celulares, y sistémicos
(fitohormonas), estan relacionados con los sistemas de defensas ante microorganismos patégenos,

evitando su proliferacién y/o germinacién de sus esporas (Prost et al., 2005; Griffiths, 2015).

Via Lipoxigenasas (LOXs).

La concatenacién de reacciones quimicas iniciadas en la oxidacién del PUFA catalizado por las
LOXs, hasta originar los productos finales, pasando por todos los metabolitos intermediarios

(oxilipinas), se conoce como via de la lipoxigenasa (Feussner & Wasternack, 2002).

Las LOXs poseen alta especificidad regional y espacial para la adiciéon de oxigeno molecular
(dioxigenasa) sobre el substrato (Andreou & Feussner, 2009; Griffiths, 2015), asi, esta caracteristica
es utilizada como un criterio de clasificacién de las isozimas LOX. Por €j. las 9- y 13-LOX vegetales
son aquellas que posean alta especificidad regional para la oxigenacion, respectivamente en la

posicion C-9 y C-13 del substrato 4cido linoleico (Andreou & Feussner, 2009).

Otro criterio utilizado, al menos en LOX vegetales, es el porcentaje de secuencias de
aminoacidos compartidos y su localizacién intracelular. Asi, aquellas LOX exo-plastidicas que no
poseen un péptido de transporte hacia el cloroplasto y que comparten mas de 75% de sus secuencias,
son denominadas LOX tipo 1. Mientras que aquellas endoplastidicas (con un péptido de transporte
hacia el plastido) y con baja similitud de secuencias (75-35%) son de tipo 2 (Andreou & Feussner,
2009).

Estructura molecular y catalisis de las LOX.

Las LOXs son metaloproteinas monoméricas de unos 75 a 100KDa (figura 1.13) con un catién
Fe no-heminico en su sitio catalitico (grupo prostético; Minor et al., 1996; Andreou & Feussner,
2009) o, excepcionalmente, un cation Mn**, como se ha identificado en ciertas LOXs fingicas
(Gaffney et al., 2001). Entre las LOXs vegetal y animal, se pueden encontrar ciertas diferencias en

tamafios y secuencias aminoacidicas, pero la region del sitio catalitico y de unién a la membrana, y
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el mecanismo de accién, son esencialmente iguales (Minor et al., 1996; Naylor et al., 1998; Schneider
et al., 2007).

Figura 1.13. Estructura molecular LOX.

Representacion estructural 3D en diagrama de cinta de la
8R-LOX de Plexaura homomalla Esper: Se observa la
estructura barril-f tipo sindwich N-terminal (N-t). El
dominio C-terminal (C-t), posee el grupo prostético: cation
hierro (Fe). Las “cintas planas” representan a la estructura
proteica secundaria ldmina-f, las “cintas enrolladas
helicoidalmente”, a las a-hélices, los “hilos”, a las
disposiciones al azar de la cadena polipeptidica y la esfera,
a Fe. Adaptado de Schneider, C. y cols. (2007).

Los analisis de difraccién de rayos X de alta resolucién (figura 1.13), entre otros, indican la
presencia de dos dominios, uno pequefio N-terminal con una estructura barril- p (similar al dominio
C2 de unién a membranas Ca** dependiente), de mayor tamafio en las LOX vegetales que en las de
mamiferos; y el otro, de mayor tamafio, C-terminal conformado por, predominantemente,
estructuras a-hélices, y es quien contiene al sitio catalitico (Minor et al., 1996; Naylor et al., 1998;
Oldham et al., 2005).

Las LOXs se caracterizan por catalizar una dioxigenacion regién- y estéreo-especifica, en mayor
o menor grado de especificidad (dependiendo de la isozima), de PUFAs que tienen al menos un
motivo estructural (1Z, 4Z)-pentadieno, dando lugar a una mezcla de productos hidroperoxidados
(figura 1.14; Andreou & Feussner, 2009; Griffiths, 2015). Estos, son isémeros estructurales y difieren
en la posicién del grupo hidroperéxido unido al esqueleto carbonado, y a su vez, dentro de cada
isdmero estructural, se forman, también con especificidad o preferencia, dos tipo de isémeros

6pticamente activos, denotados R y S (Andreou & Feussner, 2009).

k- - Figura 1.14. Posibles productos de catilisis LOX.
Y, Ac. linoleico con los cuatro sitios donde se le
H O C — — puede adicionar oxigeno molecular mediante una
2 < \ < \ catalisis de LOX. Adaptado de Schneider, C. y
T N 1 3R cols. (2007).

La lipooxigenasa vegetal EC: 1.13.11.12 se caracteriza por adicionar O tanto al 4cido (9Z,127)-
octadeca-9,12-dienoico (4c. linoleico) como al acido (9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoico (acido
linolénico), los dos PUFAs més comunes en la célula vegetal. En ambos sustratos, la oxidacién ocurre
con especificidad en la posicion 13S. Una reaccién similar la cataliza la LOX vegetal EC: 1.13.11.58
pero con mayor especificidad por la posicién 95, también en ambos tipos de substratos (figura 1.15;
Feussner & Wasternack, 2002; base de datos IUBMB: www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzymey).

Ademads de utilizar 4cidos grasos libres, se ha registrado que las LOXs también acttian sobre &c.

38



Cs. Biolégicas - FCEFyN - UNC

grasos esterificados en triacilgliceroles y los que forman parte de fosfolipidos de membranas
(Griffiths, 2015).

(13R)-HPODE (9R)-HPODE
— AN COOH == COOH
N 5 \ 5
HOO OOH
(13S)-HPODE _ (9S)-HPODE
A =" CooH —N— COOH
HOO . OOH 5

Figura 1.15. Principales productos de la catilisis de LOX vegetal (dc. hidroperoxioctadecadienoicos).

El 4cido (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoico puede ser substrato tanto de una 13-LOX, dando lugar a una mezcla de acido
(9Z,11E,13S)-13-hidroperoxioctadeca-9,11-dienoico (13S-HPODE) y, su estereoisémero, 13R-HPODE; y también puede
ser substrato de una 9-LOX, dando origen a los productos acido (95,10E,12Z)-9-hidroperoxioctadeca-10,12-dienoico (9S-
HPODE) y, su estereoisdmero, 9R-HPODE. Adaptado de Andreou, A. y Feussner, 1. (2009).

Ramificaciones de la via LOX.

Una primera divisiéon del metabolismo de las LOX vegetal se puede hacer en base a los dos
isdmeros estructurales originados por dicha actividad enzimatica, reconociéndose el metabolismo
de los 4cidos grasos 9- y 13- hidroperoxidados, o metabolismo 9- y 13-LOX, respectivamente (figura
1.16).

Via LOX - AOS: En esta ramificacion de la via LOX interviene la enzima Alleno Oxido Sintasa
(AOS) quien forma parte de ruta de produccion de jasmonatos, puntualmente cuando el substrato
es un 4cido 13-hidroperoxioctadecatrienoico (13-HPOTE o 13-HPOT, producto de la dioxigenacién
de un ac. linolénico, 18:3, por una 13-LOX). Entre los jasmonatos se hallan importantes moléculas
sefalizadores como la fitohormona 4cido jasmoénico (AJ) y sus precursores y derivados (Hughes et
al., 2009). Otro PUFA precursor de esta via de producciéon de jasmonatos es el 16:3 (Schaller &
Stintzi 2008).

La via de sintesis de jasmonatos es altamente conservada en todos los organismos del reino
vegetal (Hughes et al., 2009) y las primeras etapas ocurren dentro de los cloroplastos (figura 1.17),
y el metabolito 12-OPDA (4c. 12-oxofitodienoico), primer miembro de la familia de los jasmonatos y
con actividad sefializador, es transportado hacia los peroxisoma para culminar con la formacién del
AJ (Schaller & Stintzi 2008; Hughes et al., 2009), metil-jasmonato (M]) y otros compuestos
conjugados con AJ, como por ej. distintos aminoacidos, formando los respectivos jasmoniles
(Jasmonil-Ala o AJ-Ala, AJ-Ile, AJ-Leu, etc.) y metil jasmonatos volétiles (Hughes et al., 2009).

Las funciones atribuidas han sido numerosas, tanto en el desarrollo vegetal como resistencia
ante estrés bidtico (ataque de insectos, hongos y bacterias), asi como respuesta al estrés fisico. Tiene

participacion en vias de sefalizacién tanto local como sistémicas via floema (Browse, 2005; Schaller

39



Jacquat, A. G. (2017). Tesina de Grado

& Stintzi 2008). También los jasmonatos estdn implicados en la comunicacién planta-planta
intraespecifica ante la exposicion a radiacion UV-C (Xu et al., 2016) e interespecifica (Farmer &
Ryan, 1990), con la funcién de la estimulaciéon a la activaciéon de sistemas de defensas en las

receptoras.

Lipidos de membrana

Metabolismo 9-LOX l Metabolismo 13-LOX
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Figura 1.16. Metabolismo de las LOX para el dc. linolenico como substrato

HPOT: ac. hidroperoxi-(10E,12Z,15Z)-octadecatrienoico; AOS: Alleno Oxido Syntasa; AOC: Alleno Oxido Ciclasa; HPL:
Hidroperoxido Liasa; DES: Divinil Eter Sintasa; OPR: Oxofitodienoato Reductasa; NE: reaccién no enziméatica; OPDA: 4c.
oxo-fitodienoico; EOT: ac. epoxi octadecatrienoico; OPC: ac. 8-ciclopentiloctanoico; JMT: JA carboxil metiltransferasa.
Adaptado de Hughes y cols. (2009).

o}

Por ej. Yan y colaboradores (2012) han reportado que en Z. mays L ssp. mays el AJ, ya sea de
manera directa o indirecta, promueve la senescencia foliar, esta implicado en la determinacién del

sexo masculino, regula la pigmentacion a través de la biosintesis de antocianinas en diversos tejidos,
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es esencial para la inmunidad contra los fitopatégenos Pythium sp (Yan et al., 2012) y F. verticillioides
(Sacc.) NIrenberg (Christensen et al., 2014), etc. Otros investigadores han demostrado que el metil-
jasmonato es una molécula sefial transportada por el aire que induce a las plantas vecinas, tanto de

la misma como diferente especie, a la acumulacién de proteinas defensivas (Farmer & Ryan, 1990).

N / e R

¢ Figura 1.17.
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La 9-AOS es especifica para el ac. 9-HPOD(T)E, y al parecer no es muy frecuente entre los
vegetales, por ej. ha sido identificada en tomate, papa y una especie de petunia (Hughes et al., 2009)
y en maiz (Christensen et al., 2015). Los productos de la 9-AOS, resultan ser isémeros posicionales
del jasmonato 12-OPDA: el 10-OPDA (acido 10-oxo-11-phytodienoico y el 10-OPEA (acido 10-oxo-
11-phytoenoico), segun el substrato sea un acido graso 9-hidroperoxidado proveniente de un 18:2 o
18:3, respectivamente (Hughes et al., 2009; Christensen et al., 2015). Tanto el 10-OPDA, como el 10-
OPEA son potentes fitotoxicos que inhiben considerablemente el crecimiento de A. flavus Link.y F.
verticillioides (Sacc.) Nlrenberg (funciona como fitoalexinas) mediando una respuesta local
(Christensen et al., 2015).

Las fitoalexinas son una gran familia heterogénea de compuestos antimicrobianos, derivados
principalmente de la via de los fenilpropanoides, sesqui- y diterpenoides, poliacetilenos,
fenantrenos, etc. que se caracterizan por presentarse en una alta tasa de biosintesis en aquellas
células vecinas inmediatas a una infeccién en un tejido vegetal, impidiendo de esta manera la
proliferaciéon del patégeno hacia las partes sanas del mismo tejido. Las fitoalexinas evitan la
expansion de una infecciéon (Garcia-Mateos & Pérez-Leal 2003). En maiz, las 10-OPDA y 10-OPEA,
son producto del metabolismo 9-LOX, pero la mutacién de las ZmLOX3, 4y 5, todas codificantes de
isozimas 9-LOX, no mostraron reduccién en los niveles de tales productos en los tejidos, sugiriendo

la participaciéon de otras LOX en su biosintesis (Christensen et al., 2015).
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Via LOX - DES: La enzima Divinil Eter Sintasa (DES) convierte a los 9- y 13- hidroperéxidos en
ac. grasos divinil éter y se ha propuesto que esta via participa en los mecanismos de defensas locales
y en algunos procesos del desarrollo de raiz en arabidopsis (Hughes et al., 2009). La evidencia de
que participan en respuesta ante infecciéon de patégenos proviene de que los niveles de los ac. grasos
conjugados, ac. colneleico y colnelenico, asi como los transcriptos de DES, se acumularon en las
células circundante a las infectadas (Hughes et al., 2009; Mosblech et al., 2009).

