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RESLIMEN

| Farariuny verticilinider es el principal patdgeno del maiz y limitante de ba productvidad del cultivo en o
maando, ocasonandn i:ml;i,denhil.-s-pé.r:ﬁdls econtumicas afio tras afio. El bongo hemibiotrdfico puede
infectar a la semilla desde su fnmq:hymhmvhlﬁ'mhupnﬂhzg-n;udﬂ a la plinnils durante b
germunacion v desarrolls postperminamen ¢ indocir enfermedades come vueles v podredumbre de
espups v pranos. Fopeedsiiaidr puede prodecer Fumensana Bl (FBL), cuva presencin en productas
apricolss causa grun preccupacidn, :hhidﬂl.h:m-et.'cf-maqutmmumn cupndo animales v humanos la
consumen. El objetive de este tmabajo de tesis fue evalunr oo aspeeto selevante de la biologia de s
FB1: su posible contribucion enino factor de patogenicidad de F. sertoilioids en maiz.

En este estudio se establecid un sistema de infeccson de semillas de maiz con la cepa toxdcogénica de F
perticilioider RC2024 v un sistema de tooocidad mediante pego con solucidn acuosa de FB, a dos
concentraciones: | y 20 ppm, & bos 2, 4 v 6 dias post-siembra (dps). En los ensayos se ualizaron
plinmnilas de maiz obtenidas a partir semillas de hibndos resistente (HR) v suscepdble (HS), cosechadas
alos7, 14y 21 dps.

La FB1 reprodujo, en gean parte, los sintomas de enfermedad observados en la mfeccion fimgica. Sin
embargo, s¢ registraron vanaciones de scuerdo & ba dosis de woxing uohzada. A niveles de | ppm, FB1
causd disminucion en ls biomasa inicial de ambos hibndos, sin embargo a los 21 dps se restablecieron
Ios parimemros de creamiento  vegetativos, suginiendo la posible existencia de mecanismes de
detoxificacion eficientes para ese nivel de exposicion. A niveles de 20 ppm, los procesos de
detoxificacion no serian efectivos, afectando severamente o eiclo de desarrollo. (desfpwrental g de
las plintuias e induciendo posiblemente una senescencin temprina en mate. Los sintomas de
enfermedad cansados por F semigifeider estaran relacionados en parte eon los deshalances hipidicos
generados en la planta por exposiodn o b tosina En plinmles seasstentes, especificamente en raiz, e
incremento de las bases esfingmades lidesado poe esfinganing, activaria las ritas de sefalizacion gue
conducen & inducis muerte celular, que seompanado de incrementos die dcido salicilicn, determinarian
ung respuesta de defensa fenotpicamente resistente. Por otno lado, en el HE FB mducera un sumentaos
poncipamenie de Goesfingnsing, covo norements o estads opetands en la vis de sefisleacion que
conduce o la muerte celular ¥ que conjuntaments con la partcipacon del acido sbscisco comao
regrilados negarive de la resistencia, contibuidan o diteccioner un pecfil de respuesta de susceptibalidad
a la parogéness,

Teniendo en cuenta las evidencias bioquimicas del efecto Grotdoco de la FB1 en tepdos de plinmlas de
maiz, csta micotoxing incrementads la capacided de F mrticliader para producir enfermedad, ol
interfenr con funciones especificas de ln célula hospedera y, promover b colonizacidn  del
microcrganismo en o tepdo vegetal.
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D peverdo a los resultados de los comudios eealizados en este trabajo de tess, FBL o5 un factor de
btopatogenicidad de 1 perrelliordes en made.
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B(BLIOTECA DE CIENCIAS QUIMICA.

ABSTRACT

Furarine pertiaifmder 15 the major pathogen of maze (Zea mays) wordwide causing significant yeld and
economic losses. The hemabeotrophac fungus can miect the plant dhrough the seed. The infecuon can
starm from fungal conidia or myecha that age caeried inside the seeds, develop mside the young plant,
and induce discases such a3 roor ot, salk o, wilting and lodging. F. sefalioidsr can produce
fumomisin B1 (FB1) that cause & potental health sk when contaminated gradn is comsumed in human
and amimal food producs. The aim of this thesis was 10 evaluate another important aspect of the
biclogy of FB1: their pofental role s pathageniciey factor of F werfioiiiseder in maize.

In this study, the different parameters were analveed in seedbngs from muaize seeds of resistant (RH)
and susceptible (SH) hybnds inoculared with a tosseogenie strain of F sesiaifeider RC 2024 Gnfection
system) of watered wath 1 and 20 ppm selunons of fumomems (toxseity system) at 7, 14 and 21 days
after planung (dap).

FB1 displayed lesions similar w those seen in F sicilonds seedling disease. However, varyng
responses acconding fumonisin concentration were recorded. In the case of a low dose (1 ppm), the
tosen caused imital reductnon 1o biomass in both hybnds, resulung in the sestore of the vegenative
growth parameters at 21 dap, According to the results, the detoxificanon/excretion processes could be
a strategy for the host t achieve the compensatory response. On the other hand, derxification process
could not be effectve ar levels of 20 ppm, atfecting the developmental tmeng of the seedlings: nducing

probably an early senescence in mawe.

The disease symptoms caused by B peetralifonder could be related, ar least in pare, with lipid changes
ohserved in the plant due to FB1 exposure. In resistant seedling, specifically in soor, the high
accurmulation of sphingoid bases mainly by sphinganine, could activate signaling pathways that lead o
incduce cell death, which with the salicylic and increase, determine a phenotypacally resistant defense
response. On the other hand, n 5H, FB1 may mduce mainly high levels of phytosphingosine, the
iIncrease may not be operating in the sgnaling pathway leadmg 1o cell death and these effects with the
pamcipation of abscisic sced as & negative regulator of the resistunce, belp to address @ response profile
of pathogenesis suscepnbility,

Conssdenng the biochemical evidence of the phytowooc-effect of FB1 in nssues of maize seedlings, this

mycotoxin may increase the abiity of F. remidifaider 10 cause discase by interfering with specific
funcisons of the host cell and promoting the eodomzaton of the micooonzanism in the plant dssue,

According to the results of the studses in this theas, FB1 is & phytopathogemety factor of F rertrisliosder

16 MEAEE,
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1. LA MICOTOXIMNAS: HONGOS PRODUCTORES ¥ U IMPACTD EN LA PRODUCCION DE

CEREALES ¥ ALIMENTOS EN BASE A CEREALES

Las micotoxings son sustancas frecucntemente encontradas en los cereales v alimentos a base de
cereales, santetizadas por hongos filamentosos cuando ¢l micelio estd sujero a limitaciones de algunos
nurrentes, pero con disponibilidad de fuenies carbonadas. La biosintesis de estos compuestos oowme
fundamenmalmente cuando ¢ desarrollo del micelio se ha detenido durante la fase esmconana de
crecimiento, El metabolismo pomaro genera producios que son usados como sustratos del
metabolismo secundano, mediante o cual son sintenizsdas las micotoxings, las cusles carecen, en su
mayoria, de funciones conodidas para la fisiologia del hongo que las produce [1].

Acnalmente se cree que cstos compuestos podran tener diferentes funciones en el crecimicnio,
supervivencia y defensa de los hongos goe b producen, scnuando como factores de wirulencia,
favoreciendo la colonizacion fingeca, inhibiendo el creciniento de otros microorganismos o aciuando
como hormonas sexuales o factores de diferenciacion [2-3]. Ademds, se han esmablecido conexiones
gendncas enre b espondacidn y la produccsdn de woximas [4-5]. Algunos metaboliros secundasios,
mcluyendo anobidoioss, esumulan B formacon de eaporas, e protegen en el medioambiente y pueden
favorecer o inhibir su permimacion [3]. Esra observacidm hace pensar en b posible relacidn benehcioss
pars el hongo entre la esporulacdn v el metabolisme secendano. Este @ame podia favorecer la
daseminacian y supervivencaa del micelo, proporcionando un mecanismo mediante el cual se repnima la
permirgacicn de espors cuando oo existan condicoones ambientales favorables para su desamollo,

Las aproximadamente cuatrocientas micotoxinas que han sido aisladas v cancrenzadas quimicamente
hasta el presente son producidss: fundamentalmente por custm generos fngncos: Algermii, Fararmes,
Pemiciiliums ¥ AAlrernaria [6]. A pesas de esto, no texdas kas especies incluidas dentro de estos géneros benen
la capscidad para smenzarlas v, por otro lado, deotro de un pénero 7 espeae Ringea produoctora de
micotoxings, puede haber cepas que presenten diferente capacidad toxscopgénica [7]. Estos mohos son
clamficados como ambientales ¥ algonos de ellos pueden comportarse como endoboos, ¢ mfectar
tempranamente i los cereabes durante su culovo en el campo.

Las micomsinas que Henen mavor imporanca en la salud v en bactvdad agrosomeca sone aflatoxinas,
fumonisings, ocratoxings, tricotecenos, zearlenona, toxings tremorgpénicas v bos alealoides del
cornezuelo de centeno (8] En los domos afos existe un interés creciente por las denominadas
micotoxXings emergentes, pariculamente en la fusaprolifering, beauvericina, enniarinas ¥ monlifonmina.
La wennficacion v cuanuficacsdn de nusevos memabolitos secundanios de mohos toxicogénecos, ain en

muy bajas concentraciones, se debe al desarrollo de nuevos métodos analiticos con mayones
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sensibilidades como por ejemplo la espectrometdn die masas [9), Por atro lado, son necesanos estudios
predicovos de la produceidn de mucortoxanas relacionados con el cambio chmético global, como medida
de prevencidn ante posbles expansiones de las zonas geograficas, con temperaturas que se comvermnin
en dptimas para ¢l crecimiento v toxicopénesis de especies productoras [101].

Actualmente, el nesgo toxicoldpos asodado con las macotoxinas se ha convertido en un aspecto central
del problema de la ovasidn flnggea de los culovos o de los granos almacenados [11]. Luepo de su
sintesis durante o crecimdento ¥ almacenamiento de los cereales, los tratamientos tecnolagicos de
claborscidn de alimentos no logran destruiras eficentemente, € ingresan en la cadena abimenmna de
humanos y de arimales de producaon cassando micotmsicosis, enginando pérdidas anwales de varios
rllones de dalares, no salo debido a los problemas causados en la salud piblica, sino ademds por la
desvalorizacion de los productos agricolas, El mair (es mays L) 2 uno de los pancipales cereales gue
se cultvan ¥ consumen en el mundo, suminista clementos nuentives a los sencs humanos v a fos
animales ¥ e+ una matena pnma bamca de kb industna de transformacidn, con la que se produce
alrmadin, aceste ¥ proteinas, bebidas alcohdlicas, edulcoranies alimenncios, como asi ambién parte de la
produccion se destna para la obiencion de biocombusuble. La planma dema, empleads como forraje, sc
ha utilizado con gran éxite en las industoas licteas ¥ cirdcas v, was la recoleccidn del grano, las hojas
secas ¥ la parte supedor, incluidas las fores, adn se unlizan como foere [125

Segin la proyecoion de la FAO 2013/2014 a mivel mundial, la Argenona seguird ocupando el 37 lugas
como pads exportador de maiz, luego de los Estados Unsdos v Brasil [13], v el 5 lugar como pais
productor, con en tamano de cosecha record regstrada en el 2013 gue ascendid a Tos 32 millones de
toneladas anuales [14). Este dato adquiere relevancia st se tene en cuenta gque i producesdn de 2012 fue
de 21,2, millones de toncladas v la de 2011 de 23,8 millones. En este aspecto, ln Provinen de Condoba
ocupa un lugar de singular mpormancia ceondmice pare la Argenting, ubicindose entre los primernos
lugares en b produccitn de este cereal, constnuvendos el cinourdn muicers junto 3 lps Provineias de Ba,
As. v Santa Fe [15].

En lo que respecta al consumo interno, en la Argenting existe escasa reglamentacion acrualizada sobre
Jos limites maximos permitides de micotoxings en alimentos desansdos oo pam consumo humaro
coma de animales, Acmalmente algunas disposiciones intermacionales regulan esmctamente los niveles
permitidos de estos contaminantes, afectando directamente al comercio internacional § por o ta o
productores y proveedores (16,

Aumentar bis competividades de Ios: productos amrenfings en los mercados internacionales o5 una
meta Crifcs para conservar ¥ mejorr los posiconamsentos loprsloe. Recentemente, la lemslacion de b
Unifn Evropea sobre la anrorizacitn y uso de pestcidas ha determinado la salida del mercado de



INTRODUCCIOMN

muchod compuestos wsados pars el control de enfermedades de los culives. Estas resolucones
impactxrin  fvertemente en la produccion aomentindo sus costox,  disminoyendo Jos - ondes, e
incrementando los despos de mayor resstencia a pestcsdas en los patdgenos mads frecuenies [17]. S
esperd, ademis, que estas reglamentaciones sean cacka vez mas esmctas, hmatando ef uso de toxcos pars
la salwd o ¢l medioambwente. Por esto, es necesano explorar nuevas estategias para el control de
enfermedades de los culovos,

2. ESPECIES DE Fusannns INTERACCION PLANTA-PATOGEND

Factarsurm e2 un pénern cosmopalita de hongos Blamentosos ascomiceros (Sordanomicetos: Hipocreales:
Mecmacese] que incluye especies fitopatdpenas productoras de toxinas de importanca para la
agricultura [18]. Estin amplamente diseibuidos en suelos, aguas v sustratos orginicos ¥ e encuentesn
en todas las regones agrochmiticas [19]. La clave de Melson, Tousson v Marsas divide al género
Fusaniwsr en 12 secciones [2)). Las especies romcopénicas cominmente sistadas de alimentos estan
mchudas en kas secoones Linvods (B ventiolioider, . prodfrratus, F. mpama, F rwbpltinans), Sporotrichid
(F. sporwirichiander, F. poae), Ceibboowe (B aquerets), Diccolor (. praswinearom, F. ovloworsamm) v Edggans (F.
woypornm) [21], Asimismo, Cobberells furibarnd (Sawnda) es el releomorfo de muchas de las especies de
anamorfos conidiles en el pénero. Faramw seccion Lieads, incluyendo F, pentiiilisider (5acc,) Niremberg
(ex F. monidiformy Sheldon), F rulgboieans (Wollenweber v Reinking) Nelson, Toussoun y Marasas; v F
peiierageim (Marsushuma) Nicemberg (Nelson y cols.). G fyvdeny comprende al menes 7 poblaciones de
apareanento, designadas de la A a la G [22), siendo la poblacidn A, la mds comin en malz v Ia
poblacadn F la gue con mayor frecuencia se encuentm en somgo. Segin el concepro evaolutvo de
eapecies, los estados eleomodfos de I settalifoids, P prodifnaen pectenecen a kas poblaciones de
apareamiento A v D, respectivamente. Esta o5 una distnodn importante dado gue la poblacidn A
conuene muchas especies probificas productonss de fumonsinas.

Colectivamente, las paolopias causadas por Fusssve spp. comprenden enfermedades de la planmls,
podredumbees, drones o fusanosis, marchitamientos v dleeras de mucho: culavos horticobas,
extensivos, omamentales v forestales, en los ecosistemas mnto agricolss como nanrales. Aungue estos
patdgencs afectan un amplio rango de cultvos v oestin ampliamente drnbiados, alpena de estas
especies, como F, pertiglinider v F. pransimearwes, tenen un rango estrecho de hospedadores, afectando
prncipalmente 2 los cereales. De manera contrana, F oxpiperses infecta 2 un rangeo amplio de vegetales,
incluyendo plantas monoconleddness como dicotledoneas [23]. Ademds de presentar diferencias én la
especificidad v adapracidn al hospedador, estas especies fingieas tamhién vadan en relacidn & su

estrategna rqm_:d.ul:li"rn |:F|.E;|.m I:I ."n.lgl.mu. como EnC I, | S4I0 neexuales, maentras gue E
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witicilliides v F. groimearse posecn ambas condiciones reproductivas: asexual (sutofertlidad o

homotalisme) v sexual (conjugacidn obligads o heteromlismao) [23]

Figum I : Relacion :E.Il:lgﬂ:'tinl de d especies de Fusamom en relacion a otros 'I:nngnl AsCTHTCEtos v
variaciones fenotipicas.

a5 Arbol flogenetico obtenide mediante el metodo de veromimalined wando secoencias de proteinas concatenadas
basados en el andlmis de 1060 penes selecoonados al axar a p:.rn.r e 4604 grnes nn:ﬁl.n-g-:u de Faargum Spp. que
poseen una comelicidn 1:1:1:1 entre los genomas de Faromwn spp. v unn Grecs conemion con Mageapenthe erima,
Newropporg ares v Aspergiller wideles, bed 1 Vanuoion fenotipies de 4 especes de Faranvwr de importancis
agrontmica | b, sintormas de enfermedad (de amba baca abajo) podreclumbre de b muzorcs por F serfnfiaddes,
marchises del tomate por E axiares, Fusanosis de la espiga de mgn por Bl posieerar v postredumbee de b miz
de plantes de srvejis por Fl o €, catado mheomiriico o penmedaal de B sertbafaide (Gobleonlle Spiberd, T
agepeene (N0 posce cotado semuall, [N praswivesren (G, 2eac) y Fooondes (Nectma haermatococeals v o, micro- v
mecroconidiaz de M weislisidr A, . Wﬂ ¥ F. astaei, [P, _;.ru.ru:l'rmwm pmdu.:e o
mascroconidias) Adapado de Ma v ook, 2010 23],

Fusurium veriicilboider es una de las especies que con mayor frecuencin conramina € maiz en mdo o
mundo, v en donde pass la mayor parte de su cclo de vida Ademis, el hongo puede existir como
saprdfite Boalltve, v solo en esta etapa se ha podido observar su fase eeleomearfiea [24].

El cicls de infeccion v enfermedad en el sistema F. rertialiodermalz es complejo. El bongo puede
infectar lis semillas v/o radees de la plants @ partr de su presencia en los residuos de lis plantas o en ol
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suelo, en donde el mismo no prodece clanidosporas, pero puede producir una hifa de mayor grosor
que apasentenwente prolonga su sobrevida. Puede permanecer en el suelo denteo de los fragmentos de
los tallos entereados & 30 e de la superficie, con humedad de 5 a 35% v emperapara de 5 a 10 °0
durante 12 meses, Faearior pertfclioid produce macroconsdias v abundantes microconidins, las cuales
pueden ser iberadas bago condiaones calidas v himedas v ser disermmadas por ¢l viento hasta los tallos
¥ espigns del maiz, pudiendo penctrar directamente o traves de las hendas e meaar la infeccon pomana,
Las mucroconiding pueden, a su ver, faclitar & movimiento fingico dentro de la planta. Existe otra via
de dizpersidn de las esporas por el viento en la superficie de las bojas, de donde son dispersadas hacia
las vias foliares v tallo, ¥ desde alli la infecaon secundana podea progresar hacia el mllo, las hojas v kas
eapagas a traves de bos canales de los esnlos [25-26],

Es imporante reconocer que no todos fos hongos fitopatogenos actian sobre sus hospedadores de la
misma manera. En relacion a esto, F petliaidr v otras espeaes de Fummaw como por ejempio B
prammearew ¥ F, sxgegpenes, se pueden clasificar como hemibiotroficos [27-28] dado que luego de la
mfeocwin, mantenen al hwésped vivo, estableciendo una relaodn de nuioodén a largo plazo, de mancra
similar & los beotréficos, pero luego matan al wejido de la planm ¥ contimian su ciclo como saprofito,
incluyendo generalmente la esponadacion,

Furarism perticiifioides ataca todos los estados de crecemiento de la planta v a diferentes partes de ka misma
induciendn enfermedades pre v post-cosecha, afectando In calidad de s semills /grano, La enfermedad
del madz es tniciada por diferentes factores, la mayora desconocidos. Entre ks enfermedades onginadas
por F wertailioides s¢ encuentran €l tzdn de plintala v el vuelco (podredumbre de iz v talla) §
podredumbre de la espiga ¥ granos,

Sin embargo, ke pancipales enfermedades del maiz estin relaconadas con las fases de establecimiento
del eultive, donde ocusren problemas de gesminacidn v muerte de b plinmula [29] En Asgentina, F
vertilifaides, es el patdgenn mbs frecuentemente detectado en senmllas y e unos de los prncipales
agentes causales de pudncones de eadces v tallod en plinndas de madz [29-30]. Puede causar pudncsin
de la semilla y 2 medida que b plintuls se desarsolla, miectar o las rafees prmanias, loego a kas raices
serminales v mesocdtilo, En esta fase, en peneral, los dafios provocados pueden pasar inadverticos v
dificilmente se logra sdentficar al agente causal. Los sintomas secundarics, en la parte aérea de la planta,
pueden manifestarse como marchitamsento, amanlleamiento v subdesarrollo. En el cultivo, las plantas
afectadas son mis visibles en suelos compactados, encharcados ¥ con desequabbno nutneianal. Puede
ocurnr también muerte de la plintula en la pre o post-emergenoa. Los sintomas mads comunes son del
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tipo pudncson blanda, venficados en la pre-emergencia evando la srembra es sealizada profundamente y
en suelo bomedo v fio (<1520,

Cuando la pudnciin causada poe F. sertialaider afeces lns eafces, base del tallo ¥ nudos infenores, puede
causar ¢l quicbre del tallo v vuelco, madurer prematura ¥ muerte precoz de la planta. Unoe de los
poncipales problemas con este patdgeno es que mdavin exssten pocas opaones para un manejo efecavo
de ba enfermedad que camsa en maiz [30), por lo que resulta importante promover, desde los micios del
cultrvo, wn sistema sadicular sano que genere plantas con uns slurs noomal ¥ con cafias mas gruesas, de
manera de wncrementar su tolerancia a las podredumbres de miz v tallo que afectan a plantas adultas.

Con respecto a las enfermedades del mafz causadas par F. merfiolinder, invesnganiones previas indican
ung estrecha correlacion entre la severdsd de dntomas ¢ ln concentracion de micotoxings cuando se
expone un rango de resistencia genética del hospedante a infecoones por este pardgeno, Por ko tanto,
uni de las formas pars prevenir ki contaminacion con toxinas fiangcas, es el wo ¢ desamollo de
culovares menod susceptibles a la enfermedad [31-34]. Sin embargo, en la actuabidad, o hiboados de
maices comerciabes como lineas endogimicas no alcanzan el nivel de sessstencia deseadn [35-36).
Presello v cols. [32] evaluaron e resistencia a F. emtialioider v B gramimearesy, en hbrdos argentinos en
Canadd v Argentina y concluyeron que el penotpn de los hibsidos fue mis impoctanee que los efectos
genotpo-especies filngicas o que los efectos de interaceidin genotipo-especie iingea-medioambiente.
S embargo, resultados subsecuentes indicaron goe el ol de s oxinas de F el (Jas
fumonisings) depende del medio ambiente v del contexto genético en esfa mieraccidn padgeno-plant
[37]. Se ha esradiado que la resistencia a la podredumbre de espuga causadn por Faiares spp. estd baxjo
rontrol poligénics v se encuentra fuertemente influenciada por faciores ambientales, sn haberse
descubierto, hasta el momento, genotipos completamente resistentes [31: 38].