Via LOX - HPL: La enzima monoxigenasa perteneciente a la subfamilia CYT74 de las
Citocromos P450, como las AOS y DES, la Hidroperoxi Liasa (HPL) cataliza la escisién de los ac.
grasos hidroperoxidados generando oxo-4cidos grasos y alquenales (Mosblech et al., 2009).

Dependiendo de la especificidad por el substrato, se han clasificado tres tipos de esta enzima,
9-HPL (poco frecuente), 13-HPL (exclusiva de tejidos verdes) y 9/13-HPL (de tejidos verdes y
subterrdneos, no fotosintéticos). Esta tltima utiliza ambos acidos grasos, 9- y 13-hidroperoxidados,
como sustrato (Hughes et al., 2009; Hassan et al., 2015).

Los productos finales de la via 13-LOX/13-HPL/reacciones espontaneas / Alcohol
Deshidrogenasas NAD-dependientes (ADH), son un grupo de aldehidos y alcoholes (éstos
derivados de los aldehidos por la ADH) de 6 4tomos de carbono en su esqueleto carbonado, que
incluye a (2E)-hexenal, (2E)-hexenol, (3Z)-hexenal, hexanal y hexanol (Mosblech et al., 2009; Hassan
et al., 2015). Por otro lado, la 9-HPL rinde aldehidos volatiles C9 incluyendo a cis-3-nonenal, trans-

2-nonenal y oxoacidos C9 no volatiles (Hassan et al., 2015).

Todos estos aldehidos, alcoholes y ésteres C6/C9 saturados e insaturados, que son sintetizados
por tejidos vegetativos de plantas, en especial de hojas fotosintéticas, son conocidos conjuntamente
como Volétiles de Hojas Verdes (GLV: green leaf volitiles; Hassan et al., 2015)

Los GLVs son sintetizados de manera constitutiva en cantidades traza por los tejidos vegetales.
Pero cuando éstos son dafiados por un herbivoro o patégeno u estrés fisico, se dispara la produccion
y emisién de dichos volétiles a la atmosfera, y al ser receptados por plantas vecinas, ejercen efectos
como la activacion de genes de defensa y/ o secrecién de compuestos defensivos (figura 1.18). Tales
efectos son inducidos ya sea en otros 6rganos dentro de la misma planta (comunicacién intra-planta)
o en plantas vecinas (comunicacién inter-planta) que a su vez pueden ser de la misma o de diferente
especie (Heil & Bueno, 2007; Piesik et al., 2011a; Hassan et al., 2015).

Cuando un o6rgano de la planta sufre herbivoria por insecto o infeccién por hongos
fitopatogenos, se dispara la producciéon de COVs, entre ellos GLVs y HIPVs (Herbivore Induced Plant
Volatiles) que estimula a los mecanismos de defensas de las receptoras o la atraccién de depredadores
naturales de tal insecto fitéfago, en una interaccién tipo tritréfica. También se ha visto que la planta
emite sefiales volatiles que atraen a parasitoides de huevos de insectos fit6fagos desovados sobre
sus tejidos (figura 1.18; Piesik et al., 2011a,b; Rodriguez-Saona, 2012; Hassan et al., 2015). Por e;j.
en una serie de experimentos se demostré que la infecciéon por parte de cuatro especies de Fusarium
en hojas de maiz, estimul6 positivamente la produccion de COVs, entre ellos los GLVs, terpenos y

derivados dela via del sikimato. Ademas plantas de maices no infectadas, vecinas a una que si estaba
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infectada, mostraron también incremento en la produccién de tales COV, y entre ellos, dos GLVs
((Z)-3-hexenal y (Z)-3-hexenil acetato) que resultaron ser atrayente de adultos machos y hembras de

Oulema melanopus Linnaeus, un coleéptero plaga de cultivos de cereales, incluyendo el mismo maiz
(Piesik et al., 2011Db).
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Figura 1.18. Via LOX-CYT74 y su rol biolégico.

El esquema muestra la biosintesis de jasmonatos, diviniléteres y GLV, cuando el tejido vegetal sufre algtin tipo de estrés
biético o abiético. PUFAs: ac. grasos poliinsaturados. AOS: Alleno Oxido Sintasa. HPL: Hidroperoxido Liasa. DES:
Divinil Eter Sintasa. GLV: volatiles de hojas verdes. Adaptado de Hassan y cols. (2015).

LOX en Z. mays L. ssp. mays.

En los cariopsis maduros de maiz, aunque la vitrificaciéon citoplasmatica! ofrece una
considerable resistencia a las velocidades de reacciones quimicas, ain permanece activo el
metabolismo celular, pero a una tasa inferior a la que se encuentra en un tejido hidratado. Asi, ciertas
enzimas (Drapron, 1985; Wu et al., 2009; Rao et al, 2014) inclusive las LOX (Drapron, 1985;
Theerakulkait & Barrett, 1994), y transcriptos génicos (Alexandrov et al., 2009; Rao et al., 2014,
2015) de préacticamente todas las vias metabdlicas primarias, y principalmente relacionadas en la

1 Citoplasma vitreo en células de maiz: la vitrificacién esta dada por la deshidratacién e incremento de la
concentraciéon de rafinosas y sacarosa, hasta un 17y 3% del peso seco del embrién, respectivamente (Williams
& Leopold, 1988; Koster, 1991).
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respiracion celular (Bartholomew, 1965; Wu et al., 2009), permanecen con actividad basal en los

embriones de maiz en su madurez fisiologica.

En el genoma de Z. mays L. ssp. mays (Poaceae) se han identificados 13 genes que codifican para
isoenzimas LOX: ZmLOX1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10,11, 12 y 13 (Maize Genetic and Genomic Database
[MaizeGDB]: www.maizegdb.org/), cuyos productos se localizan en tejidos, o6rganos y
compartimientos sub-celulares diferentes, por lo que sus roles fisioldgicos son diferentes, y a su vez
estdn bajo sistemas de regulacion génica diferentes (Christensen et al., 2013; Maschietto et al., 2015).
Asi, en cariopsis de maiz, en su ontogenia y madurez se han identificado transcriptos de ZmLOX3,
4,5,6,8 10, 11y 12 (Maschietto et al., 2015).

El gen ZmLOX3 (o cholc.pk002.j23, cssap92) codifica para una isozima 9-LOX que utiliza el 18:2
y 18:3 como substrato. Se expresa en altos niveles en embriones en desarrollo y en los estados mas
tempranos de germinacién, con respecto a otros tejidos como el mesocétilo y la raiz; teniendo un rol
primordial en la germinacion y en el crecimiento de la planta de maiz (Gao et al., 2007). Es una
enzima aprovechada por ciertos fitopatégenos en un proceso de cross-talking mediado por 9-
oxilipinas, durante la infeccion de tejidos del hospedador. Asi se encontr6 que es un gen cuya
expresion es indispensable para que ciertos fitopatogenos puedan esporular y secretar micotoxinas,
cuando se hallan colonizando (creciendo vegetativamente) sobre los tejidos del hospedador, como
pericarpio de granos de maiz, raices, tallos y hojas. (Gao et al., 2007; Constantino et al., 2013).
Contrariamente, el gen ZmLOX3 estd implicado en la resistencia a la colonizacién y a la produccion
de AF por parte de A. flavus Link sobre los granos de maiz, tanto en condiciones de laboratorio como
de campo (Gao et al., 2009).

El Gen ZmLOX4 (o 6C02F07, uatl(lox)) es una 9-LOX y sus transcriptos fueron detectados en
meristemos apicales caulinares y radicales; y fue estimulado después de los 4 dias de infeccién con
A. flavus Link. (Maschietto et al., 2015). El ZmLOX5 (codificante de una izosima 9-LOX): sus
transcriptos se encontraron en los tejidos vegetativos sobre la tierra y predominantemente en los
estigmas. El mismo se vio inducido en hoja ante la aplicacién exégena de AJ, 4c. salicilico (SA) y

herbivoria por insecto (Maschietto et al., 2015).

El gen ZmLOXS8 (o ts1: tassel seedl) codifica una 13-lipoxigenasa tipo 2 (LOX-2, es decir con
péptido de transporte al cloroplasto) con participacion en la determinacién sexual de las flores en la
inflorescencia masculina de la planta de maiz. Asi se ha comprobado que, durante el desarrollo de
esta inflorescencia, se expresa con un patrén oscilante induciendo o participando en la muerte
celular programada del verticilo floral femenino, probablemente via sintesis de A]J, fitohormona
implicada, entre otros procesos, en el desarrollo de las flores masculinas.

En maiz, la isoforma LOX-10 (gen ZmLOX10) es una 13-LOX tipo 2 con especificidad por el
PUFA 18:3. Es decir, posee un péptido de transito a cloroplasto y el producto principal es el 13-
HPOTE (Nemchenko et al., 2006; Christensen et al., 2013). Es la tinica ezima identificada en generar
13S-HPOTE para la sintesis de GLVs, via 13-HPL, bajo dafios mecanicos y herbivoria. Ademas se

determiné que la produccién de AJ ante un estimulo de herbivoria, asi como también de los HIPVs
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(en especial mono, sesqui- y di-terpenos), depende de la expresion de la ZmLOX10. Esto denota que
dicho gen esta altamente comprometido en los mecanismos de defensas inducidos por herbivoros y
la induccién de plantas vecinas via COVs (Christensen et al., 2013). También se observé induccion
de dicho gen ante la aplicacién exégena de SA, ac. absicico (ABA), AJ (fitohormonas relacionadas a
los mecanismos de defensas), aplicacion de frio y sepa avirulenta de una bacteria, sugiriendo que el
ZmLOX10 participa en la adaptacién del organismo frente a estrés biético y abiético (Nemchenko
et al., 2006).

Ademas, se observé una oscilacién circadiana en la biosintesis de ARNm de ZmLOX10 en hojas,
cuyo pico de expresion coincide con los momentos de maxima actividad fotosintética (Nemchenko
et al., 2006).

El gen ZmLOX11, codificante de una 13-LOX tipo 2, al igual que el producto de ZmLOX10, se
expresa principalmente en estigma y es inducido con aplicacién de ABA, sugiriendo que tal gen

interviene en la defensa frente a estrés osmoético (Nemchenko et al., 2006).

En la basqueda de genes LOX que medien la inmunidad del maiz frente al fitopatégeno F.
verticillioides (Sacc.) Nirenberg, Christensen y cols. (2014) encontraron un novedoso gen para una
isozima Linoleato 9-LOX, especifico de monocotiledoneas, el gen ZmLOX12, quien se expresa en
bajos niveles en todos los tejidos de la planta (tejidos de raiz, vegetativos, reproductivos y del grano)
excepto en tejidos del mesocétilo, donde se expresa en mayor cantidad con respecto a los demas
tejidos. Este gen, es sobre expresado ante dafio mecanico y aplicacién exégena de AJ. Los ensayos
realizados con granos de maiz maduros, demostraron que el gen ZmLOX12 inhibe tanto el desarrollo
vegetativo de F. wverticillioides (Sacc.) Nirenberg, como la esporulacién (desarrollo sexual) y
producciéon de FB1. Similares resultados se observaron en ensayos sobre tallo de la planta
(Christensen et al., 2014).

Compuestos organicos volatiles

En el titulo se puede leer “Compuestos Organicos Volétiles” y todavia no se ha comentado
acerca de ellos. Estos representan un gran grupo de quimicos estructuralmente diversos? con un
esqueleto carbonado de no mas de 15 o0 20 C, de peso molecular relativamente bajo (< 300Da) y con
elevada presion de vapor (débiles interacciones electromagnéticas intermoleculares) y poco o nada
hidrosolubles (Morath et al., 2012; Zygadlo, 2012; Lemfack et al., 2014; Bennett & Inamdar, 2015).
Son sintetizados por todos los organismos vivos conocidos, desde las arqueas (Poulsen et al., 2013),
hasta los volatiles emitidos por las hojas de plantas bajo la accién de herbivoria (Hassan et al., 2015),
las esencias de las flores (Zygadlo, 2012), y el caracteristico olor a setas de champifién frescas o a

madera enmohecida (Combet et al., 2006).

2 incluye alcanos alifaticos, ciclicos, heterociclicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, aminas, terpenos, fenoles
asi como también compuestos halogenados y sulfurados, entre otros (Morath et al., 2012; Bennett & Inamdar,
2015)
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Las funciones biolégicas y/o ecoldgicas asignadas a los COVs biogénicos constituye una rama
cientifica en pleno crecimiento (Lépez, 2012; Lemfack et al., 2014) y se ha visto que participan de
muchas, y muy variadas, interacciones organismo-organismo (Lopez, 2012; Miiller et al., 2013), por
ej. planta-planta (Heil & Bueno, 2007), planta-herbivoros (Blande, 2016), planta-hongo (Li et al.,
2016), planta-parasitoides (Rodriguez-Saona, 2012) etc.

En plantas, un fenémeno ampliamente estudiado es el “priming” (figura 1.18) que se refiere, en
este contexto, a que una planta se prepara para un posible ataque de un patégeno o un herbivoro
basdndose en el reconocimiento de moléculas sefiales transportadas por el aire (COVs), que han sido
emitidas por plantas vecinas que estan siendo atacadas o estdn sufriendo estrés. Los GLV y los HIVP
cumplen este papel (Piesik et al., 2011a,b; Rodriguez-Saona, 2012; Hassan et al., 2015).

Implicitamente dicho, para que el priming sea factible, las plantas, las células vegetales, deben
poseer algin tipo de receptor para tales COVs, que traduzcan la sefial hacia el interior celular con el
fin de regular la expresiéon de genes, ya sea transcripcional o post-transcripcional. Genes estos,
relacionados con el metabolismo de defensas. Aunque se tienen algunos indicios de cudles podrian
ser, la informacién que hay al respecto es muy escasa. Por ej. la regulacion de ciertos genes afectados
en el priming estin mediados por flujos de Ca** citoplasmatico , fosforilaciéon / desfosforilacién de
proteinas y especies reactivas del oxigeno (Maffei et al., 2012), y segtin Aranda-Sicilia y cols. (2015)
probablemente un tipo de receptor celular involucrado en este proceso son los receptores acoplados

a proteinas G (GPCR, de G protein-coupled receptors; Aranda-Sicilia et al., 2015).

Ahora bien, las plantas, desde su estado embrionario (quizés) a la adultez, son capases de censar
COVs, probablemente gracias a la participacion de receptores tipo GPCR. Pero ;jreconocen los COVs
de otras especies, evolutivamente poco emparentadas? Como es de esperar hay estudios especificos
sobre la capacidad de respuestas de las plantas a Compuestos Organicos Volatiles Fingicos (COVFs)
como concluyeron Sanchez-Lopez, A. M y cols. (2016); pero no es una sorpresa, ya que como se ha
advertido mas arriba en esta seccién, las comunicaciones por volatiles se pueden dar entre
organismos del mismo grupo filogenético o intra-clado, asi como también inter-clados, inclusive
muy distantes evolutivamente (Heil & Bueno, 2007; Piesik et al., 2011a,b; Rodriguez-Saona, 2012;
Lopez, 2012; Miiller et al., 2013; Hassan et al., 2015; Blande, 2016; Li et al., 2016).

Para Fusarium se han detectado una serie de COVs tanto especie-especificos como comunes a
varias especies del mismo género (Becker, 2013). En el caso de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg, se
han registrado varios COVs cuyos perfiles mostraron algunas diferencias segtin sean las condiciones
de crecimiento y ensayo (in vitro, a campo, invernadero), y tipo de cepa, siendo todo modelo de
estudio especificado en cada experimento. En la tabla 4, del “anexo”, se especifican los volatiles mas
importantes o mas frecuentemente detectados en dicho anamorfo fitopatégeno. Un dato adicional
es que l-octen-3-ol, 3-octanol y 3-octanona, tres COVs emitidos por la mayoria de los hongos
eumicetes, provienen de la oxidacién enzimatica de PUFAs via LOXs y/o por oxidaciones
espontaneas, es decir, son oxilipinas fingicas (Megan & Evans, 2000; Combet et al., 2006; Bennett
& Inamdar, 2015).
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PARTE 2: Actividad Metabélica de 1a Via Lipoxigenasa en Cariopsis de Zea
mays L. ssp. mays, en Respuesta a Compuestos Organicos Volatiles

Emitidos por Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg

Introduccion

Argentina se posiciona en el 3° productor (www.fao.org/faostat, 2014) y 5° exportador
(Asociacién de Maiz Argentina [MAIZAR], 2013) mundial de granos maiz. Sin embargo, alrededor
del 40% cosechado se consume internamente, como forraje animal (90%) y en la industria (10%;
MAIZAR, 2013). La cosecha y almacenaje en silo-bolsa, y posterior utilizacién como forraje, es la
practica mas comun entre los Pequefios y Medianos Productores Agropecuario y Tamberos del
centro del pais (Casini et al., 2009; MAIZAR, 2013; Porta, 2017). De acuerdo al destino del grano, al
mismo se lo puede almacenar en silo-bolsa, silos de chapa, galpones destinados a granel o en celdas
(Casalins, s.f.), poseyendo cada uno problemas caracteristicos de proliferaciéon de insectos y de
moho micotoxigénicos. En especial cuando se alteran los factores que aseguran la preservacién de
la calidad del grano durante el almacenado (Casini & Santajuliana, 2008; Favre, 2012). La infeccién
con dichos hongos también ocurren a campo (Duncan & Howard, 2010), independientemente del
método de almacenamiento, y en ambos casos se produce contaminacién del grano con micotoxinas,
por ej. en la regiéon Pampeana y en el NOA, la tasa de infeccién por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg
y consecuente contaminacion con FBs, es altisima, hasta alcanzar el 100% en algunos casos (Carmona
& Scandiani, 2011; Aguaysol et al., 2013; Martinez & Moschini, 2014).

La exposicion a la micotoxina por parte de los animales y personas, se da naturalmente por via
oral durante la ingesta de maiz, o alimentos derivados, que estin contaminados, provocando efectos
fisiol6gicos adversos. Por ej. distintos tipos de cdncer en muchos animales (US Food and Drug
Administration [USFDA], 2001), posible relacién con cancer esofagico e intestinal en personas (Pitt,
2000; IARC, 2002, pp. 309-311), y leucoencefalomalacia equina en caballos (Giannitti et al., 2011),

entre otros.

El Manejo Integrado de Plagas a campo y durante el almacenamiento se basa en muchos
métodos complementarios para disminuir el dafio causado por organismos no deseados, a expensas
del uso de quimicos sintéticos que generalmente son perjudiciales a la salud del hombre, animal y
ambiente (Casini & Santajuliana, 2008; Sarandén & Flores, 2014). Una alternativa creciente es
desarrollar sistemas de Manejo de Plagas centrdndose en el conocimiento de la naturaleza de las
interacciones quimicas entre los organismos, via compuestos volatiles, ej. comunicacion planta-
planta (Farmer & Ryan, 1990; Xu et al., 2016), o interacciones tri-tréficas (Piesik et al., 2011a), que
dan como resultado incremento de fenotipos defensivos, repelencia de herbivoros o atraccién de
depredadores naturales de herbivoros. Todos efectos buscados también por el hombre, para con las

plagas.
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Las oxilipinas vegetales, sintetizadas constitutivamente o por accién de elicitores, son conocidas
por tener un rol importantisimo en las defensas de las plantas frente a herbivoros y patégenos, ya
sea por accion directa o indirecta (Garcia-Mateos & Pérez-Leal 2003; Prost et al., 2005; Griffiths,
2015). Tales moléculas son sintetizadas inicialmente por accion de ciertas oxigenasas de acidos

grasos poliinsaturados, como las lipoxigenasas (Andreou & Feussner, 2009; Griffiths, 2015).

Teniendo presente que dentro del silo coexisten cariopsis, insectos, bacterias y hongos
filamentosos, las interacciones establecidas pueden ser numerosisimas, inclusive aquellas mediadas
por quimicos transportados por el aire (Herrera et al., 2015; Zunino et al., 2015); y con el afan de
dilucidar las posibles comunicaciones interespecificas grano - hongo patégeno, se gesta el presente
trabajo. Este, enmarcado en la Tesina de Grado de la carrera Cs. Bioldgicas, de la FCEFyN, UNC,
pretende arrojar luz sobre la naturaleza de una posible interacciéon mediada por COVs entre F.
verticillioides (Sacc.) Nirenberg y cariopses maduros de Zea mays L. ssp. mays, en condiciones de

almacenamiento.

Este conocimiento nos aportaria una valiosa herramienta para posteriores desarrollos de
tecnologias, métodos de control o manejo de plagas, que no comprometan la integridad de la salud

animal y humana, y permitan la reduccién de aplicacion de pesticidas sintéticos.

Hipotesis

En condiciones de almacenamiento, los COVs emitidos por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg
inducen la activacién de la via lipoxigenasa en cariopsis de Zea mays L. ssp. mays (maiz) con emisién

de COVs antifangico.

Objetivos

Objetivo general.

Aportar nuevos conocimientos sobre la respuesta de lipoxigenasas de cariopsis de Z. mays L.
ssp. mays maduros, expuestos a COVs de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg, y a su vez el efecto que
poseen los COVs emitidos por el propio cariopsis “acondicionado” sobre el mismo desarrollo
fangico, para desarrollar futuras técnicas de manejo integrado de plagas en granos almacenados, a

expensa del uso de pesticidas artificiales con efectos toxicos a personas y animales.

Objetivos especificos.

I.  Evaluar la actividad lipoxigenasa de cariopsis de maiz expuestos a COVs emitidos por F.
verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

II.  Evaluar el perfil polipeptidico de albiminas y globulinas de cariopsis de maiz expuestos a

COVs emitidos por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg.
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III.  Evaluar el efecto de los COVs emitidos por cariopsis de maiz acondicionados sobre el
crecimiento vegetativo de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

Materiales y métodos

i. Obtencién de organismos estudiados.

Cariopsis de Zea mays L. ssp mays: Por cuestiones de accesibilidad y por su gran utilizacién en
el centro del pais, en el presente trabajo se emplearon granos de Zea mays L. ssp mays (Poaceae),
variedad AX887-HCL-MG de Nidera S.A.®. Los mismos fueron facilitados por la Dra. Maria José
Martinez, Coordinadora del Proyecto Cereales, desde el programa de mejoramiento de la Estacién
Experimental Manfredi (INTA) temporada 2015/16. El material se conservé en envases plésticos
cerrados y secos, a una temperatura de -40 °C y una humedad relativa de 70 + 5%. Este hibrido se
caracteriza por ser resistente a la “roya” y “tizon” del maiz, tolerante a imidazolinonas y resistente
al lepidéptero “barrenador de tallo” Diatraea saccharalis Fabricius (Salinas, s.f.; Nidera SA, s.f.). Cabe

destacar que los cariopsis estaban en su madurez fisiologica.

Organismo fangico: Se utilizé cepa micotoxicogénica Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg
M3125 aislada originalmente de maices de California, USA (Leslie et al., 1992); proporcionada por
el Dr. Robert Proctor, (United States Department of Agriculture, Agricultural Research Service, National
Center for Agricultural Utilization Research, Peoria, IL, United States).

ii. Incubacion de Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

A 20g de cariopsis de maiz esterilizados (en autoclave con 6,5ml de agua destilada por 20min a
120°C., en Erlenmeyer con tapén de gaza), se los utilizé como substrato biolégico para el desarrollo
de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg a fin de simular la infeccién fangica de los granos de maiz en
condiciones de almacenamiento. La precaucién de utilizar material biol6gico como fuente de
nutrientes y matriz de crecimiento del fitopatégeno es para no generar una posible alteracion del
perfil de COV (o al menos, no alterarlo groseramente) con respecto al emitido en condiciones reales
a campo, ya que los perfiles de COVs son alterados con las condiciones ambientales/nutricionales
del hongo (Bartelt & Wicklow, 1999; Rizzi, 2009; Becker et al., 2014).

La esterilizacién con autoclave del maiz asegura de que el embrion este muerto durante el
experimento, un factor clave para que no emita COVs producto de su propio metabolismo, que
podrian generar conclusiones erréneas sobre los resultados obtenidos. El interés en este trabajo se

centra en la respuesta que puede generar los COVs fungicos, y no los COV de maiz.