3. FUMONISINAS: ESTRUCTURA QUIMICA, BIOSINTESIS ¥ TOXICIDAD

En 1988, Gelderblom v cols. [39] describieron que las fumonisinas, una nueva chase de muicotoxinag
wdentificadas a partis de culewos de Fusamum eerotiinides (Syn., Fasariom monsiifre), poscian actividad
promotora de cincer. Este hallazgo representt un quiebre en lo que respecta 3 la investgacion de
enfermedades humanas v de animales socisdas con el consumo de maie contsminado con
pertiiliiordes, Adicionalmente, desperto el interés en ol estudio de la fropatologia de los patdgenos s

impertantes del maiz

Quirnieamente, las fumonisinas son aminopobioles coyn estructura principal consiste en una cadena
lineal de 20 dtomos de earbono, la cual fene un grupo smino en e carbono 2, junie con gropos
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menlos, hadrosalos v dodos tncarboxilicos en diférentes posicones a o laggo del esgueleto carbonado
[40] (Figuea IT). Semin los grupos quimacos presentes 3 lo larpo de ls cadena lineal, las fumonisinas se
pueden clasificar en cuatro series: fumonisinas A, B, Cy P [41-42]. Las fumoneanas de la sene B (FH)
son ks mis abundantes en mair contaminado de maners natural [43] v en funcidn de ls presenda o
ausencia de prupos hideoxilo en los carbono 5 § 10 se distingoen 2 cuatro fumonisinas: FB1, FR2, FR3
v FB4 [40]. La fumomsing més imporante e2 la FBL, por toxadad v por sbundancia, ya que puede
constitar hasta el 707 de rodas las fumonisinns presentes en los alimentos [43). Las oreas fumonisinas
de la sene B, especiabmente FB2 y In FR3, aparecen en mivebes mis bajos, constinayendo entre el 10 v el
0% del contenido rotal de fumonsinas, respecovamente [42],

Figura II: Estructara quimica de las principales fumonisinags del grupo B (FH), FB2I, B v FB4 difieren
esruciuralmente de la FB en e mimero v la ubicacdn de los grupos ledroxilo sobre la cadena principal de s
muleculs,

El pen FUMY fue ¢l pomer pen descopto relacionado con la beosintests de fumondsinag en B
pertrriioaer, Codifica para ba ercama pobicetido sintasa [PRE), que cataliza el pomer paso de b sntesiz de
las fumonisinas que consiste en la formacion de la cadena lineal desde el carbona 3 al 20 [44], a parti
de un derado del aceratn. Tas PKS: estin presentes en hongos, bacterias v plantas produciendo
metabolitos  secundarios o varados como  pigmentos, micotoxinas, factores de virulencia o
antbidacos, Se ha descripio que la PES gue codifica el gen FUMT oene 7 domituos catalineos, goe se
encuentran en el mismo polipéptido. Estos domingos son e J-cetoacl  sinmza, acil-trans fegasa,
dehigdratasa, metil tansferasa, enod reductasa, §- cetoacil reductasa, y proteing transporadora de grupos
acil [37; 44). Al internmmpir este gen se observd gue no se producen las fumonisinas.
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Los genes relacionados con la sintesis de las fumonisings se encuentran juntos, organizados en un
cluster que cornsta de 42 kilobases [37]. Los genes FUMZ v FUM? confieren la capacidad de hideoxilar
la cadena de Ia mobécula en las posiciones C-10 y C-5, respecivamente [43). Las fumonisinas B1, B2 v
B3 se sintemran, por mnio, @ partc de un precursor menos hidroxiado, v com la parscipaciin de
diferentes enzimas codificadas por los diferentes genes.

3.1 Toxicidad en animales ¥ humanos

La tooocidad del maiz infectado con F sesinilionder ha sido bien documentada por més de 100 afos. Lina
enfermedad de animales de granja conocida como “envenenamiento por maiz con moho” fue descopeo
por pomera ver en los Estados Unicdos en 1830k El agente canszal no se conocié hasta que Sheldon ¢
cols. idenuficaron & F, monddforme v lo asocaron con un brote de la enfermedad en cabalios, vacas,
mulbaz, cerdos, v pallinas sbmentados con de maiz con contaminacidn fineica en Mebrasea [46], Pere la
manifestacion mis deametica de la intoxicacion es una patodogis conocids como levcoencefalomalacia
equna (LEME), que causa, la muerte del animal en el térouno de unas pocas horas & una semana [47),
En 1971, la LEME se nmnifesic en caballos alimwentsdos 2 base de alimentos contaminados con cultsvo
puro de F. meniforme, quedando esmblecido fememente la participacidn de este hongo como agente
causal, El gropo de iwvesugpdores sudafricanos que loged idennficar ¥ camerenzar las fumomsinas paor
primera vez, también demostrd que la FB1 pura era capaz de reproducir la LEME en caballos [48]. Los
equinos se presentan como uno de los animales mis sensibles a la accidn de las fumonisinas.
Expenmentos levados a cabo pam determinar la dosis minima de fumomsings asocadas con fa
aparicidn de la sinomatolops  indicaron gue equinos que consumdan  alimentos  natuealmente
contaminados con FB1 a niveles mn bajos como 8 pgrg se encuenttan en peligro de desarcollar LEME
[#9). Posteniormente, #&¢ pudo confirmar gue estas micotoxinesg podian causar el smdrome de edemas
pulmanar en cerdos, que produ la moerte de miles de estos animales en USA en 1989 [50]. Por ot
bado, esmudios realiados en modelos expenmentales en catas, demostraron que FBT poses efectos
carcifopémcos, beparotoxicos 7 apopidticos en el hipado de estos animales [51-52].

Para explicar Jos efecrns thxicos de FB1 en animales se han propusito vanos mecanemos dos de los
cuales cuentan oo mayor nespaldo de evidencian expenmental, ¥ es posible gue estén estrechamente
relsctonados. En uno de ellos la FB] peoduce inhibicwdn de ceramida sintetasa, una enzima clave en el
metabolsmo de esfingolipidos. En el otro mecanismo una vanacion en la proporcicnes de acdos
grasos v fosfolipidos celubares indocidan cambios en la sintesis de cicosanomdes, prostaglandinas,
leucotnenos 7 otros demwados cxpgenados, Esta dissupacn del metabolismo de eshnpolipides
producida desbalances en ol conterade de fosfoglicerolipsdos, dodos gprasos v colesterol Segnin estas



INTRODUCCION

hipdtesis FB1 causa directa o indisectamente, un espectro ampho de cambios en el metabolismo
ipidico v en las vias bioguimicas de las cflulas, Ambas siuaciones tenen como consecuencia
alieraciones en la sefalizacidn mediada por Hpidos y en rescciones merabdlicas importantes para el
crecimuento, diferenciacion v muerte celular, Varios esosdios indscan que FB1 induce cambeos en
enzimas involucradas en la regulacidn del ciclo celular, diferenciaciin v apoprosis [53-34).

Con respecto a la toxierdad de fumeonisings en humanos, Svdenham v cols. [353] observaron una relacidn
directn enrfe s exposicidn o altos niveles de FB1 v una mavor incidencia de cincer de esdfago en la
poblecion de Transkei, Sudifriea. Observacione: similares fueron realizadas por Chu v cols. en China
[56] ¥ por Doko en Tala [57). Con respecio a esto, se informd que en clertas regiones de los paises
mencionados, ¢l malz unleado para la alimentacidn hurans contenia nrveles de FB1 por encima de 104
miz/kg. Ta Agencin Internacionsl de Investigneitn en Cincer (IARC) clasific a las fumnonisinas come

eompuestos probablemente carcinopénicos parn hemanos (prspo 2B [3B]

Las enfermedades del maiz pucden ser mictadas por una vanedad de factores, la mayoria de bos cuakes
s¢ desconogen, como asi también no se ha precsado la cronclogia de la siotesis v acumulacon de
fumonisings en las disnntas partes de ks plinmula tas la iovasion fingica. Desde un enfogque précoce es
posible decir que buscando resistencia a toxmnas, se puede hallar fesstencs a pardgenos, ya que ka
oA puede tener un ol decisivo en ol estableamiento de la enfermedad. En general, se podiia
considerar que FB1 actuaria como factor de pamgenicidad, debiltando al hospedador o retasdando sus
respuestas de defensa [59), Existen vanos modelos en planmas que indican que la FIM, estrucruralmente
similar & las mucoroxenss producidas por Afermania aftemats deogperi |, que colectvamente se conocen
come toxinas de AAL, factor de vinulenoa en omate v a ks esfinganina (Sa) (Figusa I17), inhibe 2 la
enzima ceramida sinferasa, con by consecuente disrupeidn del merabolismo de Hpidos cefulares [60-61).
Como consecuencia se bloquea la sintesis de esfingolipidos complejos, produciendn scumulacdn de
compuestos bioactivos, como por eempla Sa y denvados fosforlados, lo que podda explicar, al menos
parcialmente, 1o toxicidad de ests micomxing. Los esfngmolipsdo:s senen un papel extroctural en las
membeanas bioldgacss pero también poseen una funciones repulatonas en le célula, participands en la
sefializacion de la respuesta de defensa a patdgenos, Como ejemplo de este Gltimo aspeceo, cabe
mencionar la modulacon de las actividades de ennimas recluradas en dichas membranas, ¥ una sene de
eventos que pueclen disparar uns respuesta hupessenaible (RH) que consste en la muerte ripida y
lseabizacla de las células infectadas [62]. En este sentido es necesano pmfundizar el conocimeento sobre
las ponsecuencias oguimicas de la inhibicion de la ceramida sintetasa en plantas por acecién de FBI,
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:pp{ci.a]jmm &n ]n rl:-El.Tl:ﬂl:l.- & 1n inl;iun;il:'in de :h'.nl.un:‘l.p.i de enfermedad en 'FH.l'lEIJIl.E de malz hfﬁ:ﬂiﬂ
por F. vertialirarder,

Figura I[1: Estructura quimica de la esfinganina (Sa, d18:0) ¥ micotoxinas anilogas: fumonisinas B
(FBs) v toscdnas de AAL {(Adaptado de Dy cols., 2008 [43]),

Dado que el impacto de la FB1 ea ls interacciin trnde- 1 el afder ¥ su rol potencial eomo fuctor de
patopenicidad en plintulas de maie no esta del rodo esclareado, se Devaron a cabxo andbas genéticos en
algunas cepas de I pertiiBadder ey productoras de lo tosing v se obdervd gue esto se debin a alelos no
funcionales en ¢ cluster FLMT [64]. Miis atin, tms un crurarmento entre de cepas altamente virulentas
(FLIM+) ¥ con un bajo geado de visulencia (FUM-), sblo progenies productoras de fumonsna (FUM+)
se relacionaron con un mvel de virodencaa alto [65]. Por el contrano, en el mesmo mbago, estos
mnvestgadoses dennficaron uwn aisdamiento poco comin de G fidles’ provendente de Nepal, no
productosa de la toxing que presentd una conssderable virulencin. Esta cepa oo productom de FB1 fue
utilizada en ensayos postenores realizados a campo, v resultd ser i agresva como las productoras de
FBI en b inducodn de podredumbee de espaga de maiz |66). Resultados samilares fueron obrenidos par
Jardine v cols. [67] quenes descobseron que 1z capasidad toxcogémen fn wow 0o se comelaciond con la
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podredumbre de tallo, en dos lincas de muices endogimicos, en un estadio maduro de la plana, Sin
embargo, en un estudio mis reciente, Glenn v cols, restuyeron, por medio de complementacion
penética modecular, b sintesis de fumondsinas, v 1a patogenicidad en plintalas de maiz, en uns mutante
naturnl (FUMY) patdgena de banano, levindolos a conclur que la produccidn de fumonisinas por I
perfilints e necesana para el desarrolio de In enfermedad folar en maiz [68].

Mecanismos de detoxificacion

Aungue existe informacion bmitada sobee o metsbolismo de micotoxings en plantas, es posible realizar
alpin wpo de comparacion con respecto 4 lo que sucede en animales, En genenal las plantas pueden
metabobizar compuestos xenobidocos incluyendo micotoxings como pame de su mecanismo de defensa

COMNLEE PAFETnE

5 ha comprobado que dos opos de reaccones “detooficantes” son responsables de las
modificaciones quimacas de los senobidticos en plantas al igual que en animales: rescciones de fase |
(transformaciin enzimancs como reducciones, owdaciones o hudrabsis) v de fase 11 (procesos de
conpugaciin como plucoslacion, plucuromdackin o sulfaracidn) [69-71). Las reaccsones de fase 11
peneralmente conducen a la formacidn de un compuesto méds hidrofilico, lo que facilta su elininacion

Las poncipales diferencins entre plantas v antmales oouoren a nivel de la dismbucidn v ebminacién de
los compuestos towcos, En plantas, se ha descopro una fase Il en la deromficacidn de xenobedncos
que involucra el secucstoo de compuestos conjugados on la vacuols, & su unidn quimsca terevessible a la
pared celular. En este sentido, los productos de detosaficaciin son almacenados permanentemente en el
tepdo vegetal, siendo ki exudacion radicular el dnico proceso efectvo de excrecidn vegeral [T2],

4. MECANISMOS DE DEFENSA DE PLANTAS

Las plantas se encuentran expucstas 3 uns gran vanedad de patdgenos, sin embarpo estas cuentan con
mecanismos  defensivos tan eficentes que In colonacion v el desapmllo de las enfermedades
correspondientes. (reaccoion companble) s6lo oowre en wn mimero muy reducido de bss poaibles
interacciones planta-patdgens [T3]

Las defensas contra pardgencs pueden ser clasificadas, de acoerdo a su forma de expresion, en
constitutivas e inducibles. Las pnmeras involucran barrerzs estrocmurales o quimieas pre-formadas que
e asocan peneralmente a componentes de la superfioe vepetal fales como la cuticuls, capas de cem, |2
pared celular, v metabolitos secundanos anbmocrobiancs. Bstos componentes impeden fisicamente e
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crecimiento y la dispersion de parigenos [74). Por otro lado, las defensas inducibles iovolucran la
activacion de cascadas de defensa fremte al reconocimiento del patdgeno. Las defensas inducibles
mcluyen a su ver dos subripos, que se distinguen por B namralesa de la mrecsccidn planta-pardgeno
que las esumula. Bsms son, ln defensa basal o PTT (PAMP repgend sovweniry, inmunidad scovada por
patrones moleculares asociadas a4 pavgenos] v Ia defensa especifica o ETI (Efrcor trimeed dmmaniny;
inmunidad acovada por efectores) (Figura IV) [73-76)

Figuea IV. Esquema de la activacidn de la defensa basal o inmunidad PT1 (activada por PAMPs} v de La
defensa especifica o ET1 (activads por efectores), Tras evadie las barrerss constitutvas, & puropenn &5
reconncido por s planta mediante bos receprores PRE, que sctiven ls inmmunidsd PTL Los patdgenos adapeados
sof capaces de supcbmir b inmuenadad FTT medisnte b iberacion de efectores al intenor celular. Las plantas o sa
VER, FECOnnCen esins efecmres mediinte Bs proreings B o NB-LRER, que son receprores citoplasmancos. Fsta
niEraccEia., denmmenada resstenca gEn & gen, €5 :qu-:iﬁ.l:n prara cada miersccion ph.rm. - Fltﬁj;nl:h. ¥ active la
nmunsdad ET1 (Adaptado de Dhadds y Rarhjen, 2000 [7d]).

4.1. Defensa basal o FT1

La FTL, foemalmente lamada sessstencra honeontal o basal, esii basada ¢n un reconocimesento de loa
PAMPs {patbogen-aoomiard modadar pattee) o MAMPs (miowbe-acnodated mmfecular patiers). Estas altmas
son moléculas conservadas v vitales que se encuentran en la superfice de los patbpenos v que son
reconocidas por los seceptores de la planta localizados en la membrana plasmanca. Se han identificado
vanos PAMPs como: 1) fig22, un peptido de 22 amanodcidos (ag) gue forma parte de la Hageling del
filamento de las bacterios Gmm negutivas [77]; 0] el peptdo elf 18, un fragmento de 18 aa pertenccsente
af factor de elongreidm bactenano EF-TU [T8]; v iti] la quatina, componente nayontano de b pased de
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los hongos, come asi mmbién componentes de la membran como s-glicanos v erposteral [T9-80]. Por
ot lado, la planta reconoce también moléculis propus, como fagmentos de la pared o de la cuticula
gue som liberados por In accion de enzmmas de patdgenns. Estos pequenos fragmentos se denomenan
DAMPs {diwper-acosated molondar patfers) v 5u reconocimiento activa la defenss de la planm [76). La
respuesta inmune acovada por PAMP:, MAMPs o DAMPs ocurre cmsndo estas moléculas son
reconocidas por receptores especificos PRR (pattew regwction reaghéor) situmdos en la superfice celular de
la planta [73], Los meceprores PRR son proteinas de transmembrana, que en su mayora se agrupan en la
famnilia de quinasas tipo RLK (rapter ks kinare). Estas se caracterizan por b presencin de un dominio
exrracelular impheado en ka percepadn del PAMP, un domimio transmembrana de funcidn estroctural ¥
unt dommo intescelular de wpo quinasa responsable de la ransduccion de la senal que desencadena la
PT1 [B1]. Las respuestas mtracelulares asocsadas a la PT1 mcluven una ripida difusion de 1ones a traves
de In membrana plasmincs v aumento notable de la concentracion de cabon, In actrvaciin de la cascada
de proteinns MAPK {mifopen-adivafed prodein divare) o quinasas dependientes de Calao CDPKs (sadeuer-
depemdens profesn dinased), la temprini v transitona scumilecidn de especies reactvas de oxigeno (ERCY,
el engrrosamiento de la pared eclubar, ¢l cerre de los eatomas, la activacidn transcripoional v peneracion
de compuestos antimicrobiancs, entre oteos [76; 82-83], La PT1 én plantas es funcionalmente simibar
ln inmunidad innata en animales, v edte eonjunto de defensa puede ser estmulado por un pran nimers
de intersccaiones planta-patdgene, que contnbuyen en disente grado a la tessstence [84-83]. En alpunos
casos, tales respuestas son suficientes para impedic o detener la infeccidn del patdgens, ¥ en est

condicion ks resistencia ocwre en ausencia de muerte celular [Be-B7].

Por definicidn, wn patdgens adaptado es squel capaz de evadir o supnmir la FTT activada por los
receptored PRE. Los patdgencs biberan en el interior de I cflula vegeral moléoulas denominadas
efectores o determinantiet de ba virulencn, eomo frotoxings v compuesios proteicos, que supnmen la
PTI y que estén mnplicadas en la iberacsdn de nutnentes necesanos para el crecimiento v 1a propagacsan
del patdpens [BB]. Las plantas han desarrollado receprores, dencrninados protelnas de resistencia B o
NB-LRR, gue se localizan en el citosal o en o nicleo y gue son capaces de reconoces o estos efectores,
Estos teceptores intracelulares presentan un dominio de umdn a nucledndo (MB] smplicado en la
multimenzacian y actvacian, v una repion LRR implicada en la percepoiin. Las proteinas NB-LRR han
evoluconado para recenocer los efectores especificos de cada pardgeno, Estn interaccnon determima 1o
denoninada tesistencia gen & pen [R9] v puede ocurnr de vanas formas: (i} directamente, cuando el
efector se une fsicamente 3 la proteina NB-LER; {0 indirectamente cuando el efector mosdifica otra
proteing, que puede ser la diana o blanco v que serd reconocida por el receptor NB-LRR, ¥ (i} cuando
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el recepior silo seconoce al efector &1 estd interaccionando con ofra proteina [T6). Los efectores gque
aon reconocidos por proteings By que dejan de promover la vinilencia, son despnados facrores de
avirulencin (Ave} v el patdpens que bod produce se denosina sviralento. El reconocimiento BxAvr, que
desencadens la defensa “pen & gen”, involuers un hospedante resistente y una interasccion con el
patdgeno incompatible [M0]. Por ol contrano, en ausencia de correspondencia FeAvr, la planta es
ausceptible v la interaccstn con el patdgeno es compatible.

El reconocimiento de los efectores acuva la ET1, una respucsta inmediata ¢ intensa de activacion de la
defensa, lo que produce generalmente la moere del wiido infectado. La RH limita a los patdgenos de su
ACCESD @ nuirientes v agud, evitando asi su seplicacidn v subsecuente proliferacion sobre tejidos sanos
[91]. Asi Ia RH es mayormente efectiva contra patdgenos hemi/bictrofos (que se alimentan de rejido
vivy) siendo, por el contrrio, un o de suscepubilidad contra patdgenos necrotsoficos (que se
phimentan de tejpdo moerm) [$2]. A auves de estos mecarssmos, b ETT induce b expresion de genes
relacionados con la patopénesis o genes PR (patfogenass redoed) (93] v propaga b sefial a refidos no
infectados. Consecuentemente, & penefa und resistencia de kg durscidn que ¢s eficaz ante un
segundo ataque por el mismo patigeno. Este evento, gue es dependiente de s senalzeacsin del deido
sabicllico (SA, raplic ood), se conooe como remstenci sistermicn adguinda (SAR, gefeed soquerd
rerrian), ¥ es efectivo contes un rango amplio de patdpenos vindentos y avinidentos (93],

A nivel melecular, ln BH induce respiestas, como Lo weumulacion de 54, ERO ¢ mtermedianios del
daado mdinco, b actvacidn de eascadas de sefalizacidn medindas por MAPEK, cambios en bos niveles
intracelulares de caleio, reprogrrumacidn transenpacnal v dntesis de compuestos antrcrobaanos, Eatee
estoss, el mneremento de 34 v el estalldo coadative, son sus rasgos poncapales [B1], Los mveles de 54
sont diferentes en laz distintas repiones de Iz lesion de la RH. Este componente alcanza altas
concentraciones en el centro de la lesdn donde contnbuye a indwcir la muoene celalar, Al contrano, en
el tejide pensfénco, los nveles de BA son menores ¥ pueden acouar como senales inductoras de
fussciones antsoxidantes que mpslen que la muerte s propague en todo o wpdo (94,

Vanod estudios indicen gue la muoerte celular programada (MCP) indecids por toxines finmess
comparte caracterisieas Bsioldgpess v molecwlares com la BH gque ocurre de maner frecesnte en ET1

[62].

La respussta de defensa ex el resultado de una regulacon complepa de muloples vias de sedslizacidn
medmdas por hommonas v sefades como las ERO v el daddo nimmco (NOY. Las poncipales firchonmonas
mmplicadas en las interacciones plant-patdgeno son el deido saliclioo (SA, sadide avd), o dcido
jasminico (A, jwmests add) ¥ el etleno ([ET) Otras hormonas como o dado absdsico (ABA, abranr
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ard), auxings, ctoqunings ¥ @mherclnas (GA, gt aod) ambien partcipan en las respuestas de
defensa [93], Algunos patagenos han adquindo In capacidad de manipular esta red hormonal con el
objetve de provocar desequilbnos ¥ una acovanon mapropeadz de la defensa que pueda beneficiarbos
[95-96].

El 3A es uns hormona esencial en la defensa contra patdgenos heau/bidtrofos, asi como en la
activacion de la SAR [97). Los mutantes altersdos en b percepeidn o scumuolacion de SA estin
afectadns en | resistencia frente a este dpo de patdgenos. Los niveles de 5A sumentzn en ka planta tras
la percepeidin del patdgenn, ¥ su aplicactn exdgena provoca la induccion de penes relacionados con la
patopenesis (PR, pothogeneas miated) sumentando la resistencia a un amplio rango de patdgenos [93],

Por otro lado, ks hormonas JA v ET estin asocadas en ln respuesta de defensa contra pandgenos
necrotrofos & nsectos herhivoros. Bl JA o los jasmonatos, son moléculas desvadas del dcido »-
linoiénico implicadas en diversos procesos, como el desarrolio v la sefalizacidn a eswrés de npo hidtico y
abidaco. El JA es un regulador esencial de la defensa frente a pardgencs necedteofos, peso mmbdén eard
implicado en la SAR. El ET ¢ una hormona volinl impleadas en diferentes funcones del desarrollo
vegetal, como la perminacion, ln senescencia, v s respuestas 2 estrés absdnco v bidtco.

En algunas ocasiones, los mecanismos de defensa induodos por las hormonas 5A v JA-ET funaonan
de forma sinéggica, pero en general presentan una relaciin antagomdsta [98-100). Esto sugere gue a
especificidad de la respuesta de defensa depende def modo de patogenscidad v que ésta no puede ser
solo dasificada como bidtrofa o necrdtrofa [101], En un medio natual, las plantas se enfrentan a vanos
patdgenos al mismo dempo. El hecho de que las muras de defensa estén mierconectadas permite a la
planta pnonzar entre ellas para acuvar una respuesta apropiade. Uno de bos reguladores de fas rutas
medizdas por B4 v [A es la protelng NPR1 (mow-exprerer o PR pemer 1), que interacciona con factores de
transcapcidn tpo TGA. Eam interaccidon activa genes PR dependientes del 54 v o la vez repoome Lo
cxpresdn de genes de respuesta a JA [102-103]

El ABA conmola vanos procesos del desarrollo de la planm, como permanacsin, madurscion del
embnod, sencecencis de fa hoja, apertura de esomas v oespuestl @ estrés de tpo ambiental, comao |3
pecjiia |104]. S0 partcipaciin en la respuesta de defensa ha sido descrits en numerosas ocagiones [100;
[053-107] aunque cjerce una funcidn posiova o negativa segin el npo de interaccion plants-pardgeno
[#5). En bos mutantes de osintesis de ABA, aba! v abal, oeoe hogar la indocodn de los genes que
reapoaslen a JA-ET, La apheacion exdpena de ABA supmme la actvacin de los penes marcadores de
lns rutas de JA-ET [101; 108].