El inéculo de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg que se utiliz6 fue un fragmento de micelio
vegetativo de 7 dias de crecimiento en una placa de Petri (de 9cm de didmetro) con medio de cultivo
sintético Czapek-Dox-Agar (CDA), con oscuridad continua y a 28 + 5 °C. Este fragmento de micelio

se obtuvo cortando una seccién de 1cm? de medio sintético (“taquitos”) de la periferia de la colonia
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como indica la figura 2.1, A. Estos se colocaron tres por cada Erlenmeyer con el maiz en su interior
y se lo dejo6 incubar por 7 dias, en oscuridad continua y a 28 £ 5 °C a fin de que infecten todo el
material (Figura 2.1, B y C). Para los controles, se procedi6 de la misma manera a excepciéon de que
los maices no fueron inoculados con nada: maices autoclavados sin mas. Estos hongos creciendo

sobre maiz son los emisores de COV

Figura 2.1. Incubacién de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

A) Placa de Petri (9cm didmetro) con una colonia vegetativa de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg creciendo sobre medio
sintético Czapek-Dox Agar 1%, en oscuridad continda a 28 + 5°C. La secciéon cuadrangular indica la medida aproximada
de “taquito” que se extrae para inocular a los granos. B) Erlenmeyer con 20g de granos de Zea mays L. ssp mays (Poaceae)
CV: AX887-HCL-MG autoclavados sin (izquierda) y con (derecha) in6culos fungicos (control y tratamiento,
respectivamente), después de 7 dias de incubacién en oscuridad continua a 28 + 5°C. C) Zoom a los granos del
Erlenmeyer de la derecha en la figura B. Autoria.

iii. Acondicionamiento de granos de maiz por COVs emitidos por F. verticillioides
(Sacc.) Nirenberg.

Para el acondicionamiento (o induccién, o tratamiento, términos usados como sinénimos para
el presente) de los cariopsis maiz, se los expuso a COVs emitidos por F. verticillioides (Sacc.)
Nirenberg creciendo sobre el mismo tipo de substrato biol6gico. Para esto, se procedié segun
Trematerra, P. y cols. (2013) y Xu, W. y cols. (2016) en sendos trabajos investigativos, con algunas
modificaciones. Brevemente, se utilizé una “cdmara de induccién” que consiste en un contenedor
de plastico (20 x 30 x 10cm) con tapa, opaco a la luz y dividido internamente por un tabique que
delimita dos compartimientos, “A” y “B” (figura 2.2). Ambos compartimientos estan comunicados
entre si por una rendija formada entre el extremo superior del tabique y la cara interior de la tapa

(ver “anexo,” figura 2 para orientarse en el experimento).

Sobre la base de una cadpsula de Petri sin tapa, en “A”, se colocé los 20g de cariopsis de maiz
inoculado o infectado (item ii), y en otra cdpsula en “B” se colocaron 20g granos de maices vivos y
sanos, con el fin de que queden expuestos a los COVs provenientes de “A” (granos inducidos:
unidades o “tratados”). A este sistema se lo deja a temperatura ambiente, en el interior del
laboratorio, al resguardo de la luz, por una duracién de 7 dias. Cabe destacar que no se destapa en

ningtin momento dentro del periodo de induccién. Como control se realiz6 exactamente el mismo
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procedimiento, s6lo que en “A” se colocaron maices autoclavados no inoculados con hongos, como

se ha descripto en el item ii.

LA | L B

Figura 2.2. Cdmara de Induccién.
Esquema en vista de perfil (izquierda) y fotografia (derecha) de la cAmara de induccién utilizada en el presente trabajo.
Autoria.

iv. Purificacion parcial de las LOXs de cariopsis de Zea mays L. ssp mays.

Para la evaluacion de la actividad lipoxigenasa (LOX) de maices se prosiguié segun el trabajo
hecho por Gardner y Weisleder (1970), con algunas modificaciones. Para el presente se tomaron
aprox. 20g de cariopsis acondicionados (items iii), se congelaron con Nz () y se los tritur6 hasta un
polvo fino con un molinillo para tal fin, con el objetivo de aumentar al maximo la superficie de
contacto entre el grano y el buffer de Extraccién de Sodio-Fosfato 0,1M, pH 7,0 (Buffer E; proporcién
1:2P/V de molienda y buffer). Para evitar la protedlisis enzimatica durante este proceso, se le
adicion¢ fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) en una proporciéon 1,25.10-%:1 V/V (PMSEF : buffer E).
Este inhibidor de proteasas no tiene efecto inhibitorio o sinérgico significativo, sobre la actividad
enzimatica de las LOX (Theerakulkait & Barrett, 1995).

Para maximizar la extraccién se agit6 esta mezcla durante 60min. en un agitador orbital. Luego
se filtr6 la fraccion acuosa y se la centrifugé durante 15 min. a 8.000 revoluciones por minuto (rpm)
entre 0 y 4°C. Este procedimiento permite sedimentar la gran proporciéon de almidén y restos de
tejidos del cariopsis, y recuperar un volumen de sobrenadante, Vs, el que serd sometido a una
sedimentacién proteica por precipitacion salina o salting out. Para esto se le agregé (NH4)2SO4 ) a
una concentraciéon aproximada del 50% de la concentracion de saturacién en agua a 0°C
(Theerakulkait & Barrett, 1995) durante 60min. y 0-4°C. Estas condiciones favorecen la precipitacion
de las fracciones proteicas correspondientes a las albtiiminas y globulinas, con masas que oscilan
entre 65 y 150 KDa, respectivamente (Blanco & Blanco, 2011, cap. 3), fraccién en la cual se encuentra
nuestra enzima de interés, las LOX, cuya masa estimada para las isoenzimas aisladas de embriones
de maiz es de 90,5 £ 0,3KDa (Theerakulkait & Barrett, 1994).

Luego a las muestras se las volvi6 a centrifugar durante 15 min. a 8.000 rpm, entre 0 y 4°C. Se
descart6 el sobrenadante y al precipitado obtenido se lo diluyé con una solucién amortiguadora
(buffer R: Sodio-Fosfato, 0,2M, pH 7,0) a un volumen equivalente a % Vs. El exceso de bisulfato de
amonio se extrajo mediante diélisis, que se realizé6 con una membrana de poro 10.000Da y buffer R
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durante 18 horas. Estas muestras dializadas van a ser la fuente de LOX parcialmente purificadas, de

ahora en adelante simplemente Extracto Enzimético (EE).

v. Cuantificacion de proteinas solubles.

Las Proteinas Totales Solubles (PTS) en el buffer R o presentes en el EE corresponden a la fracciéon
proteica de albaminas y globulinas del cariopsis de maiz y su concentraciéon se determin6 mediante
el método espectroscépico descripto por Bradford, M. M. (1976) con algunas modificaciones. Para
ello se emple6 una microplaca de 96 pocillos (Greiner CELLSTAR®, F-Bottom) en dénde se realiz6
por un lado, diluciones seriada de albamina bovina (1 - 0,5 - 0,25 - 0,125 mg/ml) para construir una
curva patrén (tres réplicas por concentracion) y por otro, diluciones seriadas, con tres replicas, de
las muestras (EE sin diluir, diluido al doble, al cuddruple y al 6ctuple). Luego a 5ul de la
muestra/albimina bovina se la mezcl6 con 250 pl del reactivo Coomassie Brilliant Blue G-250 (reactivo
de Bradford); los blanco se realizaron con 5ul de buffer R y 250 ul de reactivo de Bradford. Se midi6

absorbancia con un espectrofotémetro para microplacas a una longitud de onda de 595nm.

vi. Medicion de la actividad lipoxigenasa.

Preparacién de la solucion madre del substrato: El sustrato que se utilizé para avaluar la
actividad de lipoxigenasas (LOX) es el 4cido linoleico (AL o 18:24912; Sigma-Aldrich®, pureza = 99%).
Algunas de sus propiedades fisicas® ttiles para posteriores calculos son: el peso molecular: 280,4455
g/mol y densidad: 0,902 g/ml (20°C). Este compuesto es el sustrato principal de las lipoxigenasas
(Andreou & Feussner, 2009).

La Solucién Madre del Substrato (SMS), como su nombre lo indica, se utilizé como fuente del
substrato de la enzima LOX. Los tipos de compuestos que se utilizaron, asi como sus proporciones
y orden de adicién, fue el resultado tanto de informacién bibliografica, principalmente del trabajo
realizado por Theerakulkait y Barrett (1995), como de una serie de pruebas y ajustes experimentales.
Finalmente esta solucién consta de los siguientes compuestos, con sus concentraciones (expresada
en concentracion porcentual en volumen) y orden de agregado: a) polisorbato 20 (conocido como
Tween-20): 0,400%; b) AL: 0,400%; c) Agua Mili-Q: 48,600%; d) Hidréxido de Sodio (0,5N): 2,000%;
y e) Agua Mili-Q: 48,600%. El AL alcanz6 una concentracion final de 64,340 mM.

Debido a la baja solubilidad? en agua del AL (1,59 mg/1) se necesita de un emulsionante para
que el mismo se homogenice de manera estable en la solucién acuosa, para ello se utilizé el
detergente a una proporcién 1:1V/V Tween-20 : AL, cantidad que no inhibe significativamente a la
actividad enzimatica de las LOX (Surrey, 1964). El propésito de agregar el hidréxido de sodio fue
para clarificar la soluciéon (Theerakulkait & Barrett, 1994; 1995).

3 NCBI. PubChem Compound Database; C1D=5280450, https:/ / pubchem.ncbi.nlm.nih .gov/ compound/
5280450 (accessed Sept. 9, 2016).
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Medicion de la Actividad LOX: La solucion que se emple6 para medir la actividad de las LOX,
llamada Solucién de Reaccion (abreviado SR), fue la utilizada por Theerakulkait y Barrett (1995)
con ciertos ajustes: 63,05% de Buffer R, 18,47% de EE y 18,49% de SMS. Las reacciones se llevaron a
cabo en microplacas de 96 pocillos especiales para espectrofotometria en UV (Greiner®, F-Bottom)
y los volimenes utilizados fueron: Buffer R = 204,6ul; EE = 59,9ul y SMS = 60ul (volumen final, V =
324,3ul).

La actividad de las LOXs se determin¢ espectrofotométricamente monitoreando la formacién
de dienos conjugados presentes en la estructura molecular de los acidos hidroperoxi-
octadecadienoicos (4c. HPOD; Andreou & Feussner, 2009) en funcién del tiempo, por 30min. a 25°C,
de acuerdo al método descripto por Grossman, S. y Zakut, R. (1979) con algunas modificaciones.
Para ello se utilizé un lector multimodo de microplacas BioTek instrumet (BioTek synergy HT). El pico
de méxima absorcién de radiacién electromagnética de estos dienos conjugados corresponde a una
longitud de onda, Amax = 235nm, para una concentracién del ac. 13-HPOD < 0,0200mM (Gibian &
Vandenberg, 1987). Pero para la presente tesina se midié a 234nm ya que se ha probado que funciona
muy bien (Surrey, 1964; Grossman & Zakut, 1979; Theerakulkait & Barrett, 1995). Cada muestra se

midié por triplicado o cuadruplicado de técnica.

La cantidad de enzima activa presente y el nivel de actividad de la misma, en una preparacion
o extracto, se indica habitualmente en unidades internacionales: Unidad Enzimética (U). Se define
ésta como la cantidad de enzima que cataliza la transformacion de un micromol de substrato por
cada minuto transcurrido de la reaccién, bajo condiciones experimentales definidas (pH,

temperatura, volumen de reaccién, longitud de paso 6ptico, etc.; Blanco & Blanco, 2011).

da v

at e-d [minl. (mM.cm) 1) L.cmL.ml]
[min-l.mM.ml]

[min-. 10-3.mol. (1000ml)-1 .ml]

[min-t. 10-3.mol. 10-3]

[pmol. min-1]

U=

Aa: cambio instantdneo de la absorbancia; At: cambio instantdneo del tiempo [min]; e: coeficiente de extincion molar [(mM.cm) -1]; d:
longitud del paso dptico [cm]; V: volumen de reaccion [ml].

Para el presente estudio se utilizaron los valores propios del sistema de medicion, asi €nrop) =
23.000 + 560 [(mM.cm) 1] (Gibian & Vandenberg, 1987; Theerakulkait & Barrett, 1995), d = 0,901cm
(figura 2.3) y V = 0,3243ml.