Lag GA mducen la expresidn de penes relacionados con el erecimento mediante |a desesmbilizacicn de
las proteinas represomas DELLA [10%]. Las mutaciones en estis proteinas estimulin la bosintesis v la
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sedializacion de 5A que, al mismoe tiempo, inhibe la sedabzaciin mediada por A Como consecuencia,
£5105 MUIANLSS Presentan un incrementa ¥ una disminucion de la resistencia a pardgenos biotrofos y
necritrofos, respectivamente [96; 109]. 5¢ han identificado 126 formas giberélicas, siendo GAL, GAJ,
GA4 vy GAT las foomas activas poncipales, A su ver, GA4 es la pnnapal GA en Ansdapar spp. v GAS
en honpos[l 1],

En las planms, los esfingolipidos son unos de los prncipales componentes de ta membrana plasmitica,
tomoglasto v endamembrunas [111]. En sdicidn o se funcidn estucmueal, en la acnalidad vanos estudios
SUEIETEN e €305 compuesios poddan participar en mecansmos de defensa en plantas debido a que 1)
podran modular b MCP asociada con b defensa v enfermedad, o) podrian ser considerados potenciales
compuesios mosctivos (o moléculas de sefalizacion) on MCP y defensa, v i) inervienen en b
formacon de los “rei” hpldicos v polasizaciin de la membrana/toifice de proreinss asocados con b
defensa [111-112],

La sinresis de log eshiogolipidos tene hipar en el cedodo endoplismico (RE] v comienza con ba
condensacidn de zering v paloweod-CoA por o enpima serind palemeod transfesssa (5PT) |62
113){Figuta V). El producto de esta resccidn, i 3-cetoesfinguning, es reduads pars dar lugar o s
esfingunina (8a) o C.1, C.3 dihidross base de cadena largn [LCB, lvig shoiw bard) de 18 O, desiymada
también como d18:0 (dod grupod hidroxilos (d} en una cadena de 18 carbosos [18) sin insatursciones
). A partie de la Sa v por adicidn de un grupo hadeosilo en el C-4 por acesdn de 4-hideossesfinganing,
s produce la ficesfingosna (Pso) o mhdroo-LCB o f180, A sy vez, ambas LCB bbres pueden
presentar sy dervado fosfonlade en el C-1, Por otro lado, se ha descopto en plantas més de ¥
estructuras de LCB libres, va que estas pueden presentar insaturacones en la posicion Ad de dehidrox
LCB v/o en la posicon AR de dihadron o tnlndrox LCB,

Las LCH resulrantes luepo de ba condensacion con dodos grasos de 16 8 28 C, peneran las cernmadas,
aserrg esrd reaccidn catalizads por la ceramada smrerase. Las cernmudas son oransportadas ol complepo de
Golgi, donde adguieren diferentes grupos polares, como carbohidratos o alcoholes fosfonlados, que
forman la cabeza polar de los esfingolipidos complejos, como por ejemplo la glucosideeramida (GleCe),
mnositdfosfoceramida (1PC), glicosd inositdfosfocermda (GIPC), entre otros.

Las GleCer y GIPC en las planta presentan distints composicion en relacson a la ceramada: GleCer se
encuentrun ennquecidas en dihadrmoa LCB v dodos grasos de C16, muentras que GIPC poseen
abundante teibi-drosi LCB y deidos grasos de cadenss muy langas (VLCEA, ZC20) [111].
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A partr de estudios realizados con AAL vy FB1 con disontas mutanies de o nabvigdann, se demostrd que
algunas perturbaciones en e metabolismo de esfingolipidos poddan conducir a la MCP v que csie
proceso de muerte estaria asociado estrechamente 3 mecanismos de defensa SA-dependientes. Sin
embarpn, en la acteabdad no han sido suficientemente caractesizados los efectos de la FB1 en el
ambiente natural donde se desarrolla la enfermedad, ni los esfingolipidos especificos mvalverados en
desencadenar la MCP, Exsten csertas dhgcrepancias con seapecto a lis espeeies LB mvalueradas de
Mmanera pramaria o en forme mds potente en la induccidn de la MCP bazadod, en aplicaciones exdgenas.
Shi v cols. [114] mostraron que di&0 (Sa), (180 (Pso) & d18:1 podian indueir MCP en pintulss de
Anaiddapar spp. en agar, ssendo Sa menos potente que Pao. Estos sesultados fueton consstentes eon
estudios previos realizados por Tanaka v ocols. [115], guenes encontraron que Pao presentd. mayor
fitotocacidad que So. Recientemente, por el contruno, Saucedo v cole [116] infoomaron que Sa indujo
MCP en plintulas de Anvidapuds, pero este efecto no em causado por Peo. Aungue la causa exacta de
esas diferencias no estin elaras, o3 importante tener en cuenta que las concentraciones fisclogcas de
algunos esfingolipedos isactives, en parpcular la LOB libres, pueden ser muy bajas, por bo que una leve
alterscidin de estos mveles podda reflejarse en un cambio metabdlico importante. Proporcionando ain
mayor complejidad a este sistema, no s descarta la posible sensibibizacion del metabolismo bpidico de
las plantas, tras el pomer contacto de las fumonisings, fendmeno va descopte por Wang v cols. en
animales de expenmentacsdn [117). Estos autores mostrazon que iras la pomera exposician a FBL,
mveles 10 veces mfenores de la toxina son suficientes para causar ¢l mismo efecto sobre el desbalanee

bpidseo en ratas,

Resulta necesano dilucdar sl MCP inducds por esfingolipidos forma parte del mecanismo de
defensa en la resistencia a patgenos hemi/bintrdfcos.
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Figura V: Esquema de las principales reacciones que intervienen en el metabolismo de esfingolipidos en
plantas. La sintesis & wovo de la ceramida ocurre en el reticulo endoplismico (RE), mientras que ls sintesis de los

nlﬁ.r*ulfpi.du:. mmpltrn: ouceden e el aparabo de t;nlg'i. El nombre de las =nsimas 5= encusniran en los
recuadros recoadnos grises, sxoepbo la ceramida zinreraza qUE B£ ERCUENTTE B0 e recuadeo esleste 1250 Pasos
metabudlicos critieod para b regulacion de MCP en plantas cimctenzados penstcamenie (Adapiado de Berkey v

cols 2012 J62]).
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OBIETIVOS

OBJETTVD GENERAL

Evaluar In probable partopacian de FB] como factor de fopatogemcidad en el patosisterma made-
Factaraes peviialioides

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Caracrenzar Ios cambios fenotpicos v funcwonales de plinnulas de maiz de hibndos resistenres y
sensibles a la infeccidn con F avetiadfsides, con respecto a |a dindmeca espado-temporal de la invasion
fingca.

2- Estuchiar la capacidad de 1a FB1 para reproducir en ambos hibridos de maiz, sintomas de enfermedad

asoctados a la nfecoiin por F. oo,

3- Evaluar la pamcpaciin de los pnncipales componentes del metabolisma bipidico en la respuesta
diferencial de ambos hibndos frente a la infeccion v a la exposicidn a FB1 en forma indridual,

4 Analzar mecanmeos de muerte celular como respuesta diferencial entre hiboidos v evaluar niveles de
frtobormonas involucmadas enlp TES ISR al estres badtco,
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RESULTADOS

CAPITULO I: CARACTERIZACION DEL PATOSISTEMA Zea nm_s-‘l-Fu.m.rfwn
verticillioides

1. PERFIL TOXIOOGENICD DE Fusarmem vermoillioides RC 24

Fn esta etapa se realizaron infecoones expenmentales de maiz con onn cepa de B perfaedioler
procuctors de FB1 (RC2024). Bl estuhio de la capacidad tooscopenica peemind determunar gue la cepa
RC2024 prodhupo 1,444 e de FB1 /g de maiz fermentado (n=4) de FB1, con uma relvcion FB1L:FBZFB3
de BE:5:T.

2. EFECTOS DE LA INFECCION S0BRE EL CRECIMIENTO VEGETAL

Z.1 Almra y longitud de la rafz principal

En la Tabla 1 se tesumen los efectos de la infeccidn con la cepa mucotomcopénica de Fo seniaflfoddes
sobre el crecimiento de las plinoalas de madz, mediante la medicdin de la alouea (pasimerro wsado como
un indicador del vigor de la planta) y de L longitod de la e primaria a los 7, 14 v 21 diss post-sicmbea
(dps).

F mrtioibeder RC2024 promovia el crecmiento en HR siendo 1a alrs signaficativarnente mayor en este
hibodo comparada con las de las plinmutas no-noculadss (p<00001 a los 7 y 14 dps, y p<0h05 a los 21
dps). Ademis, In longpmd de la raic pomana foe mayor a los 14 7 21 dps en plantas infectadas con
respecto @ los controles (p<0.0001). Por el contrano, b infeccidn del HS sedujo el crecimiento de la
parte acreq {p<0L053 alos 21 dps) v de 1a eadz peimarna [peo005 3 los 14 v 21 dps)

Tabla L Efectos de lo infeccidon en hibridos resisteates v susceptibles de maiz con Fosaiuem
verticillinddes sobre el desammollo de las plintulas @ los 7, 14 v 21 dps®.

Adtura de la plintuls (cm)’ Longitud de la raiz primaria_(em)

dias post-siembra dias post-siembra
Tratamicnto’ 7 14 2] T 14 21
HRC .9+ 0.0 109+04 208+13 4.8 +0.4 74:04 106:046
HRI 313+03M 165+07d 256+ 1.7 1.8 +04 128« 04d 4.2 +0.6d
HSC 315+02 133402 27806 6.7+02 126203 17.1£0.5
HS51 32+0.2 138205 232+0% THE02 HA=04c [54 %06

5] oz datos estan u‘preﬁl.dm com ln media 4 error esrindar [:121”}.
FHRC: Hibrido restirente control. HEI Hibeido ressrente infecrado. HSC: Hibrido susceprible conerol. HRI:
Hibrida susceptilale infectadn,

23



RESULTADOS

#las letrus c v d mdscan que el vador de @ de oy grupos infeceados son sigruficativamente (¢, =005, d, p<00001)
diferentes con respects a su cosrespondiente grupo control.

Con estod datos es posihle evaluar los patrones de asipnacidn de recursos de las plantas bajo
condiciones de estrés. En relacion s esto, |3 masa de un determinado dpano de 1z planta nende s
reflepar el costo de su construccidn,

En i Figura 1 sc muestran los efectos de la infeccson por F wertigfierder RC2024 sobre |a biomasa de ks
parte aérea, riz ¥ toral de las plintulas de maiz de los dos hibados wados en este modelo expermental

F, rerfiglfoides incrementds sigmificatvamente b acumulacidn de marena seca en HR, en donde L
baomasa total de las plintulas infectadas superd a la de las plantas control, a los 7 ¥ 14 dps {p< (LE],
debido ponopalmente a la mavor contobuoon de la parte aérea, Este honpo fuvo un efecto opuesto en
el HE, donde se indujo una reduccicn importante en la biomasa total & bos 14 (x % p<0.001} v 21 dps
{y “oi p=0.0001) debado 3 menores desarrollos anro de ka pame aérea como de raiz. Estos efectos sobre
el desarmollo del M3 se evadenciaron a los 7 dps {pare aérea) v 14 dps {miz); manteniéndose estas
diferencas hasta b Anabzacion del esquema expenmental. En este alomo caso, el total de la masa seca
tanto de raiz como de parte aérea fue significativamente mavor (p<0.0001) en el dia 21 con respecto al
dia 7. indicando que, 5i bien se observo inlibscidn, la plintula contnus su crecmaento después del dia 7
pero en forma reducida con respecto al control,

En este estudio, F eertoliander induce repuestss opuestas en el patron de asignacion de recursos en of
HE v en ol HS. En HR, F remicliaider no supoime ¢l creciomento en plintulas sesistentes, ¢ mcluso
promueve, en algunos casos, su desagrollo, Estos resultados fueson mespersdos durante los paimeros
diss despues de la perminaciin de semillas infectadas, dado que ¢l hongo v la plintula pueden estar
compitendn por las reserms de autnentes almacenados en el endosperma del grano, Ea HS, la
infeccion cawsd un compromesc en la asignacidn de secumsos que se tradujo en b reduccidn del

crectmiento tanto de ln parte aérea como subtersdne.

Los efectos de la infeccidn de las planmulas con F. pertaiiedder se comenzaron a evidenciar a los 14 dps,
fundamentalmense en el HS, como se observa en las Figuras 2 v 3 Los slntommss de enfermedsd en HS
incluyeron crecimuento reducide de las pares adreas v radicales v lesiones del dpo necrdricas en
mespcotle ¥ partes del talle, Por otre lado, la infeccidn indujo mayor desacrollo de las plinoalas del
hibndo resistense inoculado.
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Figura 1t Efectos de la infeceldn fiingica sobee €] crectmiento del hibrdo resdstente v susceprible de
ke,

Bedicidn de b normasa (pese seco) de ln parte sdoea (A), radical (8 v womal (©) en HR v HS, 4 los 7, 14 v 21 dps
Los daros es1an expresados o la media = eeror esrdmalar (0210} Sp=0005 bWo=000; cp={h0iI]; 400001,
cuardo los masces infectados son :;rmpamdm. Lon su :L'umsrlrmdieql:e grupao chmare],
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Figura Z: Lesiones particulares observadas en el hibodo susceptble infectade con Fvertioiilioddes
RLC2024 v esquema de una plédntula de male donde se puede visualizar partes especificas de la misma.
(a) Tiasen ruestis beasodne I.'IHI.".1II‘- A MEgtas o it ¥ paric de la ]hL'-Tl.'il.'ln atred del HS a los 14 drl: -:-!r;l
Sepmentos especificos de una plimnila de malz se puede observar la miz primana 7 al sstema de ralces que
recnplazani 8 la misma ¥ oque pueden mcer del nudo codledonar {raices cotledonanes), del nudo cokeopilar
(raices caulinares) ¥ aun del mesocatilo (primer enmenudo), Adermds se muacetn las pomerss bojas o protodlos

HRI HRC HSI HSC

21

Fignira 3 Altersciones macroscdpicas inducidas por la mfeceldn del mate (hibrddo resistente, HR ¢
hibrddo susceprisle, HS) con F verslciifioddes RC2024 a los 14 v 21 dias post-siembra,

Promocedn de crecamuento en HR desarrollidos a parte de serrallas inocaladas con solucidn conmdial de la cepa
=r'|i|.'lll.l.lkil.'l.l|.;!.'-|'|"ﬂ:'ﬂ RCM24 ee F. werticlilaides (HRI) con reapecion o '|=th|';m corlrales {":R‘“-.i- Menos desarrolio
sadlicular v de la poresim adeea en H5E en comparackdn con el crecimeente de plimala contpoles (HSC) o parnr de
semifles no infecradas. e suspension de condias Ringoes fue prepararade luepo de disprepar mecinicamente las
colonias desarrolladas durante siere dias a 25 °C en medio agar papa ghocossdn (APG), con una soluckin esténl de
Traeen 20 (25 % oo PESL Las suspenssones obterudas se dejaron decantar durante 3 sep, sjustindose heego g
suchides a (L] DO con edpectrofobbmetns a G060 nm, esta densidad representd 1002 uie fmil

HRC: Hibrido resistente comtrod. HRI: Hibado ressstente infecrado. HSCr Hibrido susceptible contenl HESE
Hitbrido $||_"."i|:i.'|'|rih|t i tacdo.
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3, DIiAMICA ESPACIO-TEMPORAL DE LA INVASION DEL MAIZ POR Fesanum verriciiliofdes

5S¢ evaluo linfecadsn fingca del tepicho cadical v foliar de plinnaas cesistentes v suscepribles medmnte

el anibisis microscopico v aslamienio fgeco:

3.1 Mictoscopiat

Las observaciones mucroscdpecas de HR e HS inoculados revelaron colonizaciin modersda tanto en
tejido radical como foline (Figura 4). A parue del dia 7, v hasta los 21 dps, la infeccidn flingica se
locabied pancipalmente en iz, en donde se pudieron obscrvar hifas septadas ubicadas en forma
pamkla al eje mayor de In céluls (Figum 4a). Con respectr a las hopas, o mecelio se detectd a parte de 7
dps observindose en mayor densidad a los 21 dps. Se observaron las hifas septadas de I, perfidilisia,
rwma Bcadas entre los células del hospedante (Fipurs 4b) v emergpendo o maves de los estomas. (Figuaa
4c). En todos los casos ln ubicacidn de las hofas fue mayontanamente en o odrex, san mfiliar la

vasculanurs, v el crecomient Rmgico fee de localizaciin intercelular.

Figura 4: Colonizacidén sistémica de F. verticilinides RC2024 en hibrido susceptible infectado a los 21
dias posi-siembea,

s pur.d:n abservar las hifas ubicads: en ]uul:h en bok E:.lm.-.im mrercetulares del tejudo raducal {a), en hojeas [b} ¥
emerpendo o traviés de bos esromse (o). Colosacstn con azul de tmpdn 0,05%., (D.I:Hmﬁ:m:u:u: 4inkx), Barras: (a-ch:
Hipme

3.2, Alslamiento fngico

El proceso de colonizacidn de I svticilividyy fue ademds invesngado aslando al patdgeno en medio de
cultrve APG, a parur de segpnentos especificos de las plintulas de maiz mfectado v cosechados a los 7,
14, v 21 dps (Figura 3). Las colonias desarrolladas en este medio presentaron un micelio séreo denso
ouyn reverso presento un oolor pardo, como se muestm en ba Figura 3a. Se confirmo por microscopia,
Iz presencia de estructuras camctenstcas del F veialiondss (Figura 5h), como las macroconidias en
cadenns largrs (flecha) v las falsas caberas conidiales (cabera de flecha).

a7



RESULTADOS

El hongo fise recuperado de todos los segmentos de las plintulas (Figera 5c; B, mices; M, mesoootilo;
N, nuda; T, talles v H, hoja) de HR ¢ H3 en todos os diss evalundos. Sin embango, en e HS = obsenmo
mayor frecuencis de imfeccidn v diseminacin que en HRE. En este dlimo, la regon de In plintuls
infectads con mayor frecuencia fue mesocttilo, sepido por el nudo v riz y, en menor proporcion, ks
porciones aérens de las plintulas (hejas v tallos). En HS, a partir de los 7 dps, el mayor porcenraje de
recuperacion fingica fus ao sdlo 3 partr de mesocdnlo, ambién foe & parne del audo, ¥ en menor
porcentaje en iy, hojas ¥ tallos. No obsmnte, estos Glomos porcentajes fueron supenores @ los
observados en el HR. A bos 14 y 21 dps, la raiz fue otmo de los tefidos (unto al nudo v mesocoelo) que

presents la mayor infeccion,

E

nkscion por F warpofkaices (%)

Figura 5 Dindmica espacie-temporsal de la infecciim fimgica de plantulas de maiz (hibdde resistente,
HR ¢ hibrido suscepuible, HS) por F. verddodiioddes R2024,

(n} Amlamiento Ringico en medio APG a partr de soccones tlpcuil‘}uas de H% infectados, o bos 21 dp:. (b}
Examen micrascdpies de micsoeonidias en cadenas langas (Hechn) v cabera falsa {cabezs de flecha), caractensticas
de F, perficilfioider, dessrrolladas. g Jos 5 dias en sgar-apun. (Mognificacidn 400x). (c) Porcentaje de infeccion de
raices (R, mesocatilo (M), modo (M), wallo [T), v 1% hoja [H) de plintubis ressseentes v suscepnbles infecradas, a los
T, 14 7 21 dps. La distribucidn fingica se derermind en duplicados de segrmentos wegeiales especifioos de 0055 1
mm (A=6).

4. EFECTO DE LA INFECCION FITNGICA SDBRE EL DESARROLLD DE LAS RAICES

5t estudiaron los ¢fectos de la infecaién fingica de los HR v HES, mediante ol analisi= de las imigenes
digitalizadas de las raices, con el sofrware WH-RIPL 2,0

E la Figurd 6 se muestran fotogeafins representanivas de plinmlas de HR ¢ HS (controles e infecuadas)
cosechadns a los 21 dps. La parte isquierda de cada panel moestra la imagen escaneada de las raices
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suzpendids en bandega acrilica contra ua fonco oscueo pata ol sumenro de contaste, mientms gue a b
derccha se observa ln imagen dyginalizada proceiada, i cual fue sometida a andlisis medisnge o software
WR-RIPL 2.0, En forma macroscdpica, s¢ pudo aprociar que ef sistenta radical del HS infectsdo (Fipura
G PIEsEnto menor desarrcllo v una dismunucidn marcada de las sadces laesales con tespecio a sy

conirm | Pigues G v a las raices del FIR (Ipura da-b)

antrol

L

Infeccion

Figur:l i Efectoa de la infeccidgn fingica sobre &l desarrolln radical de HE ¢ HS: Aadlizis 1n1;r‘|_'|tl'|.Hii_'l_|.
Lomparacaon de immgenes dyptakes de los sistemas mdicales de mices entre HR v HS crecidos 2 parti de spmallas
inocubsitas oon F st (b, o) v sus respectivos contrales {a, o), a los 21 dps, Bareas (a<d) 3.6 cm

4.1, Morfologia del sistem icalz di i - olipos de maiz

Favariam prficiilindder RC2024 twro efectos opuestos sobre las estmuctaras de las ralees, caracterizadas o
través de bos pasimetros de longiiud tonl, superficie ¥ volumen tofal oboemwdos tas ol andlisis de las
imiigrenes digitalizadas de las raices, com el software WHR-RIPL 2.0, (Fipura 7). Las raices del HRE,
presentaron mavors longined rotal, supesficie ¥ volumen o los 14 dps en comparacicin con las radces de
plinmitas no infectadas (p<00001). 230 embarpo, en H3 moculadas se observaron efectos peradiciabes

en los mes parimetios evaluados, primcipalmente a los 21 dps (pr<0U05) con sespecto a bos conoroles,
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Pitl.l.!l T: Efectos de la tnfeccitn :Fil.u.g:ll:l. de H H.:,r HE sobire la mmﬁ;i]pgh saddical,

Medicidn de & |l’.lr|,|.p|.1.|.d I:'..-l}, :uFErEui: [.B] ¥ wolumen I:q total de masces de |_'||:iﬂ.m|.-:5 de maiz a loe 7, 14 v N | |_'11_'|5.
Lan adatos estin expresados como b medin * ermor estendar (n = 100, Lk hlr:rfl'l.l'lh e, M, cuando o
mmaicss infectados son eomparados con su correspondiente grupo control.

4.2, Longitud especifica de raiz

La longatud especifica de raix (SRL, Speafc Rose Length) es un parimerro que relaciona la longroed ol y
el peso seco eadical, donde meorementos en la SRL se asocian con una alts respiracidn de las mices finas
que reflegan una gan acovadad metabolica relaconsda con la asimitacidn v capracidn de nurnentes.
Debido o esto dlomo, la SRL es conssderada un indice importante qee pesmite caracterizar
funcionalmente al teido radical. La Jongitud total se obuvo luego de analizar las imdgenes dipializadas
de bs raiees, con el softeare WR-RIPL 20,

Fin este estudio, se observaron cambaos en la SRL, los cuales fueron dependientes del hibndo analizado
L2 mfeccitn fimmnca del HE determing a los 14 dps una SRL 1,4 veces mayor que la observada en of
mismoe hibrido, pero en ausencra de mfeccidn. Faarew sertidifsider podda promover un mejor
funcionamiento de la raiz de plinmlas resistentes, sumentando su eapacidad para la eaptacidn de agpoa ¥

mutmentes, su respiracion v su tasa metbdlica. Por oo lado, en plinmdas susceptibles infectadas se
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repisted ung cisminucidn del SR1s 8 bos 21 dps, de 008 veces con respecto al control, afectando
negatvamente las funcones del repido radical,

B, ComcLUstON CariTuLo I

Furarim peeticiifoider RC2024 colonizd en forma sisémica ani al hibndo ressstente como suscepuble
de madz. Sin embargo se registed una mayor frecusnca de infecclén v velocidad de disemninacidn oo
sepmentos especificos de plintulas cuscepables con respecto a las ressrentes. La focalizscidn fingrea
fue preferencialmente en mesocddbo, modo v miz ¢ en menor medida en hoja v 2o, en wmbos hibeidos.
Sin embargo, en HR se aiskd con mayor frecuencia a partir de mesoconlo, muentras que en HS ademds
de simarse en mesocotlo, fue importante su localizscion en ralz v nudo coleoprilar.