Figura 2.3. Dimensiones de un pocillo y cdlculo de d.
(1)} 6196 Detalles y medidas de un pocillo de microplaca de fondo plano Greiner.

— La longitud del paso 6ptico (& interno promedio del pocillo = 6,77mm):
‘ d=V /mo.r2=3243mm3 / m.(3,385 mm)?2 = 9,0lmm. Tomado de
= e www.milian.com/data/pdf_guides/
‘ o\‘ ' Y 1 en/guide_des_microplaques_GREINER.pdf
Qo ' |
| =1 '
26,39
——
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La Actividad Especifica (EU) es una medida que expresa la pureza relativa de una enzima en
un extracto o preparacion, y se expresa en unidades de actividad enzimatica por unidad de cantidad

de proteinas totales en dicha preparacion; la unidad mas utilizada es [pmol. (min . mg) -] (Blanco &
Blanco, 2011).

U
EU—P

U: unidad enzimdtica [pmol. min-1] y P: cantidad de proteinas [mg].

P esla cantidad de proteinas en la preparacion enzimatica para la medicién de la actividad LOX,
es decir en la SR, y se determiné de la siguiente manera:

P=PTS EE
PTS: concentracion de Proteinas Totales Solubles en el EE [mg/ml]; EE: volumen del EE en la SR (0,0599ml).

Entre todos los experimentos el V, ¢, d y EE no fueron modificados, por lo tanto fueron
considerados como valores constantes para la ecuacién de actividad especifica. Por otro lado A y

PTS fueron variables a determinar.

Debido a la baja actividad basal que tienen las LOX en los cariopsis de maiz, se defini6 por
conveniencia, a una Unidad Enzimatica Especifica de LOX (EUrox) como el incremento de la
absorbancia del 0,001 por min, a 234nm bajo las condiciones de ensayo definidas (Theerakulkait &
Barrett, 1995). Por esto, se entiende que 1 EUrox equivale a una actividad cuya pendiente es de 0,001

min-. De acuerdo a esto, se puede obtener la siguiente ecuacion:

EU _[0.301) Vv
tox P e d
N A %
EU, ox= 0,001 (PTS.EE) ¢.d
_ A 1000 V
EU xBTS EE ¢ d
Fu = A 1000 .0, 3243 m |/
Lox  PTS 0,0599m/ 23000(mM cm)' 0,9009cm
. umol A
EU,,,= 0,2613 = —— 55=

Los valores de las pendientes, A, fueron calculados como la diferencia absoluta entre la
pendiente en bruto que tomé una muestra (A;) y la pendiente de la SR blanco del mismo experimento
(Ablanco): A= (Al - Ablanco)~

El blanco se prepar6 de la siguiente manera: Buffer R = 264,3 y SMS = 60ul. La finalidad del
blanco fue para discriminar el incremente de la absorbancia (Amax: 234nm) entre la formacién de

dienos conjugados por un proceso denominado peroxidacién lipidica no enzimética (oxidacién
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natural del dcido graso poliinsaturado; Fagali, 2011) del AL, y la formacién de dc. HPOD, producto
de la oxidacién enzimatica de las LOX (Andreou & Feussner, 2009).

A cada unidad experimental (20g cariopsis de maiz) le midi6 su EUrox por triplicado o
cuadriplicado (réplicas de técnica). Naturalmente se aprecia que existe una variabilidad en las EUrox
que puede deberse a una multiplicidad de factores: biol6gicos, fisicos y quimicos que forman parte
de la biologia del emisor de volatiles Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg y del receptor Zea mays
L. spp. mays, de las condiciones no controladas a lo largo de todo el experimento como durante el
cultivo del hongo, infeccién de granos, induccion, soluciones de medicién, etc. Cabe mencionar la

sistematizacion de los procedimientos a lo largo de los ensayos y entre los ensayos.

vii. SDS-PAGE.

El extracto proteico a analizar, fue una alicuota del realizado para el andlisis de la actividad LOX
(ver items iv y “anexo”, figura 2). Para la evaluacion del perfil polipeptidico de las albiminas y
globulinas de cariopsis maduros de maiz, expuestos y no expuestos a COVs fungicos (ver items ii),
se procedid a la realizacion de electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE, por: Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

siguiendo el método descripto por Laemmli, U. K. (1970), con algunas modificaciones.

Se utiliz6 un sistema de electroforesis de multiples zonas (gel heterogéneo o buffers
discontinuos; figura 2.4), ya que ofrece mayor poder de resoluciéon de las bandas proteicas que una
electroforesis con gel homogéneo. Dicho sistema consta de dos geles de poliacrilamida que varfan
en el tamafio de poro. La primera porcién, el gel concentrador (stacking gel), posee un tamarfio de
poro relativamente grande y su funcién es la de concentrar los polipéptidos en una banda de modo
que las muestras ingresen al gel separador en forma de una banda discreta (Garcia Pérez, 2000). El
gel concentrador y separador se prepararon al 3 y 12,5% P/V acrilamida-bisacrilamida,

respectivamente segtn la metodologia empleada por Wu, X. y cols. (2011).

Figura 2.4. Gel electroforético de poliacrilamida.
Fotografia de un gel fuera del molde (dos placas de
vidrio separadas 1,5 mm de espesor) y después de
haberse realizado la corrida electroforética, tefiido y
decolorado. Autoria.
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El tratamiento conjunto con SDS (dodecilsulfato sédico: un detergente anidnico
desnaturalizante), -mercaptoetanol ($-Me, un agente reductor de puentes bisulfuros) y calor,
desnaturaliza por completo a las proteinas de tal modo que la longitud de la cadena (proporcional
al peso molecular), es la tinica que determina la velocidad de migracién de una banda en una SDS-
PAGE (Garcia Pérez, 2000). La migraciéon de los complejos SDS-polipéptido hacia al dnodo es
inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular (log PM), por lo que es factible
determinar el peso molecular aproximado de las bandas de interés, al compararlo con una banda

patrén (Garcia Pérez, 2000).

El volumen de muestra sembrado en cada calle fue de 30 pl. Cada muestra se diluy6 en buffer
de muestra (Buffer M: 0,2 M Tris-HCl, 15% v/v glicerol, 2% p/v SDS, 0,2 M EDTA, 5% v/v p-Me,
0,1% p/v azul de bromofenol, pH 6,8) en una relacién 2:1 V/V muestra: buffer M, se lo calent6 a 95-

100°C durante dos minutos.

Se sembré también una muestra que contiene una mezcla de proteinas con peso molecular
conocido o muestra patron (Bio-Rad, Hercules, CA, USA): aprotinina (5,7 kDa), lisosima (18,5 kDa),
inhibidor de tripsina (28,4 kDa), anhidrasa carbdnica (35,9 kDa), ovoalbtmina (52,9 kDa),
seroalbtimina bovina (96,3 kDa), 3-galactosidasa (113,5 kDa) y miosina (198 kDa).

Se utiliz6 un equipo electroforético “mini slab” (Cole Parmer, Dual vertical Mini-Gel Systems,
Modelo 28575-00) y la corrida se realizé a 20 mA durante 3 horas continuas, empleando un “buffer
de corrida”: 25 mM Tris-HCl, 0,2 M Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3. El buffer de separacién se preparé con
0,375 M Tris-HCl, 0,2% SDS, pH 8,8.

Luego, una vez terminada la corrida electroforética, los geles se fijaron en acido acético al 25%
v/v durante 45min, y se colorearon con Coomassie Brillant Blue G - Colloidal, durante 24hs. La
decoloracién se realizé con solucién acuosa de etanol (30% v/v) y &cido acético (10% v/v). Una vez
terminado, los geles fueron escaneados mediantes un escaner HP® Deskjet F300 All-in-One seties y las
imagenes en formato .jpg (calidad 2400ppp) fueron procesadas, primero por PhotoScape®: Free Photo
Editor (www.photoscape.org), un software de edicién de imagenes gratuito, a fin de mejorar
contrastes, brillo y color, y luego con Imaen] 1.50I, un software de procesamiento de imagenes de

dominio publico desarrollado por National Institutes of Health, USA (www.imagej.nih.gov/ij/).

Calibracion del SDS-PAGE. Se procedi6 a construir una curva de calibracion a partir de una
regresion lineal entre RF (relacion de frente) y Log(PM) (logaritmo del peso molecular) de cada
banda patrén. La RF es la relacion entre la distancia de migracion de una banda proteica
determinada y la distancia de migracién de toda la muestra (frente de corrida). Se utilizaron los
softwares Imagen] para el procesamiento de imagen y determinacién de RF, y R para el test de

regresion lineal (figura 2.5).

A partir de la ecuacion de la recta obtenida por regresion lineal, se pudo despejar la variable PM
(peso molecular, en KDa): PM = 10 (RF-156)/-068), para luego poder calcular los pesos moleculares de

los polipéptidos de interés. Luego, para tener en cuenta el grado de incertidumbre asociado a la
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técnica, se procedié a una comparacion entre el PM calculados mediante la ecuacién y el PM del
marcador utilizado (tabla 2.1).

o9 5 . Figura 2.5. Curva de
= RF = -0.68 Log(PM) + 1.56 calibracién y ecuacion
de la recta.
[ee) ., .
1 A = Regresion lineal. RF =
R72 0.972 relacién de frente; PM =
- peso molecular [KDa].
o Autoria.
L
(14
~_|
o
o™
o
O
10 15 20  LOG_PM
Tabla 2.1.

Incertidumbre asociada a la técnica para la determinacién del PM en SDS-PAGE.

Pico RF PM mar. PM calc. Diferencia abs. Diferencia rel. (%)

1 0,05 198 168,3 29,7 15,0
2 0,11 113,5 135,0 215 18,9
3 0,20 96,3 98,6 2,3 24
4 0,33 52,9 65,0 12,1 22,9
5 049 35,9 37,2 1,3 3.6
6 0,62 28,4 24,1 4,3 15,2
7 0,80 18,5 13,3 52 28,4
8 1,00 5,7 6,7 1,0 16,9

Pico: namero de pico de la calle patrén (marcador); RF: relacién de frente; PM mar.: pesos moleculares de los
polipéptidos marcadores [KDa]; PM calc.: pesos moleculares calculados a partir de la ecuacion de la curva de calibracion
[KDa]. Diferencia abs.: diferencia absoluta = (/ /PM Calc. - PM mar./ /) [KDa]; Diferencia rel.: diferencia relativa = D.
abs./PM mar. Autoria

viii. Suspensién de conidias de Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

La suspension se realizé agregando 10ml agua destilada estéril sobre colonias fingicas
vegetativas de 7 dias de crecimiento sobre medio CDA en oscuridad continua a 28 + 5°C, agitando
vigorosamente con movimientos circulares y finalmente se la extrajo con una micropipeta
automatica (5ml). A esta suspension se le midi6 la concentracion de conidias con un hemocitémetro

y en los casos necesarios se ajust6 la concentracién deseada con agua destilada estéril.
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ix. Ensayo de actividad antiftingica

Para este ensayo de actividad antiftingica sobre Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg por
parte de los COVs emitidos por los maices acondicionados (ver “anexo”, figura 2), se utiliz6 un
sistema ideado personalmente (figura 2.6). El mismo consiste en dos bases de placa de Petri plasticas
(9cm de didmetro), enfrentadas entre si. Sobre la base de abajo, se colocé otra capsula de Petri de
menor didmetro y abierta, sobre la cual se deposita el material emisor de COVs, en ese caso, cariopsis
acondicionados (tratamiento) y no acondicionados (controles). En la base de Petri de arriba,
previamente se le colocé medio de cultivo sintético Czapek-Dox-Agar (CDA) y, una vez que se
solidific6, en su centro se deposit6 una gota de 5ul de suspension de conidias de Fusarium
verticillioides (Sacc.) Nirenberg (concentracién: 10 conidias/ml). Entre las capsulas de Petri se le
coloc6 una ldmina de papel aluminio con pequefias perforaciones en la periferia y por tltimo se las
sell6 con film de Parafilm M® (ver “anexo”, figura 3). Al sistema se lo coloc6 en oscuridad continua,

a 28 £5 °C. El diametro de la colonia se midié cada 24hs con un calibre (apreciaciéon 0,05mm).

I=7 — Figura 2.6. Sistema para
______.L—-—-——-—""“'——' > = Medio CDA evaluacién de crecimiento
peiforaciones fiingico bajo el estimulo de
/ —— COVs emitidos por maiz.
ﬂ4——-—""" Base El esquema muestra los
componentes del sistema.

Autoria.

Inodculo

Papel aluminio —

i NSNS - -
Cariopsis -

x. Analisis estadisticos.

Las unidades de estudio (20g cariopsis de maiz) fueron tomadas de manera aleatoria (se
consideran independientes entre si) de una muestra que proviene de una cosecha realizada en la

Estacion Experimental Manfredi del INTA, Cérdoba, temporada 2015 (ver item i, en este apartado).

Para la evaluacion de las diferencias en las actividades enzimaticas de lipoxigenasas (variable
respuesta: EUrox), se realizé una prueba de hipétesis para la igualdad de un par de medias
poblacionales independientes entre si, o test-t (variable independiente cualitativas: muestras:
tratamientos y controles, con 14 y 15 unidades de estudio respectivamente, repartidas en 5 bloques
o réplicas experimentales). Para esta prueba se debe cumplir que la variable en estudio tenga
distribucién normal y que la varianzas entre ambos grupos sean similares (Barén-Lépez & Téllez-
Montiel, 2004, p. 25).

La variable en estudio (EULox) se considera normal ya que no hay evidencia suficiente para
rechazar la hipétesis nula del test de Shapiro-Wilks (Ho: la variable tiene distribucién normal;
Balzarini et al., 2008, p. 68), corroborado graficamente con un grafico Q-Q normal (Balzarini et al.,
2008, p. 275). También se realiz6 una prueba de Levene (Ho: varianzas son iguales entre si) para la
verificaciéon del cumplimiento de otro supuesto requerido por el test-t, el de homogeneidad o
similitud de la varianza de ambos grupos (Barén-Lépez & Téllez-Montiel, 2004, p. 25; Balzarini et

al., 2008, p. 115). Para ver los resultados consultar tabla 1 del “anexo”.
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Como se comentara en su respectiva seccion (“resultados”: “Objetivo especifico I”), durante la
necesidad de transformar los valores de EUroxa EURM, se produce una desviacion significativa de
la normalidad en la variable respuesta del grupo de tratamiento (test Shapiro-Wilks para EURM
tratamiento: p-valor = 0,013), pero se mantiene en controles. Por lo tanto, la aplicacién del fest-t a
todo el conjunto de valores relativizados (EURM) no generaria una respuesta confiable ya que no se
cumple el supuesto de normalidad. Asi se realiz6 una prueba no paramétrica basada en la suma de
rangos de las observaciones de dos muestras independientes: test de Wilcoxon o Mann-Whitney U
(Baron-Lépez & Téllez-Montiel, 2004, p. 25; Balzarini et al., 2008, pp. 72-74). La ventaja de la
utilizacién de este dltimo test es que no se ve afectado por el tipo de distribucién que presenta la

variable dependiente.

Para los objetivos Il y IlI, las variables respuestas son area relativa del pico (AR) y didmetro de
la colonia fangica, respectivamente; y las variables independientes son controles y tratamientos

(cualitativas), como se especificara en sendas secciones. En ambos casos de aplica un test-t.

En todos los test se consideré un nivel de significaciéon de a = 0,05 y se usaron los software
estadisticos libres: R versién 3.3.1 (www.r-project.org) y RStudio versiéon 0.99.903 - © 2009-2016
(RStudio, Inc).

Resultados

Objetivo especifico I: Evaluacion de la actividad lipoxigensa de cariopsis de maiz

expuestos a COVs emitidos por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

Para el estudio de la actividad enzimaética de las lipoxigenasas (EULox) de cariopsis maduros de
Z. mays L. ssp. mays que han sido expuestos a COVs emitidos por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg,
se ha procedido a inducir a los granos, a realizarle un extracto y medirle proteinas totales solubles y
formacion de dcidos HPOD en funcién del tiempo de reaccién, como se detalla en “materiales y
métodos” items iii, iv, v y vi (ver esquema experimental general en “anexo” figura 2 y resultados

generales en “anexo” tabla 1).

A los valores de EUrox obtenidos en cada experimento (todos los resultados se obtuvieron de 5
réplicas experimentales) se los dividié por aquel que registr6 el valor mas alto, dentro del mismo
experimento o bloque experimental. Esta relativizacién de los valores (EURM) se debe a que en cada
experimento, el rango donde se dispersan los valores de EUrox varia hasta dos 6rdenes de magnitud
entre el primer y dltimo experimento. Este procedimiento entonces, si bien altera el rango de
dispersion de valores (0 a 1), no modifica la relacién que toman entre si, ni la relacién entre los

valores del grupo de controles con los de tratamiento (figura 2.7 y “anexo” tabla 1).

La transformacion de los valores reales a relativos al mayor valor (EURM) permite hacer una
prueba de hipétesis de diferencias de valores que toman los maices acondicionados respecto a los

no-acondicionados (tratamientos y controles, respectivamente), con la totalidad de los datos. Pero,
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Figura 2.7. Actividad LOX medida en cada experimento.

Se observa por cada experimento dos conjuntos de graficas de cajas, a la izquierda se representa a los valores de EUrox
“reales” es decir, tal como se los calcula originalmente. A la derecha (“relativo”), se grafica a los mismos valores, pero
relativizados al mayor valor de EU que toma una muestra dentro del experimento (EURM); de este modo, los valores de
actividad LOX dentro de cada experimento, sélo pueden variar de 0 a 1. Se aprecia como se mantiene exactamente igual
la relacion existente entre tratamientos y controles, entre valores de EU y EUREM. c = controles, t = tratamientos.
Autoria.

Figura 2.8. Actividad
enzimatica de maices
acondicionados y no
= acondicionados.
med = 0.9300 Gréfico de cajas que
representa a la actividad
— ] enzimatica especifica
] T relativizada al mayor valor
: (EURM) en funcién de Cy
= med = 0.530 T. Med = mediana; C =
controles; T = tratamientos.
Cufa dibujada a cada lado
i de las cajas: cuando las
: cunias de dos graficos de
caja no se traslapan,
5 entonces las medianas son
-vta?(f: IN(;I;O((,)TS; significativamente
= P ;Ipﬁa — 0.05| diferentesa un nivel de
T T significacion de 0,05. Como
dato adicional: media
C muestras ¥ aritmética para C= 0,556 y
T=0,874. Autoria.
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dado al incumplimiento del supuesto de normalidad para EURM en el grupo de tratamientos, el
procedimiento estadistico empleado fue entonces, el test no paramétrico de Wilcoxon (ver
“materiales y métodos”: item x). El resultado indica que hay suficiente evidencia, con un nivel de
confianza del 95%, como para rechazar la hipétesis nula de igualdad de medianas de la actividad

enzimatica especifica de tratamientos con respecto a controles (figura 2.8).

Es decir, que los cariopsis de Zea mays L. spp. mays, en su madurez fisiol6gica, expuestos a los
COVs fungicos emitidos por el fitopatégeno F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg poseen un incremento
de 1,755 veces su actividad especifica de lipoxigenasas con respecto a los cariopsis que no han sido

expuestos.

Objetivo especifico II: Evaluacion del perfil polipeptidico de albtiminas y globulinas de

cariopsis de maiz expuestos a COVs emitidos por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

El patréon de bandas polipeptidicas y los pesos moleculares de albiminas y globulinas de los
cariopsis tratados y no tratados se aprecian en las figuras 2.9 y 2.10, y la tabla 2.2 (para mayores
detalles: ver “anexo” figura 5 y 6). El primer analisis cualitativo, no detecta presencia o ausencias
neta de bandas polipeptidicas entre controles y tratamientos. Luego, dado el especial interés por las
bandas de peso molecular coincidentes con los de las LOXs de embriones de maiz (90,5 + 0,3KDa;
Theerakulkait & Barrett, 1994) y LOXs vegetales en general (75 a 100 KDa; Minor et al., 1996), se
realiza un analisis mds minucioso en aquella regiéon del gel comprendida entre el marcador 3 (96
KDa) y 4 (52 KDa). Ver tabla 2.1 en “materiales y métodos” para apreciar la “incertidumbre”

asociada al calculo de los pesos moleculares de la técnica.

electroforético
revelado.

Calle P: patrén de
pesos moleculares;
calles T-a, -b, -cy -d =
replicas biolégicas de

g . - . : “ tratamientos; calles C-
*" - w . . a, -b, -c y -d: replicas

P Ta Ca Tb Cb Tc Cc Td Cd [swere o

biolégicas de
controles. Autoria.
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Figura 2.10. Perfil
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Tabla 2.2.

Pico RF PM calculado Pico RF PM calculado  Peso molecular estimados de las
principales bandas polipeptidicas.

I 0,15 120,0 XI 036 57,0 Autoria.
II 0,17 111,7 XII 042 46,4
Im 0,18 108,6 XIII 044 43,3
IV 019 102,3 XIV 050 34,9
v 0,22 93,8 XV 052 32,5
VI 0,24 87,3 XVl 056 27,8
VII 0,26 80,5 XVII 0,63 21,8
VIII 0,28 74,2 XVIII 0,69 17,8
X 031 67,0 XIX 083 10,7
X 033 62,5 XX 0,93 y g

Seguidamente, se procedi6 a la determinacién del valor relativo de area (AR) correspondiente
alos picos V, VI, VII, VIIL, IX, Xy XI, ya que las LOXs, dado su peso molecular, deben estar formando
parte de, o ser alguno de, estos picos. Para esto se utiliz6 el software Image], y se tomé el valor de
area ocupado por el conjunto de todos los picos (area total) y luego el valor de cada pico individual,
para finalmente dividir a cada uno de estos por el total. Cabe mencionar que se estandariz6 a priori
el modo de delimitar la base de cada pico (ver “anexo” figura 4). A los valores de AR (4 réplicas
biolégicas de tratamientos y 4 de controles, distribuidas en un solo SDS-PAGE) se las ha sometido a

un test-t para igualdad de medias poblacionales.

El resultado del andlisis semi-cuantitativo descripto en el anterior parrafo (ver “anexo” tabla 2),
indica que a excepcién del pico V, ninguno de los demds analizados (VI a XI) muestran diferencias
significativas entre tratamientos y controles (a = 0,05), en lo que respecta a AR (tabla 2.3). Por su
parte, se advierte una clara diferencia estadisticamente significativa (p-valor = 0,0338) en el AR del

pico V, en donde se aprecia un mayor valor en maices que han sido acondicionado (media = 0,0046)
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con respecto a los no-acondicionados (media = 0,0031; figura 2.11). El primero es 1,48 veces mayor

que el segundo.

Tabla 2.3. )
Medias de Areas Relativas entre cariopsis tratados y no-tratados
Picos
Muestra v VI VII VIII IX X XI
T 0,0046 0,0383 0,1003 0,0572 0,0355 0,0481 0,0854
C 0,0031 0,0387 0,1107 0,0699 0,0581 0,0561 0,0977

La tabla muestra los valores medios de las Areas Relativas (AR) entre cariopsis de maices expuestos (“T”) y no expuestos
(“C”) alos COVs fungicos, en lo que respecta a los picos V a XI del perfil de intensidades del SDS-PAGE. El niimero de
réplicas biolégicas analizadas fueron: Picos V, VI, VII, VIII y XI: 4T y 4C; pico IX: 1T y 1C; Pico X: 3T y 1C. Autoria.
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Debe advertirse que el pico V se corresponde con una banda polipeptidica en el SDS-PAGE de
un peso molecular calculado de 93,8 KDa (sin considerar la incertidumbre del calculo y de la técnica).
Entonces no se descarta la posibilidad de que las LOXs estén formando parte de dicha banda, ya que
es un pico con PM cercano a las mismas (90,3 KDa) y es el tinico que present6 variacion
estadisticamente significativa en la intensidad o AR. Esta diferencia de intensidad, estadisticamente

significativa, se correlaciona con la diferencia de actividad LOXs calculada anteriormente.