El hosgo micotowicogénien wvo efectos estmulantes sobre b elongacion de la raiz pomana, altura y
biornasa total en plantas sesatentes, v efectos negatveos en los mismos parimetros, pero de plintlas
del HE Los efectos de promociin de crecimsento no ée wsocian a la acovidsd de ciertos
microrgansmos pertenecientes o i microbiotn de I nedsfera del swelo, dido que en ¢l modelo
expenmental s¢ ublizd arena previamente awtoclavada v lavada. El incremento en el desamrollo vegetal,
sgnere que F. prrtfaiforder pesdrin prodisar Bobormionas que intervienen en este proceso. Por otro lado,
en este estudio, se regsig gque el bongo afectd ln morfologia de la mices, impactands en forma positiva
en ln captacidn de sgem ¥ nutnentes, fivoreciends por lo tanto el ereameente de la plinmla, En HE, la
dismunueicn de la baommsa wotal de las plinmulas, las lessones ded upo necrdtica observadas, v ko menor
cficiencia en kb funcionalidad de la rade, se comelacionaronm con una mavor invasion fingca con
respecto al HR. En HE el pmceso de infecciin 7 colomzacon se desarmolld en forma mas agresiva y
ripida que en HR, suginendo que poddan generarse condiciones que favorezcan el cambio del hongo
haca wna fase mis wirolenta, asociada por ejemplo con b sécrecwin de moanas, debilitendo al
hospedador o retardando o inhibsendo las respuestas de defensa.
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CAPITULO II: CARACTERIZACION DEL MODELO DE TOXICIDAD EN MAIZ CON
FEl

L AMALISIS DE LA PRODUCCION DE FB1

En el presente trabajo de tesis, Ia FBl requenda pam el oratamiento de las plannubss de matz fue
producida en medio de culovo liquido My en biomeactor, ol cual se inicid a partr de In inoculacion de
la suspension de comdias de F, rentiioder RC2024, como se descobe on los Matenales v Métodos.
Luego de 28 dias de incobacion, e medio Hqudo fermentado foe surodavado, clanficade ¢
acondicionado para su wolizacidn en el esquema expenmental de firoroacidad. La ideanficacion v
cuantificacsin de los niveles de fumonisines en el medso Myro feemenmado v scondicionado, se realizd
medimnte HPLC acoplado a un detector de Auorescenca. Las concentraciones de las fumonisinas B1,
B2 v B} en o caldo de cultve se calculason medmne extmapolacion de las dreas de los pacos
corrcspondientes o la toxing (Figurs 8), sobse una curva de calibracsdn consmuda con estindares
comerciales de las oxinas (PROMEC, Republic of South Afrca). La concenracidn de FB1 fue de 40
pg/ml (n=5].

R
.

Figura & Perfil toxicogénico sintetizado por F. vertscillioides RCI024 en el biorreactor,

Cromatograma obtensdo por HPLC-FL, indicando la presencia de FBL, FBZ v FB3 en el extracto de cultvo de F
prrteciiiander, dervarizades con o-faldiabdehide (OPAL La separaciin s¢ realizd con uns colemna C-18 de free
rewersi, usando como fase mdvill la mezcls meranctNaHPOy 0 M 75225}, & pH: 335 v 8 un fujo de 1.5
./ e
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2. EFECTOS DE LA FBL SOBRE EL CRECIMIENTO YEGETAL

2.1, Altura y longitud de la raiz principal

Se realizd ln medicidn de b altura de las plintulas v de la longsrud de la rade pancipal en HR ¢ HS
regados con soluciones de FB1 a dos concentraciones, 1 v 20 ug/ml, como se awsestra en | Tabls 2
Ambsos hibeidos expucstos a 1 pyr/mil de Lo toxinn presertaron win dismanucidn en la aloes 2 los 7 dps,
aungque este efecto se mantuee hasta el din 14 sdlo en ol HS A Jos 21 dps oo se detectaron cambios en
comparacion com el controd, Con respecto a 1z longited de la iz poncipal, solo se observd reduccion
significamva (p<(.03) en H5 a los 7 dps, pero este parametmo se pormalize a bos 14 ¢ 21 dps.

El nego con 20 pgSml indujo & una inhilicidn severa de los dos pardmetros (longited de rallo y raiz), en
armbos hibridos voen los 3 diag de cosecha, compardos con sus respectivios controles. Las reducciones
de las lengitodes de las rafees primarias de HR (14 v 21 dps) ¥ ded HS (7, 14 v 21 dps) foeron mss
importantes en el dego con 20 ppm de la oming, con eespecto al tiepo con b concentracidn mis baja
En cusnteo ala 2l de ks plintiles, los efectos mis importantes foeron observados en el fego con 20
ppm de FB1 pero en menor medids que en rade solo se regnstraron diferencias o los 21 dps en el HR v
alos 7,14 v 21 dps en ol HE

Tabla 2, Eﬁ:—:ﬂudﬂﬁ:gnmnlnlll:innud: Fﬂiinhuddﬂlrm[hd.:punrllu:hmnhdclﬂhﬂd.n
rui.ll:i:ltl:" l:.a::PI:l'H-e""

Aldrura de s plantola (em)td Lomgitud de la raiz primaris (cm)
IHas post-imocitssain ias pesi-maeulacion
Cultivares™  FB, (ggiml) 7 i4 11 T 14 21
HR ] 158+ 07 BT+ 014 24+ 25 e 334+ 23 B3+ 40
i T34+ 0dd Fds 2 8544 13 1162 09 N34 08 ZEQ & 14
i 1.7 1.2 GGz |5 240 = 2 Lf Tl= i1 Sd= D&M TIx |
HE [ [fh & 06 Wis 10 405 4 0o ITes OF e 08 a4 00
| Tdw kid 31X3= e 400w 11 Bl= 0T 2+ 1.3 IT4x |5
L) 0.5+ Dide  IEd4= 2160 270+ 26d0 Ao Odde B3 0%dF TAs 180

*Lio dares esrin expresados como la medis T epror cotindar (nZ100. Las nacetas fseron regsdas con 100 mil de
salecion de FBL, a0, 1 v 20 gpfml, & los 2, 4 v 6 diss post-siembes,

*HR: Hihrdo resistente. Hs: Hibsido susceprible

YLas leteda © v o iodican gque ] valor & de Jos grepos rratades con FB1 (1 y 20 pgSmi) difisren signaficacivamente
iy U, o, pe (0] de s sespectivn prups contl [FEL: O g fml).

Los betras e v f indican que el valor p del grupo matado con FB1 20 pg/ml es significatrrmente (e, p<U05; £ p
<001 diferente con respecta al grupo tratado con FHI: 1 ;J.g_.".m].

2L

%o determmand [n bsomasa moal de lns plantulas del HR ¢ del HS, come asi tambaen el peso seeo de parte
séreq v sistema radical (Fayrurs 0, El gego con FBL 2 un nivel de 1 ppm diseruooyd ln buomasa toal en
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arnbes hibados debido a las reduceones del crecimento de la iz v b parte adrea, a los 7 v 14 dps. Sm

ernbacgn, el efecio e revirtid en ambos cultivares a bos 21 dps, donde las caracreristicas fenotpicas de

Ins plantulas cratadas fiseron similares o sus respecivos controbes,

El pego con M) ppm de FBI cavusd reduceiones en la biomass total de las plantulas de ambes hibndes,
efectos determuinados por los meaores desarmllos radicales remstrados en los tres diss de cosecha
esmuidiados, ¥ por las disminuciones de los pesos de las partes aéreas o bos 14 v 21 dps. Mis ain, FB1 (20
ppm) determing la ausencia de crecimiento significativo de las rices de las planndas de ambos hibrdos,
Io cual se deduce por no haberse regstrado cambios en el peso seco radical entee los 21 dps v log 14

dps,
i)
s =
)
.-
E 13 =
()

Biomasa intal (g}

1 Commal LD‘]'
B3 FRI{] ppeil

Haiz {g)

0s -

03 =

LU

034

T Contred
B FiEl (20 ppm)

Figura % Efccios del ricgo con FB1 sobre ¢l crecimienio de hibrido resistente v susceptible (HR v HE)

de make.
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Medicsom de B biomass de la pacte agrea (A), (D, mdcal (8, (E). v toml {C), (F de bs plinmulss, sxpuestas &
niveles de it de O (contrales, barras blancas), | (barms s claro)y 20 ppm (barras gns oscurn).

Lo danos estin expresados como b medis 2 ermor estindar (n2 100, 5005, Bpe<(h01; 5pc0.000; de<000001, de los
mices expuestos 3 FB con respecio o o cocrespondiente control, a los 7, 14 v 21 dps.

Aunguoe todas las plinnulas regadas con la tosdnn presentason una severn redeecion en la Momasa, en las
las tratadas con la menor concentracson de FB1, eare efecto fue trnsitono, adguinendo nusvamente el
fenotipo de las plintulas conteal, o los 21 dpa.

3, ACCION FITOTOXICA DE LA FB1

Se investirs b accion fGtotdxica de la FB1 en el crecimaenio v morfolopia de las plinolas (Fypara 100,
Los sintomas de  enfermedad ocluyeron  marchitmmento 7 subdesamrolle de las planoulas,
amardleanyvente v enrollamento de hojas. Ademis, se abservaron lestones de dpo necraocaz foliares y
radicales (flechas; b, d, g, i), las cuales fucton evidentes desde el din 7 v persstieron hasta los 21 dp= en
HR ¢ H5 regados com 20 pefml de FBI. El sisterna madical tamboén fue afectado negagvamente,
mostando crecimiento reducido de sus raices (pomanas, sermnales y laterales) v carencia de pelos
cadicales (a, b, € &
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HR

HS

Figura Nk Signos de fitopatogenicidad causados por el dego de hibodo resistente v susceptible (HR v
de H%) con FB] M ppom.

El espectro de sintomas de enfermedad odsecvadios a los T, 14 ¢ 21 dps, en las plinnodes de mate ascluyeron
crecimoento soducido de mices: promanas, seminabes v laterales v oscasos pelos madicales {2, b, £ g, i lesionss tipo
pocribead en oabees (1421 dps) (flechas; by, d, g 4 iowet g, i) demeruociin en el crecindento del tallo y
marchitarsente (&, §) ¥ lesiones folses hojps cncolladas (a, e, 6 ), smagilleamiento (e, b, §§ v lesiones tipo
necinincas O, ). Bareas: fooe, b, ) S oo (d, ) 7.5 mmg (a3, by i 10 mem.

4, CONMTENIDD EN LA MATERIA SECA DE HOJA

Un aumenic en ol contenids en la maters seca de h-::-in.-\- TR, i.r.:l." I.:'.l_j' Muitter l:.'n:lr.'."rm':l; relatidin cntre
miasa seca de |'|r:-|n {m;_] COH respectio a la maxa fresca "j_r_: indicn un menor desarrollo de la p';:lnln. Este
pnrnm:rnc:- fue seversmente mnfluenciado por ¢l tratamiento con 20 Ppm de FBi. En e HR: el LIXC

T, 14 y 21 dps, aungue este efecto fue

fuc mctementadao pot el g SOl fa toxsaa a bos
cuantitatvamente mayor ¢ dia 7, En el HE se observan resultados similares, pero en este dltimo czeo
Iz swmenios en el LDME fueron proporcionalmente mayores {21, 17 v 31% a lo= 7, 14 v 21 dps, com

respecto o los reglatrados en el HR (20, 10 v 11 %) a los 7, 14 v 21 dps; respectvamente.

36



RESULTADOS
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Figura 11: Efectos del riego con 20 ppm de FBI en el contenido de materda en hoja (LDMC) de hibrdo
resistente v suscepiible (HR v HS),

Las bantas representan b media & 3E (n=100 "p=041; 4p-=0:0001, en plintalas expuceta a Ia woxing con respecto d
2T n;m:]:lmbd.'l:rlhu control, o los 7, 14 v 21 dps.

5. EFECTO DE LA FRI SOBRE EL DESARROLLD DE LAS RAICES

Lno de los efecros mis soheesalientes de ln exposioon directa de FB1 s la gran diversidad de  cambaos
morfologicos que sufre el sistema radicular (Figuea 12). Estas modificaciones se encontraron
directamente relacionadas con la concentracion de la tomna. A niveles bajos de FBT {1ppm}, en &l HR
se observo un desarrollo mdicular mas lento que en los controles, particularmente en lo que respecta al
creciniento de las mices laterales. Mientmas que en el HES, la toxana inhibo el crecimiento de la miz
primama ¥ raices seminales ¥ latesales, en especial a bos 7 dps. Sin embargo, ambos hibndos presentaron
uns arquitecturs simalar & sus controles a bog 21 dpe. Por oo lado, FB1 a 20 ppm, redupo fuertemente
el erecimuento, del HR v del HS, acortando la longitud de |a raiz prmania y raices seminales; afectando
el mimero de raices seminales, e inhibiendo el desarrollo de las rices lateeales, a Jos 7, 14 v 21 dps,
Estos cambios se manifestaron en forma mas pronuncisda en e HS,
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Figura 12: Efecins del riego con FBI1 sobee el desarrolln del sistema radical de hibrido resistente v

susceptible (HR ¢ HS): Andlisis morfoligico.
Comparacyin de imdgenes digitales de los ssremas radicales de raices expuestos a niveles de toxine de 0, 1y 20

ppm, 2 los 7, 14 v 21 dps. Barras {Controles- FBL 1 ppm): 3.8 cm, Barrs (FB1: 20 ppmic 1.3 cm

5.1 Longited especifica de rafz

Die manera similar a lo realizado en el modelo de infeccion se analizo el parimetro SRL, con el fin de
caractenizar funconalmente al tepdo mdical luepo del mmmeento con FB1 a diferentes concentracones
(Figura 13). Cuando las plantbss fueron expuestas a la concentracion mas bajz de la toxina (1ppm),
solamente el colivar susceptble presentd uma disminucon en el SEL (3 los 7 v 21 dps; p<0.05 § p<
0001, respectvamente], ko cual reflegn deficiencia en el Rancionsmiento mdical noomal, relacionaces
prncipalinente con una menor captacicn de nutmentes v agrea, Por otro kado, e dego con 20 ppm de b
toxma genert mayor efecto inhibitono en la funcionalidad de ta rake, que con o nego a bajos aveles de
FB1. Estos resultsdos se cepitieron en ambos hibrdos, v en cada uno de los dias de cosecha (7, 14 v 21

dps) (p=0L03 a p=<0.0001),
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(A) ] FBI1:0 pgml (8)
[ FBI: 1 pgml
Bl FBI1: 20 pg'ml

dps 7 142 7 14 L 7 4 11 7 14 1
HR HS HRE HS

Figura 13, Efectos del dego con de FB sobre la longited especifica de ralz (SRL) de hibrldo resfstente v
suscepiible (HR v HS),

Alteruciines en el SEL en plintilas tratadus con FBL: Lag mi (A) v 20 g /ml (5.

Las barras representan la media £ SE, Se-=<0005; Bp=th 01, <= 00081, Se==000001, en planmalas expoestas a la toxiea (0,
1% 20 ppin} con respecio a las plimiudas comtrol, 4 los 7, 14 v 21 dps.

. CONCLUSION CAPITULO T1

FBI reprodujo, por & sola, los sintomas de enfermedsd causados por la feccion de F setiailiogdes en
plinmlas de maiz. 3in embargo, en comparcydn con ta infecowin, b exposiocn a la mona prodojo
sintomias de enfermedad més severos. Estos dlomos  mcluveron  amanleamuento de ks hojas,

marchitarmiento v necrosis tante en FIR como en HS.

Mateoales de cultive sutoclavado conteniendo miveles conoodos de fumonsines es amplamente
utilizade pars caractesiear lo tonedad de eatos compuestos en arumales y plantas. Sin embacgn, ademds
de fumonisinas, F wertdallader puede peoducie otros campuestos nologamente actives come aodo
Fusdrico, fusarina C, beauvericina {la cudl es producida por un bajo porcentaje de aisamientos fingicos)
y moniliforming. Aunque algunos efectos ftotdxicos invahicmdos en la patogénesis de plintulas de
maiz han sido atnbwdos ol dado Bedoco, en medw de cultive bgude, sdlo producen esta tosins
miembros de la poblacidn de apareamiento C {especes de Fuarw aislados de arsoz), algunas cepas de
F. soquaparar v F. sodasi,
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Las observaciones en esta parte de ka tesis sugieren que de la interaccidn de la FB1 con laz plinnalas de
maiz, s producitan al menos dos resultados posibles, dependiende fundamentalmente de ta dosss de
FB1. A niveles de 1 ppm, FB1 caust reducciones de la parie aérea v raiz o loe 7 v 14 dps. Sin embargo,
estos efectos fueron transitonios, ya goe a Jos 21 dps, en ambos hibondos, los pasimetros de ceecimuento
vegelavos s equipararon & los de sus respectivies omuestras control. A nveles de 20 ppm, los procesos
e demoxificacdn no sedan efecovos, alectando severamente el aco de desacrollo (deenbbemental Mg
de las plintulas e inducendo posiblemente una senescencia tempeana, en mals,

Es interesante destacar que ba roxina afectd la funcionalided de la raiz, pero a baja concentracidn sélo
rnpactd en ¢l HS. Por ko que la carctenzacion morfolagica radical seria un buen parametro, de utibidad
prictica, para visualizar los efecrns negativos de Ta wsna de manera diferencial entee hibrdos.
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CAPITULO I11; BIODISTRIBUCION DE FB1 EN MAIZ Y U EFECTO SOBRE EL
METABOLISMO LIPIDICO

1. ESTUDIOS DE BIODISTRIBUCION DE FB1

En este capitulo, se estudiaron comparstivamente, en plintulas resistentes v susceptibles:

a) La dindmuica de distmbucion de FBI, sintetzads por F opericlinidr en el intenor de plinmlas
infectadas, a la parte aérea v radical del madze.

b La capacidad de las plintufas de maie para captar FB1 ded suelo v distobagela en sos egidos.

L1 Identificacién y cuantificacidn de FB1 co hibridos de maiz

Los miveles de FB1 se determunaron a partr de extractos orgamcos de tepdo madical v de la poroon
strea de plinmilas resistentes v suscepubles, crecidas a pardr de semillas inoculadas con solucion
conidial de F. remidlffaider. 0 expuestas a la toxing, a los 7, 14 v 21 dps. La determinacicn de FB1 se
realizts mediante cromatografia Bguida de alta resolucida (HPLC) scoplada a espectrometria de masss
(M3), combinando ln habitided del HPLC para separar especes estrocnuralmente similares, con la
capacsdad del M5 paes dilucsdar con gran exacrined la estrucrart de una moléculs o parmre de su pacmn
de fragmentacion. Ademis, esta téonica nos permutic separar, wentificar y cuantificar a FB1 de una
mutnz vegeral, sin necessdad de una demvanzackin previa del compuesto.

En la Figura 14 se pueden ohservar cromatogramas representativos de los resultados obtensdos en esta
etapa. En tbrminos generabes, FB1 foe detectada tanto en HR como en HS, habséndose encontrado
mayores niveles de FB1 en mdees infectadas con B sestialinids del HR que del HS.
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Figura 4: Identificacidn y cuantficacion cromutogrificas de FBI en raices de hibrido resistente y
susceptible infectados con F, verticillioddes en el sistema HPLC-ESI-QTOF.

Cromatogramas superpusstos comrespondiente al idn exeealdo (EIC) del estandic de FB1 [mfe @ 7223}, con
respecto al nevel de FB1 cusntificado en HRI {a) o en HSI (), & los 14 dps,

1.2, Bivacumulacion de FB] cn raijces

Con el objeavo de validar las muesteas no infectadas incluidas en este estudio, previamente a I
cuantficacion de FBI se confirmo la ausencia de infrecidn filngpea en muestmas contol v en aquellas
expuestas directamente 3 la toxina, mediante andbisis microsedpien de seccwmes de hows y raices
tedidas con arul de topdn. La ausenaia de FBI en las mucstras control (no mfectadas v no regadas con
solucones de FB1) fue concordante con los examenes mucroscopicos, en los que no se observaron

clementos hinpicos infectantes,

La FB1 fue detectada a los 7, 14 y 21 dps en wejpdo radical de ambos hibridos, crecidos tanto o partic de
semallas ioculadss con F swtiadfeider como asi también a partir de plintalas regadas con 20 ppm de la
eoxana (Fagura 15).

La FB1 se detectd en maices de |:||:.ir.'|.|.-|.|lu.a- intectadns de ambos hibndos (Fipurs 15, barras oo azal) a los
T, 14y 21 dps, siendo mayores bos niveles de ln toxing en HS con respecto al HR. Las concentraciones
miximas de FBI se encontraron a los 14 dps, las cuales representaron un merements de 17 7 19 veces
con respects al dis 7 en HR ¢ HS, respectvamente, dizmimuyendo igemmente sus concentraciones a
los 21 dps. Estos resultados mdican que al infeetar la semilla de maiz, de ambos hibrdos, con la cepa de
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estuchic, @ Jos 7 dps el hongo produce la toxinag e v I concentmacicon de I mosma pementa
considerablemente a los 14 dps. A los 21 diss disminuye la concenmacion de la ousma, pudiendo
deberse a que la planta la excrete, compartamentalice o transforme quimicamente ("enmascare”). La
concentracion de FB1 obtenida a bos 14 dps, este es un punto temporal importante 4 ener en ouenta
para evaluar su efecto sobre ouos componentes implcados en la defensa de la planta. Por ouo lado, =
bien ki toxing se derectd en ambos hibridos en esie modelo, en iz, se registraron mayores niveles de b
misma en ¢l HS que en e HR, suginendo que esta diferencia entre hibados podda traducirse en
difesentes capacidades de la plinmla pam controbar la infecadn v con esto la producoon de tosna,
comn asi pmbién b posibilidad de diferentes capacidades de deoficacsdn v/'o distnbucion.

FB1 mambién fue detectada en raices de plinmulss regadas con la toxing 3 200 ppm (Figara 15, bamras en
gris oscurm), en ambos hibados v a los 7, 14 v 21 dps, siendo considerablemente mayor el nivel de s
toxing registrada o los 21 dps en el HS con respecio sl HR. En HE, los noveles encontrados en el dia 7
& mannvieron sin grandes modificaciones hasm el dia 21. En HE, los mveles de FB1 se mannnaeron
relativamente conatantes hasea el dia 14, ¥ luego se incrementd su concentracion notablemente a los 21
dps, donde aleanzd su nivel miximo (6 veces mayor con respecto al dia 7). En este modelo, senendo en
cuenta la deteccion v cuantificacion de FBI en las raices de las plinmias, en ausenc de infeccdn
finpica, imphcaria que ba toxing peedo npresar a las plinrulas desde la asena y scumularse en el wepdo
vegetal subterrdneo. Aunqgue la toxina se registea en ambos hibridos, estos presentan una anérca de
acumulackin diferente, 2obresaliendo b bivacumulacidn de FB1 en HS alos 21 dps.

En términos genemles FB1 fue agmficativamente mavor en HS que en HR para los dos matamientos,
excepto para la toxcidad del dia 14, Lag diferences mis notables entre hibndos se registraron en Jos
tejidos infectados, en los tres disg evalmdos. Mientras que en el ensapo de fitotoxicidad, la diferenci
mis importante en ceanto 4 bicacumulacidn de FBL flse segistrada a los 21 dps, donde el nivel medio
de toxina fue ¥ veces mayor en el FIS que en el HR.
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Flﬂ;.l.mi.!: Miveles de FB1 en raices &Hlyﬂsidecuﬂn;m . rcmbﬂﬁ'm‘d’;.ﬂ,!,ruyﬁncmﬂ}p?u
de FB1.

Los dates estin cepoesentudos como s meds = 5E de FBI en plinmulas infectadas (bara aml, cenmal) o tracedss
woqy 2 pper de FB1 (bares gris oscurs, devecha) con respector s las plinmalas control (bar blanca, mquierda), 5 kos
T (A, Iy, 4 (B By v 21 (G F) dps #Ap<b; We<0.00; 0] Mindsculas Compamcda de plinnds
tratadas con FEEPECTO @ ls omacera conenod May’ﬁmﬂm: ﬂum]:q.n:il."ln de HE mfectads o I.'EEI.IE]\'_'- con FEE con
respecto al H% con =l msimes traramasnne. MNEE Mo detectable.