Objetivo especifico III: Evaluacién del efecto de los COV's emitidos por cariopsis de maiz

acondicionados sobre el crecimiento vegetativo de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

Este ensayo, consisti6 en evaluar el efecto de los COVs emitidos por los cariopsis de maiz que
han sido acondicionados (ver “materiales y métodos” items iii) sobre el crecimiento radial de una
colonia de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg, mediante el método descripto en el item x de la seccién

“materiales y métodos”. El experimento completo se puede apreciar en la figura 2 del “anexo”.
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Una vez iniciado, se tomo la primera mediciéon del didmetro de la colonia fingica a las 48hs.
(momento en el cual la colonia se hace visible a simple vista y se hace factible su medicién) y luego
cada 24hs. Una particularidad, no prevista, es que a las 72hs comenzaron a visualizarse pequefias
unidades formadoras de colonias (UFC) los medios de cultivo que de los maices tratados. Este
inconveniente hace que el desarrollo vegetativo de la colonia fingica de interés se vea perturbado
por una competencia por nutrientes y por espacio fisico, originada por las UFC contaminantes, y por
ende, el resultado de la mediciéon del didmetro se ve alterado (ver “anexo” tabla 3). Pero es
interesante plasmar este resultado para la puesta a punto de esta técnica novedosa, sencilla y con

resultados prometedores.

Dado esto, el experimento se repitié adicionando una modificacion sugerida por Dr. J. Sebastian
Dambolena: se colocé una lamina de aluminio estéril con 20 perforaciones de Imm de diametro,
entre ambas capsulas de Petri enfrentadas por sus “bocas”, como se ilustra en la figura 2.6 del item
ix de la seccién “materiales y métodos”, y la figura 3, “anexo”. Los resultados muestran que a las
48 y 72hs de crecimiento, existe una significativa diferencia de crecimiento de las colonias fiingicas
expuestas a los COVs emitidos por granos de maices inducidos con respecto a los no inducidos
(tabla 2.4). Y posteriormente la tendencia se mantiene claramente pero no llega ser a significativo
estadisticamente, es mas existe una disminucién de dicha tendencia con el tiempo.

Tabla 2.4.
Actividad antifiingica

diametro colonia (mm)

muestra 48hs 72hs 96hs 144hs
T 13,65a 26,3a 39,55a 64.33a
C 15,2b 27,835b 41,16a 65,56a
p-valor  0,0011 0,0330 0,1 0,1862

T: maices que han sido previamente inducidos (tratamientos), C: maices que no fueron inducidos (controles). Los P-
valores mostrados son el resultado de un analisis test-t para diferencias de medias poblacionales (a= 0,05). Las letras
asignadas indican que hay diferencias significativas con el grupo apuesto cuando son diferentes entre si; 3 réplicas
biolégicas para tratamiento y 3 para controles. Autorfa.

Discusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son concordantes con un efecto de estimulacion
del metabolismo de las oxilipinas, via LOX, en cariopsis de maiz en la madurez fisiolégica cuando
son expuestos a una atmosfera enriquecida con COVs fungicos (COVFs). Esta afirmacion se basa en
que se pudo medir un incremento estadisticamente significativo, de aproximadamente una vez y
media, de la actividad enzimatica especifica LOX (enzima cuesta bajo de la via de oxilipinas), en
aquellos cariopsis que han sido expuestos previamente a COVFs, en comparacién con el grupo que

", u

no ha sido expuesto (ver “resultados”: “objetivo especifico 1”).

Una aproximacion a cudl de todos las moléculas volatiles emitidas por F. verticillioides (Sacc.)
Nirenberg (ver “anexo” tabla 4) es capaz de generar una activacion del metabolismo LOX en
cariopsis, la da Usseglio, V., en su trabajo enmarcado en Tesina de Grado, de la Carrera de Cs.
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Biolégicas, FCEFyN, UNC (Usseglio, 2016). Su trabajo concluy6 que la oxilipina volatil 1-octen-3-ol
tiene efecto inductor de la actividad enzimatica especifica LOX en granos expuestos, en contraste a

los no expuestos, bajo el mismo sistema de estudio realizado en la presente.

En segundo lugar, los resultados obtenidos en el analisis semi-cuantitativo del patrén de
albiminas y globulinas de los cariopsis expuestos y no expuestos a tales COVFs (ver “resultados”:
“objetivo especifico II"”), indican que hay un claro incremento, estadisticamente significativo, en la
concentraciéon de un tipo de polipéptido (incremento en la intensidad o, lo mismo decir, en el area
del pico correspondiente en un perfil de intensidades). Esta banda polipeptidica se corresponde con
uno que tiene un peso molecular calculado (93,8 KDa) muy cercano al de las enzimas LOX aisladas
en cariopsis de maiz (90 KDa; Theerakulkait & Barrett, 1994). Este resultado estd en concordancia
con el obtenido en el objetivo I, el incremento de la actividad LOX en maices acondicionados con
respecto a los controles. Asi, en Conjunto, no resulta extrafio considerar que existe un incremento en

la cantidad de tal enzima en cariopsis de maiz, como respuesta a la recepcién de ciertos COVFs.

No obstante, este altimo ensayo debe ser replicado a fin reforzar lo observado, y deben hacerse
estudios adicionales para poder confirmar fehacientemente de que se trate de aumento en la
concentracion o cantidad de lipoxigenasas. Por ej. por un lado se debe hacer una electroforesis SDS-
PAGE incluyendo la enzima LOX purificada para detectar exactamente su localizacion en la corrida
electroforética y ademads, analisis de biologia molecular de expresiéon de genes de LOX en los
cariopsis tratados. Una vez esto, se podra refutar o no refutar la hipétesis trabajada, o al menos una

parte de ésta.

Lo que puede estar sucediendo también es que exista una regulaciéon de la actividad LOX post-
traduccional (modulacién), lo que no implicaria cambios en los niveles de transcriptos (ARNm de
LOX), ni en la cantidad de enzima. Sino que se puede estar tratado de una activacién de la enzima
ya presente en las células embrionarias o de la capa de aleuronas. Y en este caso, la variacion

observada en el pico V se corresponderia con otro polipéptido.

Se ha visto, en estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio, que los maices generan
un efecto de repelencia hacia una plaga primaria, Sitophilus zeamais Motschulsky (Curculionidae -
Coleoptera), cuando previamente se los expone a COVFs emitidos por Fusarium verticillioides (Sacc.)
Nirenberg (Usseglio et al., s.f.), tal y como se los induce en el presente trabajo. Pero ademas, de
haberlos inducidos con la compleja mezcla de volatiles que naturalmente emite el fitéfago creciendo
sobre maiz, se han probado oxilipinas volatiles C8 fingicas puras, como 1-octen-3-ol y 3-octanol,
observandose el mismo efecto de repelencia antes mencionado (Usseglio et al., s.f.; Herrera et al.,
2015).

También se observé en nuestro laboratorio que las mismas oxilipinas ftingicas, 1-octen-3-ol, 3-
octanol y 3-octanona, a una concentracioén por encima de 0,53mM, poseen efectos inhibitorios sobre
la velocidad del crecimiento radial de colonias fangicas de Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg
(Herrera et al., 2015); y Megan y Evans (2000) mostraron que el filamentoso Trichoderma harzianum

Rifai emite COVFs que también inhiben el crecimiento de F. verticillioides (Sacc.) Niremberg (Megan
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& Evans, 2000). Estos datos sugieren que los COVFs tienen entre otros efectos, el de disminuir la
competencia inter- e intra-especifica por nutrientes y/o espacio fisico, por medio de inhibicién del

crecimiento via compuestos volatiles. Una manera de control de densidad poblacional.

La disminucién estadisticamente significativa de la tasa de crecimiento de las colonia del
fitopatégeno estudiado en la presente, hasta las 72hs (ver “resultados”: “objetivo especifico III”),
cuando se encuentran en una atmosfera enriquecida con COVs emitidos por cariopsis de maiz
acondicionados, nos advierte que, o bien existen COVs emitidos por el mismo grano en respuesta a
la induccién, o que hay desprendimientos de COVFs que han quedado adsorbidos en la cuticula de
la superficie del grano. Ambos casos no son mutuamente excluyentes, sino que pueden ser

complementarios.

Se puede advertir en este dltimo resultado (tabla 2.4) que a medida que pasa el tiempo, la
diferencia entre los didmetros de las colonias del hongo, entre controles y tratamiento se van
achicando. Cuando hasta las 72hs la diferencia es significativa, a las 96 y 144hs, los valores se
aproximan progresivamente. Este resultado se puede explicar con que el mismo hongo creciendo,
emite COVFs, que en dltima instancia esta generando un efecto de induccién en los maices , y éstos
responden emitiendo sus propios COVs con actividad antiftingica. No obstante, el experimento debe
repetirse con mas replicas y duracién, y distintos tipos de controles adicionales: controles positivos

y negativos.

Dado a que se midi6 claramente un incremento en la actividad de las enzimas lipoxigenasas (y
posiblemente aumento de su concentracién), es posible rastrear en el metabolismo de las LOX
posibles sub-vias que terminen en compuestos volatiles con actividad antiftingica (que explique el
resultado del objetivo III, del presente trabajo) y con actividad repelente para S. zeamais
Motschulsky (observado en nuestro laboratorio). Asi, en base a datos bibliograficos se puede
esquematizar que la via 13-LOX / 13-HPL / ADH generan una serie de C6 volatiles que incluyen al
(2E)-hexenal, (2E)-hexenol, (3Z)-hexenal, hexanal y hexanol (Mosblech et al., 2009; Hassan et al.,
2015), y también la sub-via 9-LOX / 9-HPL, que rinde aldehidos volatiles C9, como el cis-3-nonenal,
trans-2-nonenal (Hassan et al., 2015) y nonadienal (Hughes et al., 2009). También existen volatiles
relacionados a la sub-via 13-LOX / AOS /AOC que produce una serie de jasmonatos volétiles
(Hughes et al., 2009). Todos éstos, relacionados con algtin mecanismo de defensa vegetal, como lo
demuestra un estudio publicado de nuestro laboratorio dénde se demostr6 los efectos antiftingicos
sobre F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg que resultaron tener el (2E)-hexenal, (2E)-nonenal y (2E,67)-
nonadienal (Zunino et al., 2015). Este hallazgo se pone en sintonia con los resultados del presente
trabajo. Sintetizando lo discutido anteriormente, la figura 2.12 muestra un esquema que pretende

explicar los fendmenos observados.

Conclusion

Como conclusiéon se puede afirmar que la hipétesis no es rechazada, ya que se observé que los

cariopsis de maiz responden con un incremento del metabolismo de las LOXs cuando detectan
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COVFs en la atmosfera (evidenciado en el objetivo I, y coherente con el II) y en consecuencia emite
sus propios COVs con actividad antiftiingica (evidenciado en el objetivo III).

Perspectivas

Acerca de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg, atn existen pocas opciones para lograr un manejo
efectivo de esta enfermedad del maiz (Botta & Gonzalez, 2012, p. 134), pero en el marco de las
Buenas Practicas en Poscosecha de Granos (Abadia et al., 2013), los resultados obtenidos y el
esquema tedrico propuesto en la presente tesina de grado, ofrecerian un importante conocimiento a
tener en cuenta como herramienta, a la hora de desarrollar métodos de proteccién de granos durante

el almacenamiento.

Este modelo propuesto, requiere de futuras investigaciones para rechazarlo o no-rechazarlo, y
en caso de que no, es requerido para incrementar el nivel de detalle. La primera aplicaciéon practica
que resultaria, es la de sintetizar a gran escala y utilizar aquellos COVFs bioactivos, como fumigante
de efecto estimulante del sistema de defensa general de los granos almacenados, con el fin de

disminuir la tasa de infeccion fingica, durante el almacenado.

Esta idea puede llevarse a cabo, ya que existen ejemplos précticos que han resultados ser
prometedores. Asi la aplicacién del Isotianil (nombre registrado en 2010: Stout®), no tiene efectos
antifingicos o antibacterianos directo, pero dispara en la planta, la acumulacién de enzimas
relacionadas al sistema de defensas (como las lipoxigenasas y otras, en arroz) y la activaciéon de genes
de la via de sefalizacion de la fitohormona acido salicilico, también relacionada a la inmunidad
vegetal, en tejido vegetal tratados. Este descubrimiento fue iniciado por Bayer AG (ahora Bayer
CropScience AG) en Alemania en 1997 y desarrollado en conjunto con la empresa japonesa
Sumitomo Chemical Co (Ogawa et al., 2011; Bektas & Eulgem, 2015).
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Imagen 2.12. Respuesta del cariopsis de maiz frente a volitiles fiingicos.