De manera simidar g lo realizado en ralz, se evalud b presencia de FB1 en parte aérea de plintuias
resistentes ¥ susceptibles de malz v e procedic o determinar fa concentracion de la toxing en extracoos
de estos ejidos obtenidos alos T, 14 v 21 dps. Los resudtados de estos estodios se muoestran en la Fgors
16,

Loz niveles de FBI en la pare aérea fueron marcadamente menores que en bag mices, suginendn una
acurmulacion preferencial de la toxina en rejidos subtersinens, La FBT fue deteetads en todos Tos tejidos
foliares provenientes de colnvares sesistentes como susceptibles, va sea erecidos g partie de semillas
infectadas con d hongo eoma tambidn a partir de las plantulas regadas con la toxing; con la dnica
excepoicn de b porcidn adrea de HR infectade, 2 los 7 dps, dorde eo se detectd b tosina,

En el HR infectado (Figura 16, panel supenor, barras centrales en azul), los niveles de FB1 a los 14 ¥ 21
dpz estwviernn proximos sl limoe de cusnaficacion de la memodologis vsada. Mienrras que en HS
infectade (Figuea 16, panel mferior, barms centrles en apul), In toxing se detectd o los 7 dps,
sumentando 7 veces a los 14 dps (mixamo mdvel observado en este teatimdento) v disminuyendo 4 veces

a los 21 dps, con respecta a los 14 dps. Tenendo en cuene los obsesvads antecorments, en plantulas
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erecidas a pastis de semullas wfectadas, o movirments fngico fue tanto ascendente come descendente,
sugnendo cque Ia presencia de toxing podra ser una consecuencia de o producocn finpca localizada
Sin embargo, la presencia de la toxina en la poraon aéren, podria deberse rambién a una rranskocaciin
de la misma de las raices hacia la parte aérea. Por oo lado, se encontraron diferencias entre hibodos:
en o HR se registraron miveles muy bagos de FB1, indicando que b planes podria estar resmngiendo of
crecimdento fingico v la toxicogeness, En el HS, s repistran mavores miveles de la toxina v de manera
simalar 1o observado en raiz, la concentracion maxima ambién se observa a los 14 dps, sumnendo
urm mayor distobucion /dispersion de FBL v menor capacidad en el sistema de defensa de ba planta para
crcunsenbir la infecoon v produecadn de la toxna.

FE1 también foe detectada en la poracn sérea de planmlas desarmolladas a partr de semillas reradas
con la toxina de 20 ppm (Figura 16, bamras en grs oscuro), en ambos hibodos, v a los oes dempos
evaluados, Estos resultados sugieren que la toxina, que fue romada por las mices, pudo distbuirse
haciz |a parte supenor de las planmulaz, repsmandose nveles considerables de FBT a los 7 dps ¥ en
ambos hibodos, En el HE, Jos niveles de toxina encontradas en el dia 7 fueron similares o los del dia 21,
remstrandose e valor maximo g los T4 dps. En HS, los moveles de FB1 a bos 7 dps, aomentaron 10 veces
hazsta los 14 dps, v luego estos se manamaeron relatvamente constantes hasta la almma cosecha. Estas
diferenoias enconmadas en la onébca de dsmbucdn de la toxns de aoeerdo sl kibndo, sugeren
diferencias en L capacidad de las plintulas de detoxficar a la FBL.

Lag walores medios de concentracion de 1a toxina encontrados en el ensavo de Stotoxicidad  foeron
apnificatmramente mayores que los hallados en s infecoon v a los 14 v 21 dps fueron mayores en el HS

que en el HE, en ambos teatamentos.
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Figura 16: Miveles de FB1 en la porcidn aéres de HR y HS infectados con F. vemioillffoddes, v segados
con 20 ppm de FBL

Los datos estan represeniudos oomo ls medm £ 5E de FBT en plintalas infectadss (barma azol, ceniral) o rrasndas
comn 20 ppro de FBE (bares gris oscurs, derecha) con respecto @ ks phinvmlas control (harms blancs, mgaerdal, a bos
T A, Iy, 14 (8 By v 2 (G P dps, <M=005; Basn 0 oo, Mindscoulas: Compercsdn de plintulis
tratadis cop respecto a la osstra contrel Mayasculas: I.':nm]:runci.ﬁn de HE mfectadn o regada con FB1 con
respecto al HE con el misme trramsento. N0: Mo detectable

1.4, Bivgcumulacidn de FB1 en arena

Este estudio se realizd en las arenns de las mocens donde crecseron las plants infectadas de ambos
hibrsdos, v sus controles durante 21 dias, se realizd bago la hipotesis de la que la exudacion radieal es un
mecanzsmo probable de derosaficacidon de la woxina por parte del maiz. En ba Figura 17 se muestran
cromatopramas cepresentativos de los resultades de esta etapa,

La FB1 fuoe dewciada v cuanoificada en extracto de arenas donde erecieron ambos hibndos infectados.
Las concentraciones encontradas fucron de 8,46 y de 6,15 ng FB1/g arena {(n=3}, en las arenas domde

crecieron el HR v el HS, respectivamente; no detectindose niveles de toxina en las muestras control
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Figura 17: ldentificacién v cuantificacion cromatogrificas de FBI en arena donde crecieron plintulas de
HR & HS infectadas con F verteilioldes por 21 diss.

Cromatogranma correspondiente al in exmasdo (E1C) o &'y 722 en el swiermn HPLC/ES[-MS, comesporsdiente al
extracto de |a muoestra de arena en donde se desarrollo el HE mbectado basta bos 21 dps, ¥ al estandar de FBL

R TE

2. EVALUACION DE LA DISRUPCION DEL METABOLISMO DE ESFINGOLIPIDOS EN MAIZ

La scrvidad bioldgica de la FB1 podria mcidir en el memabolismo de los esfingolipidos, por inhibicidn
competiova de ln toxing sobre la actvidad de |8 ceramida sinterasa, lo cual se correlacionata con
aumentos en los mveles mtmcelolares de los sustratos mamrales enzima, las bases csfingoides simples,
Sa y Peo, v depleciin en los miveles de esfingolipidos complejos,

A continuncicon cvaluamos comparitvanenie en plinmlis sesstentes v suscepribles:
) Los miveles de Sa v Peo en raiz v pare aérea de plantulas infectadas con F. ventiifader RCI024.

b} La capacidad de la FB1 (modelo de Btorsaadad) de alterar €l metabolismo bpidaco tanto en tepdo

radicsl como en la porcion acrea,

Loss niveles de 5a v Pao se determinaron a los 7, 14 ¢ 21 dps, en extesctos orgamcos de tepdo eadecal 7
de la parcian aéren de plinmilas resistentes v suscepribles, crecidas a parnr de semiflas inoculadas con
salucidn conbdial de P rerfoiiioies, o expucstas a la ioxine

En la Figura 18 3¢ muestran los cromatogramas de estindases comerciales de Sa v Peo (Panel A, v s
espectros de masa de las moléculas profonadas de ambas bases esfingoides (Panel B).

La FIE“H 19 muestra CICMTAECITLTIas r-:[m:n:nutirw:ls de los miveles de 5a [E-upﬂ‘]!n_‘nﬁdﬂljd'.l de infecrado r
mmrn:T:l l,-.n.-l;nrrlrrn.l:lns en m.l'n:-:s de Plinh:luu del HE I'Fn.nct Eupﬂ'l.u.r] :. dEl H% {P:EIE' iJ'l[L‘Dl:l[_:I. A Il:lﬂ 14

dps.
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Figura 1B. Caracterizacidn cromatogrifica de 5a y Pso en el sistema HPLC-ESI-QTOF.
{a) Cromarograms correspondiente al idn extraido (EIC) de estdndares de Sa o s 32,2 5 Poo a s/ 7 3182,
(b) Espectms de masa de ks molécubis protonadas ([M+H]*) de esnindares Sa (d18:0) y Pso (1180},
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Figura 19. Efectos de la infeccidn de HRE y HS con F verticillfofdes, sobre los niveles de Sa en raiz a los
14 dps.

Intensidad del sém extruide (EIC) o /7 3022 en el sisterns HPLC-ESL-OYTOF en extracto de mices de plannakas
infectadas ¥ sus tespectvos conteales, de HR (supedor) ¥ HS (mbenoc).

a) Raiz
En la Figues 20, 2¢ observan los niveles de esfinganina (5a), en repido radical de HR e HE, en ambos
modelos expenimentales (infeecidn y wooacidad).

En maices resistentes, creadas a parte de semillas moculadas con Fo serasiirder (Frpurs 20, bacms en
azul}, se repstraron cambaos significatdvos en los niveles de 58 a los 14 v 21 dps con respecto a las
mucstras control, donde se observd un aumento marcedo de esta base esfinpoide 3 los 14 dps, Mientms
que en las raices de H3 infectados tambien s observts un incremento apmficanvo de Sa g los 14 ¢ 21

dpes, aungue este aumenio a los 14 dps fee menor que en HER.

Por otro lade, tanto en mices ressstentes come susceptibles expuestas & Ba toxana (Figora M, barras en
s nscurn), se observd una sepuests similar, registrindose wn aumento significateo en los nveles de
Sa 0 bos 7, 14 v 21 dps en ambos hibndos. No obstante, ks acumulacicn de Sa fue iperamente mayor en
HR en relacion con el HS, a loa 14 dpa.
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Dado gue ¢ mecanismo propueste para explicar la fitotoxicidad de la FB1, es que ln toxna prodoce
inhibicidn de la enzima ceranuds sintetasa, era esperable b acumulacion de Sa, tanto en el ensayo de
infeectdn como de toxicsdad, Como se observd en la Fipura 13, incrementos sipnificativos de la toxina
en iz se relacionaron con aumentos sgificatives de Sa (Figurs 20, Sin embarpo, en HER, donde los

apveles de FB1 fueron menores que en HE, la acumulacion de Sa fue mayor.
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Figura 2. Bioacomulacitn de 5a en raices de HR v HS de maiz infectados con F vergiciilioddes, v
regadas con 20 ppm de FBI.

Lios datos estan mpruemdnl. coma la medea + SE de %o en ]:-].l'unl'u.'li.: mfectadas (barrs aral n:-:rl.‘h'.ﬂ} i tratadas
con 20 ppm de FB (barra gris oscura, derecha) con cespecto s los plintuls contrad (barre blanca, izquierda), o bos
T4, DN, 14 (B, Eyy 21 (5 B dpe. 24p0005; bp<001; 500001, Mendsculss: Comparmertn de plintulas rratdas
con Tespects a la muestm control. Mayasculas: Comparacion de HR infectado o regado con FB1 con sespecto al
H3 con el mismo tratamsenio.

b} Parte aérea

Die manera samilar a lo realizado en mde, se evalud la bioacumulscidn de Sa én pane aérea de plinnlas
resiastentes ¥ susceptibles de malz v se procedid a cusntificar la concentracson de la base esfingoide en
extractos de estos tejidos obtenidos a los 7, 14 v 21 dps (Figuea 21).

En la porcdn aérea de FHR infectados, no se wentificaron cambios significativos en Sa con respecto al
control en minguno de los dias evaluados. Mientras que en HS infectados los niveles de 5a abos 14y 21
dps fueron signficatvaments mavores en relacidn a los controles, Estos resultados se condacen con los
miveles de FB1 evaluados en In parte aéres de las plinmlas (Figura 16), dado que en ol HR sélo se
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regmstraron baas concentraciones de la toxina (cercanas al limite de cuannficacion) a los 14 v 21 dps.

Mientras que en el HS, incrementos en los mveles de FBI se relacionan con los sumentos de 5a.

Por otro lado, en ambos hibridos, se observaron un incremento en los miveles de 5a en Ia porodn aérea
de plinmilas desarrolladas a partie de semillss regadas con la toxina (20 ppm), v 2 Ios tres tempos
evaluados, con li exceperdn del HS 4 los 7 dps. Los aumentos registrados. fueson mayvores en HR que
en HS, 2 los 7 v 14 dpa. En este caso, al ipugl que lo observado en raiz, en la pare séres del HR, los
niveles de FB1 fueron menores a los registrados en HS (Figura 16}, sin emivaego Ia acomulbacecn de Sa
fue mavor (Figura 21).
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Figura 21. Bioacumulacidn de 5a en la parte aérea de HR v HS de maiz infectados con F. verticilfioides,

y regados con M ppm de FHEL.
Los datos estin representsdos como b medim & SE de 5a en plintalas infectadas (barea azul, central) o tratasdas

con 2 ppm de FB1 (harra pris oscurd, derecha) con respecto a las planfulas control (barra blanca, iquiecda), & los
T{A, B, 14 (B, By v 21 (G ) dps. pih0h; b =il Mindsculas: Comparacion Jde plinmlas trastas

con respecto o la mnsestra control

a} Raiz

Las raices de las plinmulas suscepubles v resistentes cosechadas s los 7, 14 v 21 dps fueron analizadas
para determinar cambios en los niveles de Goesfingosina (Pso), come se puede observar en la Figura

22
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En muestras provenientes de planmlas resistentes infectadas (Figura 22, barras en azul), los mveles
registrados de Pso, con respecto i las muestras control, fueron sign ficatvamente maveres a los 14 ¢ 21
dps (2,1 ¥ 2,3 veces con respecto a las muestras control, respectivamente). En mices provenientes de
plintulas susceptibles infectadas, ambicn se chservaron aumentos significatves en fos niveles de Peo, y
estos se registraron a los Ty 14 dps (4.8 v 2.9 veces con respecto al control, respecovamente]. Estos
imcrementos en Pso s correlacionan con los sumentos en los mveles de FB] registrados en raiz para
cada hibrdo (Figura 15), por lo que este resultado era esperable. Sin embargo, resuled lamanvo que en
el HS eate cambso fuern mds marcado que en el HR alos 7 v 14 dps.

Fot otra parte, también se detectaron modificsciones en las concentraciones de Pso en mices de
plintulas de ambos hibados, desasrolladas a parne de semullas regadas con la toxina (20 ppmy), ¥ a los
tres tempos evaluados (7, 14 v 21 dps). En HR & incrementa fue de 5.0; 1.6 v 1.9 veoes con respecto a
lovs controles, mientras que en HS el aumento fue de 11,8, 28 v 26 veces en también respecto a los
contenles, Estos sesultsdos mdican que la FB1 por sf sola indujo cambios en la concentracion de Pso en

ambos hibndos, repiatrindose mayor sumento en HS que en HR
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Figura 22 Bloacumuplacidn de Pso en ralees de HR v HS de make infectadoe com F verseilioddes, v
cegados con 20 ppm de FBLL

Lixi datos estin representsdos come b media £ 5E de Pso en plintulss mfectadss (harms weud, cenrrml) o tratsdas
con 20 ppm de FBL (bares gris oscurs, derechs) con respecto a s plintubs conrol (berm blanca, equerda), & los
T A I, 14 (B, By v 21 (& F) dps. =005, WecihD]; sp<0.001. Mindsculs: Comparscitn de plintulas
tratades con respecto a la muestra control. Mayuscalas Lam.pml:l.ﬁn de HE infectodo o regudo con FBL éon
respecto ol HS con el misme tmamoments:
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b) Porcidn acrea

Con respectos a los niveles de Pso en pare néren, de plintulas resistentes v susceptibles infecradas
{Figura 23), se registraron sumentos sirnificatvos en bos niveles de esma base esfingoide a los 14 v 21
dps, siendo mayor el incremento con respecto A su respective muestrn control en HS que en HR. Esios

resultados se comrelacionan con kos niveles de FR1 evaluados en la parte aérea de los hibndos mfectados

(Figura 1),

Por ot lado, el negn de ambos hibodos con 20 ppm de FB1 auments los aiveles de Pao en los tres
dias de cosechs en el HR (2,5; 3 v 4 veces con respecto a bos controles, a los 7, 14 21 dps). En el HS,
la concentracin media de Pso fue 10 veces mayor, tanto a los 14 come o los 21 dps, en relacidn a los
controles, En este modelo también se encuenita una correlacion directa entre los nivele: de Boxing

evaluados (Figum 16) v los nrveles de Pso regstrados.
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Figura 23. Binacumulacidn de fitoesfingosina {Pl.nj en la porcidn aérea de HR v HE de maiz infectados
con F, vertfcilioides, v regados con 20 ppm de FBL

Laos datos estin representados come b media £ 5E de Pso en plintuls infectadas (barm seul, coniraly o oanadas
con 20 ppm de FBI (barra gos oscura, derecha) con respecto a bs plintubs control (bure blanca, equscrda), a Jos
7 (A I, 14 (B By v 21 (5 F) dps. sp=000%; Bl 400001, Mindecudas: Comparaciin de plincelss tratadas

OO respecto & lo muesits contred.
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24, Bicacumulacidn de bases esfingoides durante ln respuesta de defensa del male al
patégeno F. verticillioides v a FB1 (RESUMEN)

Las Figuras 24 (raiz) ¥ 23 {parte aérea), sc muestran en foma comparativa ks niveles de FBI (docubos
roea) v osu correlacian con los nveles de bases esfinpondes (Sa, barmas en g oscuro; v Pso, bamas en
gris claro), en ambos modelos expenmentales (infeccidn v firotoxicdad),

En la Fygrura 34, en el modelo de infeccidn, en el HR, e marcado aumento en los mveles de FBI
regietracdo 2 loe 14 dps, se correlaciond con an marcado incremento en Sa v un bpero sumento en Pso,
en tepdos infectados en relacidn a las muestras control, A los 21 dps, @1 en I concentracion de FRI
no sufre prindes modifieaoones, 22 v Pso e encuentrn gumentadas con respecto 8 sus respechvas
muestrss contrel, pero & incremento observado en 5a fue en menor proporoon que el epstrado 5 bos
14 dps. En HS, a los 7 dps, log niveles de FB1 son suficientes para provocar aumentos de tas bases
esfinpoides, en especial de Pso. A Ios 14 dps, el nomble aumento de FB1 indupo incrementos en los
niveles de 5a v Pso. Con respecto a esto Glimo, aungue las concentraciones de FB1 en HS son mayores
ipue en el HR, no se observd un mcremento o marcado en Sa coma of observado en HR.

En mices provenientes de plintulas regadas con 20 ppm de FB1 [modedo de fitotoxicidad), niveles de la
towming remstrados se comelacionan con s scemulacdn de %3 7 Pso, en ambos hibodos v a bos tres dias
evaluados. Siendo Sa, Ia base esfingoadea que mis aumentd en HR a los 14 dps. Micntras que, en el HS,

s la Pso, la base que mas se incremened, a los 7 dps,

Por ot lado, pudimos observar en 1a Figura 25, en el HE infectado, los oreeles de FB1 detectados a
lexs 14 v 21 cdps, se encontrron cercanos Al Bmite de cuantificadsn., no regstrandose cambios en 3a,
aundue s en Pso. En el HS infectado, las concentraciones de FB1 fueron mayores que las observadas
en el HE, parbcalarmente a los 14 dps v se repsoaron incremenios taneo on Sa (14 v 21 dps) v Pso (7,
14 v 21 dps), siendo Pso las base esfingoidea que mis se incrementd, a los 14 dps.

Fn la porcidn aérea del HE tratado con FBI, la maxima concentraciin ohservada se repated o los 14
dps ¥ Sa fue la base esfingoide que aument’ en mayar N de veces con respecto al control En HS
tratados los mayores niveles de la foona detectados {14 v 21 dps) 22 correlaconaron con marcados
sumentos de Peo (14 v 21 dpe) v hgeros aumentos de Sa.
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Figura 24: Relacion entre la bicacumulacidn de FBI v los niveles de 5a v Pso en radces de HR  HS

:I.n&l:l:-dnl.pm'

F. verticillizides y tegados

Elﬂlm

de FBL En los modebos e

nkn

les de Infeccion

{izquierdn) v Fitotoxicwdad (derecha), se muestran los niveles de FBI (circulos rojos) v su correlacion con Ios
niveles de bases esfingosdes (Sa, bareas en gns oscurs; ¥ Pso, barms en pris clam), oo HR ¢ H5, 3 bos 7,
14 v 21 dps, para muestras infectadas (1), control (C) v expuestas a la toxna (Fitotoxicidad, F.
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Figura 25 Relacion entre la bioacumulacion de FB1 y los niveles de 5a y Poo en pane aéeca de HR e HS

infectados por F. verticlilieides v vegados con 20 ppm de FBL En los modelos expenmentsles de Intecoion
{izquierds) v Frowouicidad [derecha), se muesiren bos niveles de FB1 (eirculoa rojos) v su correlacidn con los

niveles de bases esfinposdes (Sa, barras en jis oscury; ¥ Pen, barms en pris claro), en HR ¢ HE, a los 7,
14 v 21 dps, pars muestras infectadas (T), conteal {C) v expoestas 4 lx toxina (Fitotoxicidad, FJ.
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3 CONCLUSION CAPITULO 11

Furariurs terficilioidey prodoce FB1 en plinmulas de maices resistenies v suscepnbles, tinto en tejudo
rdical como foliar. Sin embargo, kb moxine se scumuld preferentemente €0 rices ¥ &0 mMenor
proponcadn en parte aérea; siendo mayores sug nivele: en el HS goe en o HR, en ambos tejidos
evaluados, y en los tres dins de eodecha esudiados. Asrmismo, FB1 se detectd en niveles cunnnficables
en suclo, sugnende que |z exudacdn radical podna ser un mecanismo probable de detoxifieacidn de
FBI por la planta.

Por otro lado, I FBL fue mmada por las mices de ambos hibeidos a pamr del suelo, poediéndose
distrbanr hacia otras parves de la phimoala, segin bos sesudrdos del ensayo de fomxiadad. De manera
smibar @ lo observado en HR ¢ HE, la woxing se localiza preferencmlmente en radces que en la pare
agrea, siendo la concentrackin de FBI mayor en HS que en HR, en ambos tepidos evaluados, v en los
tres dias de cosecha estudindaos.

La desteibweidn hacia la parte adrea de las plintubes fue mayos, mis sipida v se coannficd wna mayor
concentracion de la toxing en plintulas de ambos hibeidos regados con FB1 que en s infectadas,

La acumulaciin de FB1 se asockh con alteraciones del metabolizmo de los esfingolipidos, en ambos
modelos (infeccidn y fmwxicidad). Sin embargo, en ks ralces del HR se obsenvd un inceemenio
marcado de Sa sobre Pao, muentras que en HS, o sumento en 5a es menor que en HR, siendo Pao la
eapecie pidica que se acumuls preferencialmente ¢n forma emprams (7dpsl. En la porcidn aérea, en
HR infectados, no se repistearon cambios symificatvos en ln concetracidn de Sa, o que se relsciona con
loas eveles de FB cercanos al limmite de cunntificaciom, Sin embargm, en ¢l ensapo de firoxicidad, los
miximos miveles de toxina aleanzados se correlscionaron el mavor aumento de Sa observedos. Mientras
que enn HES, los midximos niveles de FBU (infeccidn v toxicidad) fueron concordantes con los aumentos
de Puo.
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CAPITULO IV: MUERTE CELULAR Y PERFIL DE FITOHORMONAS

L MUERTE CELULAR CAUSADA POR Fusardiern verticdloddes

Para evaluar & I rerfidiisder RC2024 puede causar muerte oclular en hojas de plinmdas de maiz
resistentes ¥ smcepnbles, v a su ver sl se puede determinar algums diferencia entre hdbodos, hogas de
HR ¢ HS fueron mfiltradas con szl de Evans y postenormente analizadas mediante microscopia de
campe clare. Como se maestza en o Figure 26 el HR inoculado mostnd diferencizs macroscdpicas
(Figurn 26a) v micmscipicns (Figum 26b) con respecto al control v ol HS ttado. En una ctapa
posteriorn, el aniliss cuanttaten del colomnte captudo por las hoges (proporcional 2 la muerte celular)
del HR inoculado mostraron mavor magmitud de meerte celular comparadas con sgquellas oo infectadas
(Figara 26c, p<0.035). Sin embarpo, no hubo diferencias en la captacidn de colomnte por plintulss del
HS infectado con respecto gl control, indicando gue la infeccion no incrementd ln muere celular en el
HS.

J L i [P e—"
=

Flp.u-n 26 Identificacitn ¥ cuantificecion de los oiveles de muerie celular en h.-ul]nl de HR & HS
infectadss con F. vertfeilliofdes, a los 21 dpe.

() Fenotipn de heojss de plinada resistente de maiz crecidas @ partir de sermillas snocuisdas con el hongo (derecha)
o no inoculada {gueerds) ¢ infltrades con el de Bvans (0.2%). (b) Foogmia del epdo foliae de b plancla
resistente stn mocular (ardba) € inoculads {abago), visto bajo mecroscoepio MNikon a 5x (¢} Andlisis cuanmmanivo de
bos precipitudos con Azul de Evans mostrados en a y b, solbilizados con 5D5 1% en 30% merenod [v/v] & S
v mecliclos 6 und dendidad dphea de G0 prm
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2, PERFIL DE FITOHORMOMNAS INDUCIDO POR LA INFECCION CON Fusarmum versicliffondfes v
POR LA EXPOSICION 4 FBI

Pars determunar si F. sertdsiffoides o la FB1 pueden modificar e perfil de fitohommonas involucrados en
¢l proceso de estrés, lo eual constniira una estratepia efectva para alterar la inmunidsd del maiz, se
omntificaron los niveles de  dcido pemdnico (JA), deido salielico (3A) v deado absefsico (ABA), en
eximactos de porciones acreas, a bos 7 v 21 dps.

A los T dps (Figura 27), en kas plintulas infectadas de ambos hibridos, se produo o incremento de 34,
aursque este aumento fue estadistcamente spnificatvo salo en planfulas resistentes. Por otro lado, en
phintulas regadas con FBI, se remetrd una disminucion de 8A en HR v on incrementa de ABA que sido
fae siprificatroo en el HS

Por otma parte, la mfeccwon del HIR causd disounocdn de |A v sumento de ABA a los 21 dps (Figuoa
28),

;:m;j” :
IPNY

Fipwﬂ:ﬂkcmdthinﬁccﬁupmﬁ Wﬂpdﬂr&gﬂ:mﬂ]wud&m“mm amveles
dej&&.ﬁfﬂ.ﬂluh[ummﬂde]ﬁnnhld: HH."'HE,:IIDI?I"PI.

Los dams estdn representados como la medss & SE, seca; 5p<iull; “p=<ikii]; ; en plinmulas miectadas I o
trasadss con Etl‘.-pprn de FEL {17 con TEspreche & las p.‘ﬂ.n'n.llns. comnerodes (). el "p*"[lﬂ'l LU en
Phﬂru]nl o7 en HRE con PESPECTE al HS con el mismo tratamienso.
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2-dps

il

Figuza 28: Efecros de la tnfeccidn poe 5 vervfoilfioides v del rego con 20 ppm de FBI, sobre los niveles
de JA, 5A v ABA en la pasie adrea de plintulas de HR v HS, a bos 21 dps.
Len damog estin representados coma la media & 51 4p < (L05, hln < (k] en Flﬁ.ﬂ'.'ul.ﬂ.'r. infectsdas [T o matadas con

.'-.‘-::lﬁun de FEl (T} con PEEPECTD 4 |5s [\I.-inruh: conrrmles [0

Fiis (pmelig PS)
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3, CoONCLUSION CAPITULD IV:

Zolo en HE infectados se observd muerte celular e incrementos significanvos de dodao saliclicn [BA),
en forma temprana (7 dps). Sin embarpo, & kos 21 dps, los niveles de SA dismimiyen v se regnstran
merementos symificanvos de ABA, supiiendo que la pamicipacitn de esta flhma podda estar
modulando los miveles de BA {eross-talk nepatrvo) o induciendo uns nueva fase de respuesta.

En HE Ia aplicacidn disecta de FB1 mndwo cambios ponapalmente a nvel de las concentraciones de
ABA, El mcremento de los nveles de ABA o el aumento de In sensbibidad & la acesbn de esta
firohormona se asocm con una disminucion de la resstenoa vegetal, supnendo que  Daarmes
serticiliiides, por medio de la acadn de FBL, podda alterar o sistema de defensa del hospedador,
mncrementande su susceptibididad.
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1. CROMOLOGIA DE LA COLONIZACION FUNGICA SISTEMICA EN HR E HS

La cepa RO de F werinilfsider colomned mnie a plintulas resistentes como suscepribles en [onma
sistérmiea, con wng frecuencia de nfeccion diferente entre los culivares, va que se registnd una mayos
propagacion del honge en HS con respects al HR. Estos resuliados son eoncosdantes con
pubbcacines de Wi v eolz. [118], queenes reportaron comportmmientas diferenciales de lineas puras de
mices registentes v susceptibles en cuanto b extension v patrdn de colonmeciin del Fovertiiiatds
marcadn con una proteing cogn Auorescente (DsRed). En este esnwdio, se pudo comprobar que la
locabzacian fongnea preferencaal en sepmentos especificos de las plintdas presenid vanaciones entre
hibndos. En HR, F ervsliads, se asks preferentemente de mesocoalo, en cads uno de bos diss de
muestren, mientras que en HS ademds de simarse en mesocdtilo, fue importante so loealiracon en rais
v nisdn colenptilar,

Las vias de entracdn del F rertioflands al made, en estadios tempranos, pusden ser pnncpalmente, a
traves de la semilla infectada o por el ingreso del patopeno que sobrevive en el mstrojo en contacto con
el suelo. En este dltimo caso, se asume que el hongo ingresa a tmvés de las raices laterales de ln planta
[119]. En este esnudio, e mprese de F pertiaifosds a la plantula fue por medio de la semalla infectada.
Dado que en maiz, a diferencin de ln mayoda de las angrospermas, la miz pnmana v mices seminales se
forman de manera enddgena, lo que implica que la misma bene que penctrar v romper ofros tepados
antes de hacerse visible [1204, pudiendo ¢l hoago puede tomar ventaga de cllo para propagarse, Esno es
importante parcularmente durante las dos pomeras semanas de desarrollo embnonario, va que estos
tepdos conforman ka principal percion del sistema radical. Loego se desarrollan las mices laterales y las
raices de la corona, esta dloma a partie del nudo coleopalar en la porcdn aérea, Mas tarde, estas pasarin
# ser dominante v constinwr ¢l principal sistema radical del maiz, siendo el soporme poncpal de la
plinmala v responsable, en gran medida, de la capaciion de agua [120). En este trabajo de resis, los
resuliados sugieren que en malz la mfeccion sisténuca se diferencia entre hiboidos por la infeccidn de
tepdos especificos, A partic de la semulla infectada en HE, of hongo invadid poncipalmente e sistema
racdical tanto subterrines como nodos de b poradn adrea, ascpurindose su superavencma en los
subsignusentes estadios de la plinmla, Por el contrario en el HE, el creamaento del patdgene, pudo ser
restingpdo pancipalmente al mesocotlo,

La colomizackon maswva del honpo en mesoconlo ez de singudar importanca va gue 0o salo se ot de
una zona de clongacion, sno goe ademds este tefido manspons agus v outoentes hacia b plinmls en
desarrollo, es decir, estads actuando funcionalmente como una prolongacidn de la ode en esta etpa de
crecimiento, hasta gue en el estacdio W6, las mices nodales pasan g ser Buoldpoamente actvas [121). En
este sentido, F rerfdliagly podida compromerer la funcionalided de los degancs vegetauvos
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subterrineos de la plintula, incluso en estadios postenones. Rodogues-Behevach v cols. [121] han
demosmrado que la sevendad de podredumbre de mesoodule en V4 resulta ser un buen indicador de
desarroflo de la podredumbee de la corona en Vi,

En el HR, el movimiento fingco a partar de las semillas infectadas, fie mis brutado que en HE Es
posble, como sumeren Wu v cols. [118], que en plantulss remstentes, mecamimos de muerte celular
esten operando con el fin de crcunscnbir ln wfeccion. En este trabapo de tesie, el honpo fue recuperado
de la parte aérea de ambos cultvares pero en baa proporcidn, donde no fueron evidentes sintormas de
enfermedad en hojas, aungue el HS presentss marchitamiento en el tallo, Hallagpos samilares fueron
descnpros por Oren ¥ cols, [119], quienes afirmaron que ef hongo puede distmbuarse o ln parte aérea de
la planta en la nteraccion temprana, siendo relabvamente poca la beomase fimgca que pudieron
recuperar, 00 llegando a observar podredumbre w otros sintomas de enfermedad. Sin embargn, otros
antores [68; 122] correlaciomaron la infeccion fingsca con la apandén de sintomas de enfermedad fodiar
[sintomas necrdticos, atrofia v clomoss en hofas) en estadios tempranos de desarroflo,

Los repultados descoptos en este mabsjo sumeren que, F remagifoeder se desarrolla v odestrbuove de
manera mis lenta en el HR, dado que la planta podria responder més ripido, controlando o demoranda
la rroassin filngica, o bien podra deberse s que ln difusidn lenta del patdpenc le proporcions o
hospedador mayor nempo para responder ¥ restongir e crecomeento del honpo. Mientras que el HS,
toda el proceso fse mds agresive v rapido, indicande que pueden generarse condiciones que favorescan
el cambio del honpo 2 una fase mds virulenta, asocada por ejemplo con la secrecion de toxinas y
enzimas hsdrolincas, debilitando al hospedador o retrdando o inhibiendo las respuestas de defensa.
Esto dlomo podria explicar, al menos parcialmente, las vamaciones en la magnitud v el fempo de
apancitn de los aintomas de enfermedad en difesentes hibndos, entre otras posibilidades.

2. DIFEREMNCIAS EM EL CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE MAfZ RESISTENTES Y

SUSCEPTIBLES A LA INFECCION CON Fusarium verticillioides

En las plantas existe un balance entre costos y beneficns, donde la combimacidn de caracreres
vegetativos tiende hacia dos npos bésicos de estratema: adguscon de recursos v persistenci [123]. En
especies vepetales de crecimiento ipido ¥ plants anuales, como el maiz v otms pramineas, se espera
que lns mismas maximicen los recursos ya goe resul imperamvo que completen su ciclo de vuda en un
periode corto de tempo. Mientras que las perennes o de crecimiento lento, en general, tienden a la
conservacion de los recursos [124]. Las gramineas poseen un congunto de caracteres foliares que le
permuten una alta asimilacidn de carbono v caracteres rachicales ales como altos valores de longid
radical especifica, 1o cual esti asociada a una rapida frecoencia de elongacion de las mices, una tasa de
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crecimiento mayor ¥ gran capacidad de asimilacidn de nutnentes v agua, como asi-también gran
acrividad meabdlica [125]

En este trahapo, la infeccidn con 12 ceps micotoxicngenica RC2024 produgn cambiaos fenotipicos de los
cultivares uthzados. En o HR, F wemigiisider promovid el crecinsento vepetativo de las plinalas
mcrementando la altuea de kas musmas § la biomasa de la posodn aérea. Ademids, se observi un
mejoramsents en el desarrollo madscular, tanto en la lonpitud, como en b superficie ¥ el volumen, ven la
captacion de agua ¥ minembes. Dado que en el modelo expenmental s siembra se realzd en arena
lavada ¥ autoclavada, se descarta el aporte de la comunidad microbiana de ka nzdsfera, en la promocidn
de creamiento vegeral. Yares v cols. [126] v Leshe y cols. [127] obnvieson resulrados symilares y le
atmibavernn este patron de crecimiento a la naturaleza endofinea del hongo v al nivel de colomizacicn
del mismo, Con respecto a este dlomo punm, Oren v cols. [119] observaron que la inoculacsdn de
sernillas de made con F, sertiaeider no supnmu el crecimiente de Las plinnalas v hasta podra mejorar el
desarrolle de las mismas. El crecimiento vegetatvo bene su imporancia en el establecimento del
cultive ¥ en la instalacidn del sisterm foliar, donde s posble que mecanizmos de accitn de apo
lormonal estén involucrados en esta respuests, medmnte Jos cunles podda haber un mayor
metabolismo v crecimiento vegeral [126]. Owa expleacion de que P setilisdder promueve el desasmlle
de plantuls, como consecuencai del meremento en el creanmento del sstema comples de mices, o
cudd puede estir celscionado con cambios homonales, lo que odgina una mavor capacidad de
shsoresdn de agua ¥ munerales.

Pot oo lsdo, I cepa RC2024 de P pemimiiodder produce FB1. Theumer v cols, [128], describieron gque
este toxing pods aleerar la funcidn oldgea de b membrana celular, modificando su eficencn como
barrera fzica gue separa el medio externo del conensdo mtracelular, v modulands 1o eficiencia de los
mecamiamaos mediadns por b membrang, incluvendo b permeacidin de algunos iones,

En este estudio, la inoculacidn de HS con d hongn micooxicogémen I swtiailfeider tuvo un efecto
negative en los parimetros de crecomiento, que afeerd el desarrallo o de la parte adrea como as
tumbién del sstema mcdical, lo gue conduce a un pobre desacrollo vegreead v & contar con wn menor
anclaje, imitando I capacrdad productiva potencial de la planta. A su vez, estoa efectos 2@ reflejaron en
diversos pardmetros morfoldgieos de In rafe, inhibiendo su longitud, el peso seco, el volumen ol y el
irea de superfice radicular. Estos resultados se condicen con los reportados por Wilkams y cols. |122],
quienies hallaron que sélo aquellas cepas de F. pemtailivider productorms de fumonminas fueron capaces
de causar sintomas de enfermedad en plinmulss de maices dulces suscepobles, donde observaron
lesiones foliares e mbibicidn de crecimdento de raices v tallos, Esmos putores observaron gue las
plinmulas erecedas a partir de senullas inoculadas con cepas no productoras de FB1 tambnén presentaron
menor desarrollo radical v de la porcidn aérea con respecto a los controles. Sin embargo, b sevendad de
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los sintomas fueron considerablemente menores gue los evaluados en las plinmodas traradas con cepas
productoras de la toxing, sugimendn la participacidn de 12 FB1 en la manifestacion de enfermedad en
muaiz inducida por F. sertiaiiorder.

En nuestro modelo expenmental, F. reialifoder afecta en forma difesente al HR v al HS en término: de
parimetros de crecimoento, mducsende promocdn o retardo del desarrolle respectvamente. En el HE,
¢l incremento en b afrura v biomass de lo parte adrea de las plinnodes, no es la carscteristies mds
deseable, dado que resulia prefenble obtener vanedades de maix mis bajas en altura, con ol fin de logrr
un mayor rendimtento en b produccsim de granos, en detomento de I biomasa destinada al desarrallo
de las partes vepetativas [129]). Ademis, con una planta mis corta v fuerte es menor la postbilicdad de
viseleo, evitando pérdidas de produccdn. Una de bis pnoapales teenologias que desembocaron en la
"Revolucion verde”, fue §a creacton de vamedades de tnpo semeenanas de alto endimaento, doode kos
genes responzables de esa reducoidn de aliurs son msenables a la mherebing. Estos genes se uilizan
para tansfonmar otras especies agocolas como maiz v oamor [130-131] Temendo en cuenta gue
ghereting, una de las ponapales hommonas de crecimeento, fue aslada por pomern ver del teleomorfo
de F pertinllinider (Griberella fgfbarn) [132], v Jos efectos de promocion de crecimiento observados en
ks planmulas de masz infectadas, existe la pogbaobidad de la prodocoon de esta fitchommona por parte del
hongo, Por otro lado, también podda ser que In FB1 promoaers el crecimeento de las plantulas, o bapas
CONCEMITACHIMTS.

Temendo en conssderacion las vanacones en las respuestas regnstradas come resultade de la meersecon
F. serfiaifoder- maiz por diferentes autores otados antenormente [66-68; 12X 136; 133-13] v en ese
cstudio, s¢ supere que las nusmas podian estar mediadas por la sctradad de efectores. Los efectones
pueden ser chcitores y/'o tominas, por lo tanto ¢l téomino es neutral v no implica un 1mpacto posttivo o

negativo en el resultado de b interaccdn patdgeno- planta.

3. EFECTOS DEL RIEGO CON FBl EN EL CRECIMIENTO ¥ EN LA MANIFESTACION DE
SINTOMAS DE ENFERMEDAD EN PLANTULAS DE MAIZ

Para evaluar si FB1, por =i misma, es un factor de patogenicidacd importante de [ venfoilfaider en
plintulas de mafez, semillas de mafz de hibridos resistentes v suscepribles fueron sembeadas v regadas
con soluciones acuosas de FB1 de 1 v 20 ppm (1.4 v 27,7 uM; respectvamente).

Lamprecht y cols. [135], realizaron estudios de firotomcdad con FB1 en dos cultvases de maiz de
Sudafica v encontraron gue ocurre um disminucion en el peso seco tanto de eale como del tallo,
tuego de 12 dias de crecumiento de las plintulas, en medio agar-agoa contemendo 10 pM de FBI. En
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otro estudic, se evaluaron los efectos de b toxina (0 a4 100 ppm) en el proceso de gesmunacion de
semillas de dos vanedades de maix (Eady Lancaster ¥ B73), donde la presenca de fumonisma no afectd
el porcentape de perminacion, 30 embargo, esta toxina inhibid 1o dongacdn de §a mdicola de la
vanedad Early Lancaster en un poscentgje smayor al 75%, 4 las 48 hores de pobibicidn, v
pprosamadamente del 50% de la vanedsd B3 a s 72 homas, pudiendo estr compromenda la
emergencia de b plantuda [136). Una década despuds, Desjanding v eols. [137], anabizaron una colecsiin
amplia de germoptasmas de maiz v encontmron diferentes. respuoestas en cuanto a b longsoud de la i y
del tallo de kas plantulas, tas 5 diss de creamiento en agar-gna con FB1, Estos auores publicaron gue
sobo 2 de 42 muestras de e oy oo presentaron sgnos de enfermedad luego Jde 2 expossoon a FBI
(DEs= 100 uM de FB1) donde fa Enea BT junto a muchas otras liness mostmaron altas sensibilsdacdes o
la toxina (DEw = 10 pM de FB1). Ctro estudio sobee la toxicidad fue levado a cabo en maiz dulce
Sibver Ohween, en donde FB1 afectd negatvamente el desarmollo de mices v fallos e indopo lesiones
foliares [122]. Los sipnos de enfermedad foeron registrados después de los 13 dps en presencia de FR1
a 21 4.2 v B3 pymoles por maceta, conteniendo 10 plinnaas, Al comparar estos estudios basados en la
exposicion de FBI a plintulas de maiz, se observaron variaciones en la sevendad de b enfermedsd v
dntomas dependiendo del penotpo de las plinmlas v de las condiciones de ensayo, Ademés, a
tosacidad de fumondsings en Ambidapoed thafans ha sado descopta v mmbsén sera afectads por e
geootipo v condiones de enspvo, en donde condiciones de lumenosidad serian requendas para la
apancidn de lessones foliares [138-1349)

En el presente estudio FB1 reproduce en gran parte, por si sofa, los sintomas de enfermedad causados
por fa infecodn de B vetiaifoddier en plinmlas de maiz, Asimismo, se pudo observar una respuesta
difeencial de scoesdo a la dosis de FBI unlizada, A nveles bajos de FBI (1 ppm), la toxina causd
reduccidn de los parimetros de crecimaento, tanto de ka parte adrea como de la maiz en los dias 7y 14
post-siembra, en HR v en HS. 5in embargo, a los 21 dps se observo, en ambos hibados, el
reestablecimiento de los pasimetros de crecimdento vegetatvos, De acuerdo con estos resultados,
algunos procesos de detoxificacidn podrian ser una estrategsa del hospedador con el fin de alcanzar una
respuesia compensatosis Con respecio a fumonisinas, o8 escasa ln informacidn que descobe su
metabolismo  dentro de la plana vy ain no estin caros  codles son  los mecanismos  de
degradacidn/deroxificacion gue pueden estar ocurmendo. Dado que las reacciones metabolicas de Fase
I v IL, tenen como finahdad s biotransformacion de toxcos en compuestos solubles en agua v como
FB1 es un compuesto hidrofilico, no setda necesano que la misma atraviese por este proceso de
miodificacion quimdca. Sin embsrge, ls fase 11 de detoxificacion en plantas involucn el secuestzo de
compuestos en b vacuola o bien los une de manem irreversable o la pared celular, siendo este un posible
mecanismo de detoxificacion de FB1 que podda estar operando en malz. La planta podria
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compertamentabzar a la roxna bgindola a la membrana de vacuolas o restngiéndola en el especio
apoplEshoo.

Por otro lado, en este trabajo de tedis, el andlisss de imdgenes del sistema radical fue efectivo para levar
a cabo una evaluacidn més detallada y precesa, ¥ menos subjetiva de la srquitectura v funcionahdad de la
iz, en compasacitn a los métodos convenoonabes, permitendo la cuantficacion de los efectos
mencionidos uegn de los tatamientos con FBI v con P petiaiiaides, de manera diferencial de acoerdo
al genotipo de maie wnlizade, Es intesesante destacar que B oxena & baja concentracion afectd la
funcionabidad de la ealz wilo en phinilas suscepables, imphcando un compromiso en & capracisn de
agus ¥ nutrientes en o HE ¢ oo en el HE. Sieado la longimd especifien de b miz un buen pardmetto
pars visualizar los efectos detrimentales que cavss 8 toxing de maners diferencial entre hibridos. En oun
trabaje reciente, Dhaz-Anas v cols. [140] evalusron 1 apresvidad de especies de Faramve spp. en mices
de sopa, en el cual el anilisis de imagenes les permand identificar especies patogenas que interferfan con
Is captacitn de apua ¥ nutnentes, a pesar de presentar bapo nvel de sevendad visual de podredumbee de

Ak,

A nivel de 20 ppm, FB1 indujo efectos Btotdxicos mds severos que los observados tras exponer a las
plintulas & la concentmcidn de 1 ppm de toxing, e incluso que los encontrados en el modelo de
nfeccion, Los sintomas de enfermedad [Fguea 10) incluyeron apanenca elordtca, necross
marchitanuento de lis plintalas, los que podran ser asociados con el proceso de senescencea. Este e
ronsiderado la dloma etapa del desarmollo vegetal e cual denota procesos que conducen 1 la muerte de
cfhulas individuales con el fin de recuperar nutnentes v distnbaardos hacia aquellos Omganos gue
requicten mas encigia. A su ver, la senescencia puede ser patllada por factores externos como por
ejemple el ataque de un patdgeno, la aplicacion de fitshormonas, oscuridad permanente, entre otrs
[141]. S eonsideramwos que la woxina puede afectar el ciclo de desarrollo [derelpmenta’ tmigg) de las
plintulas, e posable infenr que FB1 podeia induar una senescencia temprana en maiz. Esta 1
ex concordante con estudios realizados por Brandwapgt v cols. [142], quencs determinaron que la
sobreexpresidn de genes que merementan la resistencia a la induccion de la senescencia, dismumuyen

adernds ln sensibilidad o FB1 y AAL Reforzando esta sdea, una fraccidon de genes inducidos por FB1 en

el

protoplastos codificn pamm protelnas asociadas a la senescencia, sumnendo que la senescenca ¥ la
muerte celular gatllada por este pardgeno podda tener una base molecular comin [139]

En general, si bien es posible establecer si la planta es resistente o susceptible a ka infeccsdn fangica, cl
ohjetnvo de este esnedio fue conocer i la sensibilidad © maensibbdad a la toxing s¢ condice con la
tespucsia 3 la infecatn de esios hibndos. Pars las toxines que producen dos patdgenos fingicos de
maiz (Cochdioboler b wosana-HC v Cadhibabolv heterostrophus /roxns-T), se ha demostrado que la
insensibibdad a estas toxinas es una caractedstics dosmnante ancestral en maiz [143], Por el contrane, 1a
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sensibilidad a la toxina FB1 parece ser un msgo camcteristioo ancestral en fea snays, muentos gque la
mnsensibibidad a la toxma es poco fecuente. Sin embargo, ¢sta ilnma €8 una caracteristica que se puede
heredar en madz [137). En este wabajo de vesis, plinnulas resistentes v susceptibles fueron afectadas
luego del matamiento con la toxina, 3in embargo, b durscion vk intensicdad de los sintomas de
enfermedad causados por FBI fueron mayores en FIS que en FIR.