Las células de la aleurona o del embrién, de los cariopsis de Zea mays L. spp. mays (Poaceae), en su madurez fisiolégica,
son capaces de detectar COVFs de su entorno, probablemente 1-octen-3-ol y/u otros especificos de F. verticillioides (Sacc.)
Nirenberg (Ascomycota). Ya sea, o bien por receptores de membrana, o bien los COVFs difunden a través de ella hacia el
interior celular, provocando un incremento de actividad del metabolismo de las LOXs, especificamente las sub-via 9-
LOXy 13-LOX asociadas a las enzimas 9- y 13-HPLs y AOS, generando en dltima instancia, aumento en la emisién de
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GLVs y/o jasmonatos con efectos inhibitorios del crecimiento de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg y repelente a Sitophilus
zeamais Motschulsky. Fv: F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg; Sz: Sitophilus zeamais Motschulsky; CV: célula vegetal. CA:
capa de aleuronas; COVFs: Compuestos Organicos Volatiles Fingicos; L-RM: ligando unido a receptor de membrana
vegetal; 9-/13-LOX: 9-lipoxigenasa y/ o 13-lipoxigenasa; 9-/13-HPL: 9-Hidroperoxi liasa y /o 13- Hidroperoxi liasa o
9/13- Hidroperoxi liasa. AOS: Alleno oxido sintasa; Jas. volatiles: jasmonatos volatiles; C6 y C9 volatiles: volatiles de 6 y
9 carbonos (Volatiles de Hojas verdes). Autoria.
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ANEXO: FIGURAS

Figura 1. Confeccion de silo-bolsa.

La fotografia muestra el proceso de “embutido” del
grano de maiz. 1) Chimango de la tolva
autodescartable (“monotolva”), 2) quebradora y
embolsadora. Ambas maquinas son accionadas por
tractores. 3) silo-bolsa ya confeccionado. Fotografia
tomada y proporcionada por Porta, J. F. (2017).

Figura 2.
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Figura 3. Sistema para medicion de actividad antifiingica via COVs.

Se aprecia en las fotografias que el papel aluminio esta perforado, P (foto A, vista superior), y cémo se posiciona entre
ambas placas de Petri (foto B, vista lateral), y a su vez, envuelto por fuera por parafilm. 1: base de Petri superior (contiene
el medio CDA y el in6culo fungico), 2: lamina de aluminio y 3: base de Petri inferior, donde se depositan los granos de
maiz, a su vez sobre una base de Petri de menor diametro. Autoria.

- Area Pico V

Area Total
[ ] Area Tota \Va”e

b4
Valle

Figura 4. Determinacion de dreas en el perfil de intensidades del gel electroforético SDS-PAGE.
Criterio para establecer limites inferiores de los picos, por €j. el pico V, calle Tb. Autoria.

73



Jacquat, A. G. (2017). Tesina de Grado

74



Cs. Biolégicas - FCEFyN - UNC

f Ta A
I i
! kl\ [ 1‘
(.. |
{ \‘/'fy \ f*‘; ! l . A
At \ “ 'k\ | '\‘
(/ A ok ] \I {V \f\\ “
/ l\ [ J \1 J ‘
| | | ]
,r \ ,‘f S ! W\ ‘J |
\ p x’j \\,,/ \ /“. : j‘ -
N N ' FooN
i e e w‘""" N ’ i e ,N”"A" e _”,-’} \! A7
Cb \
ﬂa. Tb H‘
% I
‘ |
‘| ! ,\ I' ‘.
| |
f\ﬂ\ ! \L N |1 N
Ny [ .
i A
| \ / k RV A
‘ b fe Vi
'( F ] 2 i
/ N off { Vo \
\ ! \ \,;/ ‘\ \ / | // \
S / \ I‘,
—a A Dl s \"/ S W
. ren e R, = -
Cc ﬁ. Tc ),f\
|
[N [
\ | | I A "\
/ \ J \ M, "W\ /:\ | \\ /I
A \ \ M |
|V \ l‘ f Y L |
|‘ \ mn | | \ #
} W '.‘ ‘| ‘ ,‘ \ A f
\ ,“ \ﬂk / \\\ / W Vo |
f bt / \ L
Ty o il e Nt S A SN “
= ' Td p\
[l |
| \
\ N
I8
‘] \ . A‘a_ ;ﬁ | i
“ ! H\ A 11\; L l\/‘ Hl
{/\\ ‘l \l‘ Jl‘ ’ ' Vool y /
NS AP¥} / |
‘J ! U .l\ JI f \ }, H
\ | |
| W N A
/ M\ [ / v
\ f %o \ A A Aons A
it WA JANA [\
oS- — o NN «>A,,~"’A\'F o \\‘“\M N . o A A,

Figura 5. Perfiles de intensidades del gel electroforético SDS-PAGE, entre el marcador1 y 4
La flecha en cada gréfico indica la posicién del pico V. Calles C-a, -b, -c y -d: replicas biol6gicas de controles; Calles T-a, -

b, -c y -d = replicas biolégicas de tratamientos. Autoria.
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Figura 5. Perfiles de intensidades del gel electroforético SDS-PAGE, entre el marcador2 y 3
La flecha en cada gréfico indica la posicién del pico V. Calles C-a, -b, -c y -d: replicas biol6gicas de controles; Calles T-a, -
b, -c y -d = replicas biolégicas de tratamientos. Autoria.
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Exp. Muestra PTS (mg/ml) A EU EURM Norm. (p-valor) Hom. de la Var. (p-valor)
T T 2,04 0,0058 3,85E-04 0,73 0.7303 0.2664
T 2,14 0,0071  5,24E-04 1,00
T 2,33 0,0071 4,82E-04 0,92
C 2,12 0,0064 4,43E-04 0,85
C 2,44 0,0064 3,85E-04 0,73
C 2,31 0,0046 2,04E-04 0,39
C 2,18 0,0051 2,76E-04 0,53
blanco - 0,0028 - -
2 T 5,27 0,0123 4,91E-04 0,94 0.1436 0.3397
T 4,89 0,0117 4,97E-04 0,95
4 5,26 0,0094 3,47E-04 0,66
T 5,08 0,0126  5,25E-04 1,00
C 491 0,0064 2,13E-04 041
C 4,65 0,0070  2,59E-04 0,49
C 5,40 0,0097 3,53E-04 0,67
G 5,25 0,0126  5,08E-04 0,97
blanco - 0,0024 - e
3 T 1,24 0,0059 7,38E-04 1,00 0.6871 0.6955
T 1,44 0,0057 5,98E-04 0,81
T 5,44 0,0114 4,32E-04 0,59
G 1,12 0,0040 3,72E-04 0,50
C 1,30 0,0055 6,24E-04 0,85
blanco - 0,0024 < z
4 T 0,68 0,0064 1,77E-03 0,70 0.7584 0
T 1,35 0,0149 2,53E-03 1,00
C 1,29 0,0067 9,90E-04 0,39
C 1,44 0,0118 1,82E-03 0,72
blanco - 0,0018 - =
5 T 0,62 0,0577 2,35E-02 0,90 0.8003 0.8187
T 0,99 0,0647 1,66E-02 0,63
dy 1,09 0,1114 2,62E-02 1,00
& 1,85 0,0509 6,94E-03 0,27
C 0,86 0,0477  1,39E-02 0,53
C 1,63 0,0600 9,35E-03 0,36
C 0,70 0,0471 1,70E-02 0,65
blanco = 0,0018 = =

Tabla 1. Resultados
experimentales de la
actividad LOX.
Exp. = Experimen-
tos: namero y orden
del experimento en
cuestion. Muestra:
tratamientos (T) y
controles (C), cada
uno es una réplica
biolégica; PTS =
proteinas totales
solubles; A =
pendiente en bruto
[min-1]; EU =
actividad
enzimatica
especifica LOXs;
EURM =EU
relatividad al mayor
valor dentro del
experimento
(EUx/EUmayor);
Norm. = Normali-
dad: p-valor de test
de Shapiro-Wilks (a
=0,05); Hom. de la
Var. = Homogenei-
dad de la varianza:
p-valor del test de
Levene (a = 0,05).
Los p-valores de
ambos test resultan
indistintos segtin se
tome la variable EU
o EURM. El p-valor
= 0 del experimento
4 se explica por el
bajo namero de
datos en el mismo
(dos tratamientos y
dos controles).
Autoria
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Tabla 2. )
Valores de las Areas Relativas de los picos V a XI para las muestras de maices.
Picos

Muestra V VI VII VIII IX X XI
Ta 0,0049 0,0421 0,1083 0,0472 n/c n/c 0,0910
Tb 0,0054 0,0340 0,0960 0,0542 0,0355 0,0590 0,0845
Tc 0,0039 0,0453 0,1332 0,0717 n/c 0,0229 0,1039
Td 0,0040 0,0318 0,0638 0,0556 n/c 0,0624 0,0624
Ca 0,0039 0,0337 0,1350 0,0557 0,0581 0,0561 0,0871
Cb 0,0033 0,0353 0,0924 0,0612 n/c n/c 0,1063
Cc 0,0020 0,0366 0,0867 0,0767 n/c n/c 0,0839
Cd 0,0029 0,0491 0,1286 0,0859 n/c n/c 0,1136

Muestras: corresponden a cariopsis de maices que han sido expuestos (“T”, tratamiento) y no expuestos (“C”, control) a
los COVs ftngicos; cada letra indica que son muestras biol6gicas independientes (replicas). Las 8 muestras pertenecen a
un mismo gel electrforético; n/c = no se calcula. Autoria.

Tabla 3.
Ensayo de actividad antifiingica y UFC.

Diametro (cm)

Muestra 48hs 72hs contaminacién
Ta 1,15 2,5 120
Tb 1 2,5 148
Tc 1 2 136
Ca 1,1 2,75 5
Cb 1,3 2,75 11
Cc 1 2,8 20
Cd 1,15 3 5

Muestras: corresponden a cariopsis de maices que han sido expuestos (“T”, tratamiento) y no expuestos (“C”, control) a
los COVs fungicos; cada letra indica que son muestras biolégicas independientes (replicas). La contaminacién del medio
de cultivo se expresa en unidades formadoras de colonias (UFC) de colonias que son extrafias. Cabe destacar que cada
muestra se le ha hecho un duplicado de técnica, y se ha realizado cada una de manera intercalada, de modo que esa
diferencia observable en el n° de UFC se debe a una consecuencia bioldgica de la exposiciéon de maices.
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Tabla 4.

COVs emitidos por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg
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Nombre IUPAC* PM Substrato momento de medicion Autor (afio)

2—meﬁ]propﬂ acetato 116,16 PDA; CVZm 8y21 dpi Rizzi et al, 2009

3-metilbutan-1-ol 88,15 PDA; CVZm 8y21 dpi Rizzi et al, 2009
CAZm 5 dpi Bartelt & Wicklow, 1999
CAZm 7 dpi Nuestro laboratorio

octan-3-ona 128,21 PDA; CVZm no presente a los 21 dpi Rizzi et 2, 2009
Mazorca 24 dpi Becker et al, 2014
CAZm 7 dpi Nuestro laboratorio

oct-1-en-3-ona 12620 CAZm 7 dpi Nuestro laboratorio

oct-1-en-3-ol 128,21 Harina de trigo 34 dpi Kaminski er al, 1974 **

esterilizada™**

CAZm 7 dpi Nuestro laboratorio

octan-3-ol 130,23 mazorca 24 dpi Becker et al., 2014
CAZm 7 dpi Nuestro laboratorio

Etanol 46,07 CAZm 1y5 dpi Bartelt & Wicklow, 1999

Acetaldehido 44,05

Propan-l-ol 60,09

Etilacetato 88,1

2—meti]propan—1—ol 74,12

4-etil-2-metoxifenol 152,19 5y8 dpi

1-etil-4-metoxibenceno 136,19 8 dpi

4-etilfenol 122,16

4-etill-1,2-dimetoxibeceno 166,22

3-hexen-1-ol 100,16 mazorca 24 dpi Becker er a/., 2014

heptan-Z-ol 116,2

pentan-1-ol 88,15

alpha—Ylangeno (SQT) 204,35

a]pha— v beta-Selineno (SQT) 204,35

beta-macrocarpeno (SQT) 204,35

(+)-Cyclosativene (SQT) 204,35

* consultado en www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov; ** no especifica la especie de Fusarium estudiada; *** 60% de
humedad; PM: Masa molecular [g/mol], chequeado en www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov; CVZm: cariopsis vivos de
maiz; PDA medio Agar Papa Dextrosa; CAZm cariopsis autoclavados de maiz; dpi: dias post-inoculacion.
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