4, BIODISTRIBUCION DE FB1

En lo gue respecta a plinnulss de madz, la informacidn sobre los niveles v dismbucion de fumondsinas
en tejidos ¢ bmstada. Mo obstante, son muchos los trabajos existentes gue descoben contanmunacion de
Ios granos con bas mxinas, & medida que estos se acercan a b madurez fisiolomen hasta el momento de
I cosecha [31; 144-145]

En este mabajo se encontrd que F. wemiadfordss produce FB1 en plintulas de maices resistentes v
susceptbles, tanto en tepdo radical como foliar, Sin embaggo, la toxina se acumula preferentemente en
mices ¥ en menol proporcion en pame acres; la distnbucon selectiva de la toxina podria ser una
estrategia imporante de wlersncia v derooaficacion de la planta, En un estdio realizado en maiz dulbce,
b modencia de kesiones foliares vl sevendad de bos efecios sobre el crecmiento de raiz v talle =c
correlacionaron de manera directa con los mveles de fumonisines coantificados en las raices de
plintulss infectadas con F oemigiioider (<20 nmol g-1) [122], En el mismo trabajo enconmaron que
aunque la moocna se acumula en raiz, fueron detectados niveles de la toxina relatrvamente bajos en hojas.
Incluso una cepa micomocogénica de F. pertailionder unlizada no colonizd la pare aérea pero indujo
lesiones folisres. Los autoses propusieron que el desarrollo de las lesiones foliares puede deberse s
cambeos g nivel metabdlico inducidos por ba toxing en ealz. Por otro lado, en e presente esmdio, si bien
en el HR se detectaron niveles de FBA, en HS fueron mayores en ambos ejidos. Estos resultados son
concordantes con kos informados por Wa y cols. [118], quienes hallaron mayores concenmaciones de
FB1 en eaices suscepubles de maiz que en las resstentes v donde la producadn de micotoxmas se
correlaciond con bos nrveles de colonizacion de B, wevgiiondes,

En &l modelo de firotosacidad propuesta en este trabajo, luepo de nepo de los plintules de maiz con
FB1, fue posible cuanaficar la toxina en ambos hibades, pudiéndese diseribuir haeis otras partes de la
plintuls, Esto es importante, dado que F. setiadiodeyr puede ser aislade mante del st com asi
rambign del suelo, con la posbilidad de producir FB1 v que esta aceeda a la planma [146). De maners
sirmdlar a lo observado en plinmilas infectadas resistentes v suscepobles, en hibodos expuestos a FRI, I
toina se localizd preferencislmente en rdoes v en menor proporcion en la parte acres, siendo la

eoncentreidn de FB1 mavor en HS gue en HR. La distabucidn hacia la parte aérea de las plantulas foe
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s rapida v se determund una mayor eoncentracion de s toxina, en plinnilas regadas con FBI que en
aquelias infectadas, en ambos hibndos. Estos sesulindos coincsden en parte con estudios realzadoes con
Zitomer y cols. [147], quienes descabieson que FB1 se acumula preferencialmente en ralees. Sin
embarge, estos autores mdican que la foxins 0o pude translociese o lo parte aérea de plintulas de madz
dulce suscepable, regadas con I toxing. No obstante, cupndo plintulas de maiy que crecieron a partis
de semillas inoculadas con F, peetialfoder, repstraron acemulacion de FBL en ¢ tepdo fobar, supnendo
que |3 interaccson hongo-planta es necesana para la manstocacon de FB1 en maices infectados con B
pertzciliodda,

En el modelo wilizado en este b de resis, B veitafiofder produce FE en las plinmales de maidz, o
partr de una infeccidn en semilla, en estackios tempranos, sendo la localimackn prefesencal en iz 7
dowsde los miveles de FBI ze comelacionaron con el grado de infeceion fmpgica,

En el modelo de Gtotoxicidad, FB1 se encontrd en las phintulas de maiz, supiriends que la trina pusde
ser tormada por la planta 2 partie del suelo. Esto alamo indicaris que F setisidrorder al ser un hongo de
suwelo, que ademds sobrevive en el mstrop, al producr s FBI, esta puede contaminar |z plants, an
wnfeccitn, aendo la localizneidn preferencinl en ls miz y podséndose distribusr o la parte aéres.

La cunnuficosidn de la twoouna, se realizd medmnte o wso de cromarografia Hguida acoplado & un
especten de muasa (LO-M3), en donde la asgmacidn de lo denndad del compuesio de interés estd basada
en la masa exacta, patrdn de fragmentacdn v el mimerno de carbonos existente en la fremuola, ademds de
comparar ¢l perfil cromatogrifico del metabolito: con solucones estindares. Recientemente, se ha
encontrado que las plantas, como mecanisme de defensa, pueden alterar 1a esoructura quimeca de
macotoxinas. El problema madica en que estas micotoxinas ligadas o enmascaradas pueden eludsr Ios
anibisis convencionales, conduciendo a una subestimaciin del conterado togal de toxing en la muoesie
[72}. S embargo, aungue vanzs micotoxinas enmascaradas ban sico wlennficadas hasta hoy, s0do e ha
comprobado la ocurrencia en cereales infectados namuralmente, como madx, togo v cebada, con
zearalenona-14-3-D-glucopitanoside. (£140G) v deoxynivalenol-3--D-glhwcopiranceida  (D30G). Con
respecto a fumonisinas modificadas, vanos estudos indican su presencia en granos contuminadaos o pos
efecto del procesamiento de alimentos en base 2 maiz [ 148-150), aungue recienternente se desceibid gue
cieros drsdos grasos podrdan intervenir en Ia formacicn de fumonisinas enmascardas en plantas, dado
que s asocio la cantidad de fumonising Bgada ¥ la relacidn dowdo oleico/linoleico en maiz [1531]. De
acuerdo con los datos expuestos, son necesaras fureras investigacones pama idennficar la presencas,
estabilidad § posbles transformaciones de fumonisinas ligadas en cereales ademas de estudios de

trpactos toxicobigco.
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§, DISRUPCION EN EL METABOLISMO DE ESFINGOLIPIDOS EN MALZ ¥ SU EFECTO 30BRE LA
RESISTEMCIA A Fusaninm verticilliofdes ¥ A FE1

Los datos disponibles en la actualidad sobre la participaciin de los esfingolipidos en la inmunolopia
vegetal, sugieren que los nasmos son molécalas bioactivas que podrian modular la respuesta de defensa
contra patogenos: koga y cols. [152] encontraron que alpunos esfingolipidos producdos por ¢l hongo
patdgeno Magrgborthe grires induperon acumulacidn de firoalexing, muerte celular ¢ incrementaron la
resisténcia a infeccidn en células de arroz. Ademis, otros awores [153] deseabneron que en Niodian
bemtbamiana, 1 bosintesss de esfingolipidos es crucial en b respucsta de defensa temprane. Estos
mvestipadores observaron que tras e onfecodn con un patogenc: oo espedfico de hospedador,
Prewedamonir divhords, exa inducido mascadamente el gen que codifics pam la pomers enzima ivedocrds
en la sintesis de extos lpidos (serina palmitoduansfernsa), Sin embargn, en respuesia ante ¢l patdgeno
hospedador espeelfico P primgae pe fabooo sdlo remstraron una inducciim transitona. Por otro lado, en
heojas de Arabidatds thalama mocoladas con P gremsar, se observd un elevado y sostenido ineremento de
broesfnposing luepo de una nteracoion incompatble planta-patdreno que conduce a la resistencia,
caractenzadas por muene celular del hospedador, 0 comparacion con wna intersccion companble
[154].

F wrioliedss ¥ <L alfemate producen FBL ¢ AAL respectvemente, mocotoxinas andlopas a ba
esfingmming. En este trabajo, e registraron deshalances en los mveles de esfingolipidos wneo en fas
plintules de modr moculades con F.orerrsiionks o por exposicidn directs o la moxing, por o que [a
alterscion del metabobzmo hipidico podan estar directamente relacionada con la produceisn de efectos

toxpcns de FR1,

Asimusmi, ¢s cada ver mas evidente que las modificaciones estructurales en eshngolipidos, tales come
hedroxitacsdn ¢ insamuracion de las bases de cadena largs no polares, pueden alterar el fujo metabdlbeo v
sus funciones en las vias de sefabizacdn [111]. Con respecto a esto, una de esas vanables se presenta
entre 3a 7 Pso, ya que las mismas difieren sdlamente en un grupo hidrosilo. Recieatemente, Chen v
cols, [113] semperon, en Arabidope spp. (Figuma 200 des clases de eceramidss mntemsss con
especificidad por sustratos diferentes, C31 utlizando Sa v dodos grasos de cadema corta (C16) v C5l1
utlizando como sustrate Pso v dcidos grasos de cadena b Por lo nto, la estroctara de la base
esfingodea influenciaria en un cambio en la s de biosintesss de los esfingolipidos, particicnande b
via memabdlica ¥ en dldms instancia determinando by composicidn y o contenido de esfingolipidos
complejos especi ficos,
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Flgurl 2 Ruta biosintetica de los -:iﬂnguﬂ[ﬂlin! li.lnpl.iﬂcndn descripta en ﬂ.ﬂl.h’nh‘pl'i!l spp. donde se
sugiere dos clases de ceramidas sintetasas (C8).

5a ps preferencilmente scilads con dedos grasos de 16 C por ls C5 '], mientras que Pso se combers con scidos
grsos de codena birgn [VILCEA, peyy sbag chann [y o) por O3 1L RE: Reticulo endoplasmico. 5FT: Senm
palmitoil tramsfersa, KR ketocsfingamne reductasa. (Adaptado de Mackham v cols, 2003 [111])

En nuestro modelo expenmental, se cuantificd un aumento de bases esfingoides totales en ambos
hibndos, pero ademsis se observaron diferencias en relacién a la especie especifica acumulada en cada
caso. En raices de HR infectades. el marcado aumenmo en los aveles de FRL, se correlacionaron comn
una gran scumedacion de 5a (d180) v un sumento discreto de Pso (018:0), Sm embargo, en mices de FIS
infectados, de manera temprana, la concentracion de FB1 se asood con un incremento de Pso (118400
Mientras que, 7 dias después, pese al incremento marcado en los niveles de FBI, s acumulacian de Sa
no alcanzd las altas concentraciones observadas en HR. 5e¢ podra infenr, que en maiz, de maners
semilar a fo descapto en Arabidspein, podran imtervenir dos ceramadas sintetasas v FB1 tendria un efecto
diferencinl de mbdbicidn sobre la acervidad de estas enesmas. La toxma tendria mayor avidez por C5-1,
siendo Sa (d18:0) su sustrato que por CS5-T1, que wtiliza Pso (118:0) como sustrato |113]. Saucedo-Garcia
v cols. |116], a su vez, observaron que el ncremento de fa concentracion de Sa, acruaria como un 27
mensajero n la ruta de la muerte celular programada, § se generada por una regulacidn Baobdgica
compleja de difesentes reacoones ennmaticas involucradas en ol metabolame de la Sa.

D esta manera, en el modelo de infecaon con el hongo hemibiowahicn, v espedficamente en raiz, en
plinmulas ressientes, un mcremento en FB1, conducids @ wa scumulaciin de estinganina, por inhibir
%1, A su ver, Sa actvara las rums de sealiescin que conducen a ndvor mueme celular,
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dererminande una respuesta de defensa fenotipicamente ressstente. Por ot lado, en mices de HS, FR1
miducira un aumento prancipalmente de firoesfingosina, por inhibicidn de la enzios CS5-11, doade
increnente de Pao no edtards operando en L via de sefulizacidn que conduce 4 la MCP, determinando
un perfil de respuests de susceptibilidad a ks patopénesis.

Amimismo, e interesante observar €l mismo perfil de respuesta para cada wno de los hibrdos, en ¢
modelo de fimotoacdad.

El rol especifico de 3a en su parsopaciin en la respuesta de defensa en planos, se correlaciona con
esmudins pealizados en ~Arabdidghils spp., mediante los cuales se demostraron que luegpo de oammientos
con FB1, las plinmilas “wild rype” presentron aumentos marcados de Sa y fenoupo de MCP, no siendao
asi para ¢ caso de bas mutanics o621 (gen que codifica para la Senna Palmurod Teansferasa) [116].
Otro trabajo realizado en una doble mutante de Amiapdr sd? 2, la ooal resulia defecruosa para dos

LCH hidrolasas, mostraron un incremento notable de Sa v zonas necrdtcas ¥ maerte premartura [1535],

Por otra parte. en el presente esmodio, en las muestras de la porcion aérea de las plinmlas resistenres
mocutadss con B eeetigliofdy, o diferenca de bo observado en miz, no se regstraron cambios
airnificativos en b concentracion de Sa. Esto se condice con los niveles bapos de FB1 (cercanos al mine
de cuantificacion) detectados en estn parte de la plinmda, A su ver, Ins hojas, presentaron sectores de
muerte celular, lo que podria ser una consecuencia de los cambios inducidos por la disrupeidn del
merabolismo lipidico en miz. Estos resulrados concuerdan con lo descrme por Willans v cols: [122),
qubetes demostracon gise ka incidencia de lestones foliases se comelacionaban con los niveles de FRI1 y
con s alteracion del metabolismo Bpidico, en mices.

En este trabajo, en b porcidn séres provenente de plinnilas expuestas s FBL, los niveles de iomna son
mayores que en plantulas nfectadas. En HE, s concentmeidn mdsima . aleansadn de FBL se
correlacionn con el mavor incremento regiserndo en los miveles de 54, en admeto de veces con respecto
ol control. Mientas que en el HS, los oveles meiimes de la woxing favorecieron la acumulacein

preferentemente de Pao,

Trus In mfeceidn de lag plintulas de malz con B srtidliaider o expoacion dinscma a FRI se produce una
disrupcin del metabolismo de los esfingolipidos. Sin embargo, e observa una acumulacién difesencil
de metabolitos, de acuerdo a la residtencis o susceptibbdad de la plinla En HR, se acumula
preferencalmente Sa v hube induceida de muerte celular, dando un perfil de respuesta fenntipicamente
resistente. Misntras que en HS, hubo un elevado incremento en Pso, sin induccidn de muoerte celular, lo
cunl estaria relacionado con un perfil de respuesta de susceptibilidad a la patogénesss.
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G, PARTICIPACTION DEL ACIDO SALICILICO ¥ DE OTRAS FITOHORMOMAS EM LA RESPUESTA A
LA INFECCION Y A FBL

La actvacion de una respuesta efectiva contr patdgenos es fnamente repulada por firohormonas. A su
ver, son vanas s evidencing que sugperen ung asocucidn entre ln sedalivacidn mediada poc los
esfingolipidos y las fitohormonas en la imunclogis vegetal. En este sentido, Rivas v cols. [156]
suginieron recientemente que las bases esfinpowdes libres modubsn la respuesta inmune de manera
dependiente con el 54 en Nimfans benthaorans comprometiendo la resstenoia 1 A lermarna alfots £ osp.
deperir. Por otm parte, se demosted b partiopaciin de FBT v AAL, rmacotosinas andlogas de 5a, en la
indaccitn de muerte celular en animales v planras [138; 157-158] v en cuyo proceso podia requeris la
actvackon simulténea de hormonas. Asm y cols, [138-139], descobieron que la muerte celubar inducida
por FB1 en Anshidapnir spp. es acompadiada por la induccsdn de penes dependientes de 5A, JA v ET.

En este trabaje de tesis, al comparar los naveles de SA, A v ABA, en la porcion aerea de las plantalas
reststentes v susceptibles infectadas, s obsernd gque s0lo en el HR hubo incremento en bos niveles de
A, & los 7 dps, an cambios en JA De modo interesante, en este bibndo resistente, o los 21 dps, Ia
concentracion de 34 veehe a mveles similares a los de control, regstrandose un gumento anporiante
de ABA v dismunucian de A

Patdpenos biotrdfcos v hemibiotrdficos como por gemplo F penisliods, son cominmente mds
sensibles a la respuesta de defensa medisda por 5A, la cual sactive una enseada de sefales que
peneralmente culmina en un tpo de muerte celular progmmada locahizada (RH) [93; 159]. Asimusmio,
vanos estadios han demostrado que b scumulaoon endogena de SA antagones las cespuestas JA-
dependientes, prionzande b resstencia mediads por 54 [160]. Por otra parte, cecientemente, ¢
comenzd a estudiar la parnapacon de ABA, v otras Atohormonas en el re-direceionamento de la
respucsta de defensa, al interactuar, sinfrmca o antagdmcamente con SA-JA-ET [161-164]. Dhversas
lincas de investgacion indicacon que da respuesta de defenss medida por 5A, que sormalmente
consiste en bmitar ef crecimiento del patdgeno, puede ser supnmida, al menos en parte por ef efecto
inhibitorie mmune de ABA Se ha demostrado que b bactena patogena I e puede alterar la
fisivlogia de ABA v auxinas del hospedador, por medwo de un efector de vimbenoa especificn,
prosmwriencko ln enfermedad de o planta [107; 165-166) Los aveles de ABA mducdos poe la bacieria
parecen supnmir la biosintesis v los efecios de SA, resulindo en wn aumento de suscepabilidad al
patogenn. D la missma maness, Xu v cols. [167], encontraron gue ABA incrementd la susceptibalidad
Kantimemonar arypae pv origee, patdgeno responsable de dzdn en hojas de arroz por supnmur la defensa
mediada por el 3A, Mohr v Cahill [105], describieron que |a deposicidn de lignina asociada con KH en
respuesta a la infeccidn con P 1065 fue removida Toego del ratamiente exdgeno con ABA, huego de la
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nfeccicn. S embargo, en alpunas interscciones, se encontro que ABA puede actuar como un
regulador positivo de reststencea haces |a enfermedad. Se observd, por egemplo, que ABA promueve a la
deposicion callnsa, mejorando asi la defensa basal contra bos hongos Blessenis prminis v Litemanis
drzrrigonia [168-169), En adicion, ABA e requendo para el oerre de los estomas, o osal constotfuye una
parte de la respuesta inmune pre-invasson mediada por 5A, siendo esta una de bas principales barreras
contra la invasicn bactenana [170]. En conjunto, estos estudios demuestran que ABA puede promever
ln remistencia en algunas nteracciones planta-patbgencs mieniras gue o otras  Increments la
susceptbilidad, Sin embargo, ¢ "ot entre las vias de sefalizaciin entee ABA v SA parecen ser
predomunantements antagonss [171].

Por otro lado, algunos parigenos pueden interfenr o modular las vias metabdlicas de las fitohormodas,
ko cual consutuina uns estraregia efecova para alterar la inmunidad del hospedador [172]. Una de estas
estratepias consiste en b habdidsd de secremar ftoroxinas, de manera de iscrementar el prado de
virulencia en ¢ patdgeno y supnnur la respuesta inmune de la planm [88]. Eo ¢l presente estudio, la
aplicacién directa de FBI indujo cambios ponopalmente a nivel de las concentranones de ABA, en
ambos hibridos, siendo estas nomblemente supenores en el H3. A so vez, este incremento en las
concentraciones de ABA se correlacionaron con niveles alios de FB1 en las plinmidas.

Persidomsonar syeigae prodoce coronating, un sndlogo de A e soleuoina v que promueve b vrulencia en
plantas por actvacion de una cascada de sefales que inhiben la acumulaczon del 5A [173), Asimismo,
esmuchios recientes demostraron que efectores tpo (11 de P pawges, manipularen la sedalizacion de ABA
como estrategra de virulencia. La comparacion de Per DC3000 WT' y el transgénico e defectovo en
TTSS, demostraron lo habibdad de bos efecrores tpo I11 de inducir ba biosintesss de ABA 163,
Momblemente, la sobreexpresion condicional del efecior, AveProB, fue suficiente para inducir
acurmulsedn enddpena de ABA [1T4]

En el presente trabajo, en el rejido infectado del HR, en forma temprana cuzndo el musmo preseni 1as
mis bajas concentraciones de toxing en la plinmala, la respuesta esoovo biderada por 8A. A los 21 dps, la
participacson de ABA, en la resisrencia tardia que estd carsctenzada por eventos tales come b respuest
hipersensible |162], podria estar modulandn fos niveles de SA o inducir una nueva fase de respuoesta,

El tratamiento con FB1, registrd un mivel importante de foxinss en las plantulas, con una acumuodacion
preferencial en raices v una rapida distnbucidn de o mesma en la porcon adrea, en forma [emprn, en
comparacién con los cultivares infectados; donde los niveles de moxina de la plianils se correlacionaron
con un mmeremento en ABA. El incremento de los miveles de ABA o o aumento de la zensibeidad a la
accidn de esta fitohormona results en una disminucidn de | cesistencia, lo que podria sugens que este
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seris un posible mecanismoe por o cual Faarew ertadieds, por medo de la accedn de FBL, alterasia el
sisterna de defensa del hospedador, merementando su suscepbilidad,

T. COMCLUSION FINAL

Los resultados superen que la FB1 g3 un factor de patopenicidasd imponante en la mtersecidn 1
perficrider-maiz, habiendo reproducido [ toxina por s sola, gean pane de los dntomas de enfermedad
observados en la infeccadn fingics.

La toxina puede condicionar la evolucion de la mteracesin hongo-planta atn antes del conscto ticial
del patdpeno v el maix, Esto Glibimo se basa én que la raiz puede absorber v poumuler FB1 presente en
el suelo, surnsstrada con el nego (en este mmbajo de Teas) o nauralmente con mastros contarminados,
contermenda altos nrveles de la oxna.

Tmas In mfeccion, la biosinesis de FB1 puede favorecer la mmvasidn flingica vy patogencidad,
proporcionindole al hongo un estado de mayor agrespadad y/'o debilitando los mecanismos de defensa
de la planta. En relscidin a este dlomo sspecto, los resultados de este estudio sugieren fuettemente b
existencia de mecanismos de detoxificacidn de |2 plana, los cuales seran eficientes hasta cierto grado
de conmaminacion, Superado este umbeal, la planta no serfs eficente para comrolar ln wxicidad de FB1,

Log sintomras de enfermedad causados por el boago herubiordfico estardan relacionados en parte con
Ios deshalances lipidicos penerados en o planta por exposicion 4 I toxng. En HE, parteularmente en
raiz, el sumenmo de las BE, liderado por Sa, sctvaria [ rubas de sedalizgeiin que conducen a aducr
muerte celular, que acompatado de incrementos del 3A, deterrinasisn ung respuestz de defensa
fenotipicamente  fesistente. Ademds en HE, exisoras ung acomudacién peeferencial de Peo, cuyo
mcrementd 0o estards operindo en 1o vin de sefaliracidn que conduce 3 la MCP, v en doende la
partcpecsin ABA, como repulador negative de la redstenon, contribuna o direcsionas un perhl de

respuesta de suscepubalidad 2 s paropénesis.
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MATERIALES ¥ METODOS

L. MATERIALES
L1 Reactivos
Estandares:

Las frmondsmas se adquirieron & partic del PROMEC (Programme on Mycotosing and Expenmenal
Carcinogenesis, Tvperberng, Republc of South Afnca).

E'L-l!ti!m—dilﬂdtﬂ-ﬂﬁﬂgﬂ'ﬂm I:dlﬂﬂ]} |:Eﬁ.:|, ¥ Fjlt'l-::ﬁng-::uum {I:'I H:ll:l (-F'sc:}, ambos ocom una pureza = Ly,
se compraron 4 Avant Polar Lipids, Alabaster.

Las fitohormonas (X) 2-cis, 4-trans- dodo abscisnco (ABA), (£) dcdo jasmdnico (JA), dado gberélico
(GAZY) v dowdo saliclico (5A] fueron provistas por Sigma-Aldach (Buenos Asres, Argenting), mentras
que los estandares internos marcados con isotwpos (FHs)-ABA, FHal-1A, FHa-GA3 v fHJ-5A) fueron
provistos por OlChemim Lad. ((Homoue, Repablica Chieca).

Los solventes grado HPLC (metanol v acetonteilo) fueron adquindos o Sintosgan, Buenos Aares,
Argentina. Las otras drogas usadas en los distintos ensayos fueron de calidad peo-andlisis

Fernlizante: En los ensayos en invemadere se wolizé un fertlizante soluble YARA (Buencs Adres,
Argentina), con la sipuente compomacn: 13% N [6.5% mumwn, 8.5% amonio], 15% P como PoO,
15% K como KO, v 3.2% 5

1.2. Medies de cultive

Agrar agua: Se prepard una solucién de agar agar al 2% en agua destlada. Loepo de I disolocidn del
agar en bafio de agua, e medio de cultivo foe estenlizsdo mediante autoclavado & 121 °C durante 15

o,

Agar VB: 5¢ unhzd para el desanrollo de F. wentizlisden, previo a la inoculscon del maiz. El medio de
cultrvo fue preparado mediante disolucidn de 180 mi de jugo comercial VB, 2 g de CaCOy v 15 g de
agar agar en 850 md de agua destilada La estenlizaciin se reabizd mediante aurochivade a 121 °C,
durante 15 munutos.

Agar papa glucosado (APG): Se uulizd para el esudio de ks camscredsncas culumales de
serticiliaider. Bl medio fue preparado disolniendo of medio de culovo (39 g del polvo en un lioro de ages
destitada), luego se calentd hasta ebullicidn con agitacidn contnua par disofucion totl v se esvenlid
en auroclave n 121°C durante 15 minutns.
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Agar diclorin rosa de bengala cloranfenicol (DRBC): Contiene rosa de bengals v diclomn gue
inhiben ¢ desarrolio de hongos conmminantes ambicnrales de creameento cipido. El rosa de bengala
también es antbactenano, El medio wvo Ta syuiente composicion (en g glucosa 10000, peptona. 5.00;
KH:POy 1.00; MgS0,TH20 0.50; agar agar 15.00; rosa de bengala 0.025 (3% p/v en agua, 0.5 mL;
diclogin 0,002 (0.2% p/'v en eranol, 1mL); cloranfenicol 0,10, en 1 L de agua desnlada. Se apustc el pH
a 5.6 y hego se esterilind mediante sutoclavado @ 121 *C durante 15 minuios, El medio fue mamtensdo
en chcundad hasta su utilizacion,

13, Genatipos de maiz: Scleccibn de | o

S¢ utlizaron semillas de maiz (£ea mays L) de hibndos suscepoble (HS, 31P77, Floneer) v resistente
(HR, LT 622 MG, Seminmum) a ks infecaitn con F. erraliaider [33]-

Para la reabzacion de bos estudsos se selecoonaron lotes de sermilas de madi, que mostraron ausencos de
infeccidn mediante = téomica de plagues dicecto de las mosmas, desinfectadas superficalmente con woa
solumon de hapoclonmo,. La desinfeccdn se realizd sumengiendo las semillas duramte dos mmutos en a
solucstn de hipodoneo al 004%, v agitando constantemente, Luego, se ehiming la sobuceon desinfectante
v 8¢ realizaron tres lavados con agua esténl de un mimie cada une, Tras eliminar el agua del domo
tavado se dispusieron kos granos en placas con medio de agar diclorin rosa de bengala v cloranfensool
(DRBC). 5S¢ unlizaron sermalkas que no cstaban pre-tratadss con bioodas (curadas),

El desarmllo del maiz comprende etapas de crecimiento vegetativa (V) v reproductive (). Los estudios
realizados en esta tesis foeson hechos sobre plintulas de maiz, en periodo de crecimients vepetatne
(V), entre las etapas VE (emerpencia de las plinmdas) y V4 (47 erapa del crecimiento vegetativn, 4-6
herjas visiblbes).

14, Cepa fingica

Lo experimentos se realizaron con la cepa de B pentiailioider RU2024, prowista gennlmente por el Dipto.
de Microbiologia ¢ Inmumologia, Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas vy Namrales, Universadad
Nacional de Rio Cuarto, Cérdoba, Argennna. La cepa fingica fue aistada de maices priccedentes de la
regicn agricola de la localidad de Rio Cuarto, La cepa fiingica se conservo en gheeml] esténl al 15%a -
B0 A
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Z¢ prepard una suspensidn de comdias de F ormaiioids RC2024, como se desenbe en ln bibliografia
[175]. Brevernente, se disgregaron mecinicamente las colonns fingieas desarrolladas durante siete dias
2 23 °C en medio agar papa glucosade (AT, con uia solucdn estéal de Tween 20 (25 ¥ en PBS).
Las suspensiones obtenidas de esta manera se dejaron decantar dumnte 30 seg, austandose luegn su
turbickez a 0.1 DO con espectrofotometro & 600 nm, esta densicdad represento 1002 ufe/ml. Loego, se
confirmd la wabilidad conidial mediante el método estindar de recuento en placa con medio de cultivo
DRBC. Estas suspensiones de conidias foeron utilizadas para evaloar la capacidad toxicogénica de la
cepa, para infectar las semullas de maiz, ¥ para preparar los ndoulos para b producodn de famonismas

en heorreactor.

b) Exalucion de | i

Para evaluar b capacsdad toxicogéniea de F petidlioids RC2024 se colocaron 300 g de maiz en
Erlenmevers de 1L, ze hidrataron con 35 ml de agun destilads v se esterilizaron 2 veces [en dos dias

conaecuimvos) oo autoclave a 121 *C durante 20 momutos. Posteromente se inoculd el maiz eon 1 ml de

uns suspension conddial de ka cepa en estudio preparada como se describid en el punto antenor. Las
muestras se incubaron durante 28 diss a 25 *C en oscuridad, realizando una homopeneizacidn manual
dimra durante los cnco pameros diss. Luegoe del periodo de meubacidn, las muestras fueton
nutoclavadas v secadas o 60°C, para luego ser molidas v almacensdas a -20 °C hasta la extracciin v
amiilisis de fumonsinas,

Las fumomisinas se cuantificaron en extractos acuosos del made fermentado [32]. Los extracios acuosos
fueron dilusdos con volimenes iguaes de acetonitilo. La deteceidn y cuannficacian de los exteactos fue
realzada synmendo la metodologia propuesta por Shephard v col. [176] v Svdenbam v col. [177] Una
abicwoma de 50 ul de cada exiracto fue demvabnzado con 200 W de una soleadn de o-fraldialdebido
(OPA) obtenida por el agregado de 5 mi de Na:BOr UM v 30 ul de 2-mercaptoetanol, a 40 mg de
OPA disuclto en 1 ml de metancl, Las muesiras dervanzadas fueron analizadas usando un ssstema
HPLC Hevwlet-Packard 1100, con bomba isocnitiea (G1310A) y scoplado & un dewector de
fluorescencia [(Aglent Technologies 1200). Las ) fueron de 335 v 440 nm pars excitacsdn v emision,
respectivamente. Las separaciones crommtogrificas se levaron a cabo en una columna de fase reversa
C1R (150xd.8jmm, 5 pm, Luna 100 RP-18, conectads a una pee-colomna (Ined Gimm de 5 pm
{(Phenomenex, Tormnce, CA, USA). Como fase mdwl se urihizd una solucsdn de metanokMNaHR PO, 01
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M {75:25) v pH: 335 % 0.20; sustado con dcido o-fosfanco, ¥ 8 un fujo de 1.5 ml/min La
cuantificacidn de las roxinas se realizd extrapolando e drea del pieo obtemdo en el extracto acuoso,
sobre una curva de calibracidn (£ = 0.993) constnuda con estindares analincos de FB1, FB2 v FB3

(pureza > 93%) (PROMEC, Programme on Mycotowns and Experimental Carcinogenesis, Tygerberg,
Repubbc of South Afnca),

El métode cromarogrifico fue venficado unlzando tanm estindares puros como co-npecoiones. Se
establecsd como limite de detecaidn (LD) cuando o sedal fue 3 veces supenor al nudo (5/R=3),
muentras que 5/R= 10, fue considerado como limire de cmatficacon (LC) Bl LD fue de (.01 ugfp
muentras que el LC foe de 0L03 pg/g. Las co-dnyeccsones fueron utlizadas para evaluar el porcentaje de
recuperacion del métoda, el cual fue mayor al 90% considerando dos concentraciones (0.1 y 1.0 g/ g

2, PRODUCCION DE FUMOMISINAS EN BIORREACTOR

Las toxmas se produyeron mediante culovos de . rerasiforder RC2024 en medio lguado, Los culovos se
imiciaron por la inoculacién de 13 suspension de consdias en un biorresctor de 101 (New Brunswick
Scientific Co., Inc, Edison, NJ) conteniendo medio MYRO [lg (NH:HPOW, 3g KH:PO., 2g
MgS0uTH20), 5g NaCl, 40 g glucosa, 10 g glicering; en | L de agua destlada), a 28°C con una agitaciin
de 120 rpm [178], El oxigeno disuelto fue mantenido por agitackin ¥ fujo de aire de 21 estindar/omn
[SLPM] v s¢ trabajé a un pH de 3,5 que fue sostenido por control autométco con NaOH 001 M. El
medio Hquado fermentado, durante 28 dias, fue amtoctavado v luego clanficado por fltracién a través de
un filtro con poros de 0045 pm. La cuandficacion de Jos niveles de FB1 se realizd en las muestms
clarificacas mediante HPLC-FL, de acvesdo a la metodologia descripta en o punto 1.4.c

3. DISENO EXPERIMENTAL:
S desarrollaron dos modelos expenmentales con hibndos de maiz ressstente (HE) v susceprible (HS):

I- Modelo de infeccion: Con el objetiv de caractenizar compamtamente la fitopatogenia de
la infeccion en amhbientes genéticos remstente v susceptible (Figum 30}

- Modelo de ftomoxicdad: Para evaluar la posble participacidn de la FB1 como factor de
patopemicidad en la mteracaidn del hongo con ambos genotipos de maiz [Figura 310

La cosecha de las plinmlas de maiz se realizd a bos 7, 14 v 21 dias post-siembra (dps),
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Figura 3: Modelo experimental usado para esiudiar la interaccitn dea mavs-J. verficillioides.
Lae semiddlas de malz de hibsdo seddsrenee [I'-I'M T -f.u'll.'ffl-ﬂiﬂ.f HS), previsments deginfectadse, se rrerarnn dumnse
I8 hewas con 108 UFC /mil de s CEpa F|:1.r._g|.|:::. Las semillns inoculadas v no inoculedes (controf) s= sembraron en
maceras ooaieriendo arens mursclavada, Las plinl'u.'ltl se oosecharon 2 los 7, 14 v 21 |.1|:|:-. cuando dcarnzaron los
estudos vegetanvos Y1, Y2 5 ¥3 respectvamente. HRC: Hibode ressstente control. HRL Hibodo pesistenie
infectado. HAC: Hibndo susceptible control HEL Hibrdo susceptible mfectado. dps: dias post-sdembra

RIEGD
s
FB1 (20 pgmi-) FEA(1gmi-y W1 ' VA
{ HylD (Contral) _ 1Hz0 (Conivol)
= : £ i {
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HR HS e g%
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Figura 31: Modelo experimental de fitotoxicidad para el esmdio de los efectos fa o de FBI sobre e

hibrislo resistente (HR) ¢ hibeido suscepible {(HS) de maiz.
Las semilles desinfectadas de HR v H3 3¢ sembraren en mscerss contendendo arens autoclavads y sc regaron a ks
2 4 v 6 dins post-sicmbra, con soluciones aciosss de FB1 4 dos concentraciones distintas {1 v 20 ppen) o con agua

destilada estédl teanteol), Las plintulss. se cosechsron & bos 7, 14 v 21 dps, cunndo alcansaron oz esvades
vegetativos V1, V2 § V3 respecovamente. dps: diss post-ssembni
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3L Acondicionamiente ¢ infeccidn de lag scmillas

Las semallas del HR v del HS fueron desmfectadas superficidlmente sumergiéndolas duranve dos
minutos en umi soluciin de 0.4% de hipoclorito, se enjuagaron tres veces con agua destlada

sutoclavada, v s secaron sobre papeles absorbentes esténles.

En el modelo de infeccidn con B sentiaiieider, 2 misma se realizd el dia antenior a la ssembea, incubando
bas sermallas con la suspensson de consdias de F memiciisider RC2024 preparada como se describe en
L4a Como control se sumergseron semillas en 15 ml de buffer de fosfato esténl (PBS, pH: 7.4). La
incubacidn se realizé a 28 °C por 18 horas. Para evaluar la eficencia de la infeccidn, parne de las
sermillas tratadas v seleccionadas al azar se desinfectaron superficialmente con (04% de hipoclorito
(eomo se descabad antenormente) y se sembraron medianie la réenica de plagques directo e placas con
medis DRBC. Se comsidend que I infeccin habdn ssdo eficiente al obiecvar degarcolle de onlonsas
fingicas caracrerstcas & los 5 dias de mcubacicn.

En el madelo de fitotosxdcsdad, las semillas fueron incubadas a 28 °C con PBS dusante 18 homs,

3.2, Condiciones de sicmbra v cultive de maiz

Las semultas infectadas v no wnfectadas fueron sembradas a 2-3 om de profundidad, en macetas de 24
cm de diametro conteniendo srena lavada v sutoclavada dos veces, en dias consecutivos. Se dispassernn
10 semullas por maceta, con 3 replicas por tratameento v se @plicd un fertlizante soluble anes de L
siembra, ¥ dos veces por semana dumnte todo el periodo experimental, €l ol fee indispensable para
asegurar el desarrolio normal de las plantas en suelos carentes de nutmentes, Las macetas fueron regacas
con 100 ml de agua desuleda esténl (modelo de infeccion) & bos 2. 4 v 6 dias post-siembra (dps), En el
modelo de Brotomcidad los tepos mmbién se realizaron a los 2, 4 ¥ 6 dps, pero con 100 ml de
soluctones acundss de FB1 o dos concentraciones disoneas (1pg/md v 20ug/ml) o con spua destilada
esténl (control). Luego se procedid con negos cada 3 dias con agua desolada esténl, Las macetas se
colocaron en el invernadero del Instoato Multidisciplinano de Biologia Vepetal (IMBIY, CONICET-
LIMEC), v se mantuvieron bajo condwciones contoladas nto hidncas come de empematum v aclos de
huz foscuridad de 14/ 10 horas durante todo ¢ pedodo expenmental,

4. EVALUACION DE LOS PARAMETREDS DE CRECIMIENTO Y SINTOMAS DE ENFERMEDAD

a1
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Las plantulas fueron cosechadas, lavadas con agua destlada v se realizg la medicon de Tn longaiud de las
raices pomanas v del tallo, donde la longitod de este dlomo fee defimdo como el sepmento que
comienza 4 pardrs del oo de umdn de la semulla v que Gnabiza en el extremo distal de ba 17 hoja, Loers,
s¢ procedic a remover I semilla, ¥ posteriormente las mices fucron separadas cuidadosamente de la
porccn aérea v secadas 260 °C en estufa por 72 horas para |a determanacdn de ba bsomasa.

St evalud la mcidencia de las alreraciones morfoldgpicas v de lesiones en Baojas, 7 3¢ tommaromn fotos de las
lesdomes sepresentativas de cada grupo expesimental medianie una camara dgaml Sony Cyber-Shor
DEC-5700 con unma resolucidn de 7,2 megapizeles.

5. CINETICA DE DISTRIBUCION FUNGICA

5.1 Aislamiento fingico

La colomizacionm fingsca fue evalusds semanalmente mediante sislimsento fiageo o partie de
segmentos (desinfectados soperficialmente eon una soluesin de hipoclomo a 0.4 %) de rade,
meenchnln, nudo, mllo ¢ 1% hoja, sobee medin APG. Las partes de la plintuls en bas coabes se vsoalizd
crecirrdents fingeo se condidersron vadidas por el bonge, reas confirmar mediante nucroscopia de

carnpa claro, que se trataby de un micelss de . pertinlieider,

5.2. Evaluacion mictoscdpica

En forma conjunta con el ssilamiento fingico, este pasimetso fue utlizado como una medida de la
extensiin de la infeccidn del hongo en las plintulss. Las raices hmpias fueron canficadas con KOH
107, Tras eliminar el hidrdxido v afadide FICT 10% hasa que quedaran translicdas, se ofemon con
arul de mwypan al (L053%dacoghicerolagua {1:1:1). Las sadces fueron decoloradas luepo con b sofuciin de
lecrogdicerol v montadas en 1o mmsmma selucidn pama observar al microscopio de campo claro, ©
wientiicar la presencia de hfas ¥ evaluar b colomzacdn mdical. Para las hojas se cealizdg ol masmo
procedimiento, pero 1a clanficacion se realizd con etanol 96% v luego se procedid con la tincidn con
azul de oypan Las muestoas fueron observadas con un microscopace Nikon Eclipse TEZ000-L (Tokyo,
Japdn). Las fotos fueron tomadas con cimara Mikon DE-5 M con resolucion supenor a 2360 1930 pax
(Captura).
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G. MORFOLOGIA RADICAL

El smterna mdical fresco fue lovads con agus destlada, eolocado en una bandeja con agua, v fue
desplegada con la ayuda de pingas plisticas con o fin de evtr solapamientos. Las mices fueron
mmediatamente dignabzadas individualenente en un esciner de superfige plana, HP Photosmart Scan
3110, & una resolucidn de 200 dpa. Se uulied un background negro con o fin de obtener imagenes con
busen contraste, Las tmdgenes fueron procesadas mediante el softanre Root Image Analyzer (USA) v se
evaluaron los sigeentes pasimetros: loagitod total de la miz, superficie v volumen. [a longitud
especifica de raiz (SRL) fue calculada eomo ls relacidn entre la longitud total de b maiz con sespecto a la
masa seca. La cabibracsdn de este sistera de medicdn fue reabzada con alambres metilicos de

longinides conoedas [125].

7. CONTENIDO DE MATERIA SECA DE HOJA

El contenido de materta seca de hoja (LDMC, Leaver Dy Matter Contensy fue calculado como la relacidn
cnure la masa seca de hoja con respecto al peso del mismo nejido en fresco. La masa seca del wejido
fobar se obnovo por peso constante os secado en estafa a 40 °C por aproximadamente 5 dins.

B. CUANTIFICACION DE FB] ¥ BASES ESFINGOIDES (SA Y PS0O) POR LC-MS/MS EN PLANTAS

El anabisis en raices v parte a¢res, se cealizd luego de pulvenzar los rejedos con M liquido. Se pesaron 10
mg del matenal vegenl liofilizads v sc realzd la extraccidn de los metabolitos con un 1 ml de
accronitrlocagua (1:1) + 3% de dodo fdmuco, Los mibos fucren apitados brevemente con wormex y
luscgo se lo dejt en agnador oskatal (suavemente) por 3 horas. Los extractos fueron centnfugados a 15,
000 fuerea centrifupa relatva (ref) por 15 mun v leego o sobrenadante fue flrado & wavés de
membranas con poros de 0,22 om,

La dererminacidn de FB1 s¢ realizd por cromatografia liguda acoplada a un detecror de masa-masa
(LC-MS/MS), segnin un méredo existente en la bibliografia [17%). El ensayo fue levado & cabo en el
equipo Micro TOFD) 11 (Broker Daltomcs, MA, USA), provsto de una fuente de jonigaciin E31
operads en modo positvo con nitrogeno como gas de nebulizackdn (1 psd) v gas de secado (3 L/min,
180 *C); capilandad 5000 V y plate offset 2 400 V. La exactitud de la masa fue verificada por infusicn
de formiato de sodio (10 mM, Sigma-Aldnch, Angenting) disuelto en alcohol sopropiicoagua (1:1), El
HPLE fue usado para separsr los compuestos de mterés, por medio de una columna CLE-RF (Aglent
ZORBAX NDB-C18 50x3.0 mm; 1.8 pm di), Las muestras fueron inroducidas en el HPLE por

83



MATERIALES ¥ METODOS

medso de un sutomuestreador (Aglent HiP-ALSSLA+), 2 un Awo de 0.3 ml/min y la fase movil
medsante una bomba binana (Aglene 1200 SL), wsando como solventes (A) agua ultra pura
suplementada con acsdo fdemico 0.5% y (1) scetontrilo grado HPLC. Las tramdiciones medidas en el
mado Multple Reacton Monitoring (MRM) para cada metabolite foeron: FB1: 72237043, Sx
30222843, Peoc 318230002,

9. EVALUACION DE MUERTE CELULAR

; 'nhunm' falnt 1 ii"] d: E::lﬂau

Se procedia de acuerdo a la metodologia propuesta por Xing v col. [180], Brevemente, las hogas fueton
separadas del resto de la plintls y sumergidas en una soluadn acuosa de azul de Evans (0L1 %, p/v) e
infiltradas al vacio por 5 min v luego por 10 min, Luego, las muestras fueson mantenidas en la solucwin
del enlosante por 2 horas, y se procedid al livado de las missas con soluestn buffer contendends 0.05%
de Tween 20 (v/v). El lsvado se repitsd tres veces, cada vno de 15 min. Pars la semocidn de la elorofila,
laz hojas fueron colocadas en tubos Faleon con etanol al 95 % por 15 min en bane de agua a 100 *C.
Las muesiras Fueron inmediatamente escaneadas, con un esciner HP Photosmart Scan 3170 a2 wna
rezobacidn de 200 dpi El precipitsdo aeu] provemente de 50 myp del matenal vepetal fie solubaloado
coq T30 pl de 1.5 % de SIS en 500 de metanol (v,/v) a 100 °C par 30 min y coann fieado por medicidn
de la absorbancia a 595 nm.

10, CUANTIFICACION DE FITOHOMONAS POR LC-MS/MS

S¢ cuantificaron los nveles de |A, 3A, ABA vy GA en la porodn aéeea de plantas. La extraccidn v
punficacion se realzo por ef método modificado de Durgbanshi v eols. [181], 5S¢ pesaron 200 mg de
tepde previamente pulvenzado con N; liqudo v bofilizado. Se homogenessd con agua destlada
{solvente de extraccidn), v leego de transfenr el homogenato a wn tubo Falcon de 50 mi se le
adicionaron 50 ng de los estindares deuterados comespondientes a JA, 5A, ABA v GA. A contimuaciin
se agitd levemente con ultramuerax v s¢ centnfugd 15 man 8 5000 pme. 5e colecto el sobrenadante v se
ajustdy ¢l pH 4 28-3 con dodo acénco glacial sl 15%. A continuaciin, se reahizd una doble partcitn con
éter etilice: Prmero se agregaron 5 mil de éter etilico, se apitd 30 seg en virtex, s centrifugd 1 min a
SO0 pm ¥ se trasvaso ks fase orpdnica (fase supenor) con pipeta Pasteur o un balda de 100 ml Se
repiticd el procedimaento, El extracto orginico obendo fue secado leepo en evaporador rotatvo, 2
temperaturs aproximada de 35- 3 °C Los extractos reconsumidos con 1500 ul de metanol pro-
andilisis 100% fueron cargados en un carmicho con oo de celulosa acoplade & cimara de vacio
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Supcleo v filrados lentamente, Al filtrade se lo recogé en tubos Eppendodf de 2 ml y se los evapord a
sequedsd por medio de concentrador centifuge (Speed Vac) a aproximadamente 35-38 °L Se e
disobvid en 50 pl de metancl 100%% (grado HPLC), se agitd levemnente con wortex y se coloc la muestea

cn viakes con inserios.

La separacidm cromarngrifica se realied luepo de inyectar 10 pl al cromatdgrafo lguido de alt presadn
(HPLC) Alliance 2693 (Warers, Milford, MA, USA), emplesndo un gradiente de incrementoe boeal de 40
a Bi%o de metanol faguaacdo acéten (02%) en un tempo de 25 min por cornda. Se uiilizd. wma
cobemna de fase reversa C18 (10K mm x 2.1 mum; S-pem) con un hgo de corrda de 0.2 ml/min. Para la
wdentificacion v cuannficacion se vilizd un especrometro de masa con mple cusdropolo (Cuartro
Ulema pt; Micromass, Manchester, UK, scoplado 3l HPLC antes mencionado (LE-MS/MS). La foente
de jomizacion utilizada foe con electrospray (ESI) § la cusntficacion se realizd en modo MRM
(monitoren de reaccidn miildple] v el Sofrware utbizado fue MassLynx TM v, 4.1, Micromass,
Manchester, UK). Las ransiciones medidas en o modo Multiple Reacnon Monitorng (MRM) para
cada metabolito foesom: JA: 20959, (D4G) [A: 215259, A 137=93, (D4)5A: 14197, ABA: 203133,
THIABA: 2692159, GAS 345 =239, (DDGAZ 347>241, La cuantificacion de las hormonas se realizd
mediante las respectivas curvas de calibracian com ajuste lineal, obteniéndose los resultados en ponal de
hormona x  grel de peso seco en muestras vegetales ¥ en pmod x muestra en medio de cudovo de

hongos,

11, ANALISIS ESTADISTICO

Se utilied el softoare Instat versicn 3,00 (La Jolls, CAYNGT, USA). El anilisss estadistieo de los datos
provenentes del esrudio de rossodad fue realizado mechante el andhas de 1o vapanes de dos vias
(AMOWVA) v test de comparsciones miloples de Bonferrom, cuando loa datos  presentaban
homopeneidad de vananzs. En los easos en que esto no oourns, los datos se anabizason con ol post-test
de Kruskal-Wallis. Para los estudios de infecosdn, la comparacion entre los grupaos se hizo mediante ¢l
test t de Stadent, En todos los cazos las diferenciss fueron conmderadas ssprficativas para p<(L05.
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