"MAIZIFICANDO
CONCIENCIA

Xl CONGRESO NACIONAL DE MAIZ

o,

b
im

Proteccion
del cultivo

8, 9 y 10 de Noviembre
Pergamino, BA
UNNOBA

el i
.8 h::‘.tk =
i ~ _
-I l..
i
i f

YRR —
“FT ] IHTA Canasdwein'y Prsca
-2 HRAR 595 wainisterio de Economia
UM —

. Argentina




- MAIZIFICANDO
4 CONCIENCIA

X1l CONGRESO NACIONAL DE MAIz




Eje:

v Proteccién
del Cultivo

EFECTOS DE PRIMING SOBRE LA MODQLACIO'N
HORMONAL ASOCIADA A LA INFECCION DEL
MAIZ POR FUSARIUM VERTICILLIOIDES

Velez P A (1,2); Mary V S (1,2); Theumer M G (1,2).

(1) Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia (CIBICI). Haya de la Torre y Medina Allende, sin nimero, Ciudad Universitaria, Cérdoba
Capital, Cérdoba, Argentina.

(2) Universidad Nacional de Cérdoba. Facultad de Ciencias Quimicas. Departamento de Bioguimica Clinica. Haya de la Torre y Medina Allende, sin nimero,
Ciudad Universitaria, Cérdoba Capital, Cérdoba, Argentina.

pilar.velez@unc.edu.ar

EFFECTS OF PRIMING IN THE HORMONAL MODULATION
ASSOCIATED WITH FUSARIUM VERTICILLIOIDES INFECTION OF MAIZE

Fusarium verticillioides is one of the most common pathogens associated with corn. Currently, the
induction of systemic acquired resistance (RSA) could be a strategy to minimize losses caused to
infections in cultures. Salicylic acid (SA) induces RSA by a process called sensitization or
"priming". In this work, the responses of maize plants in which RSA was induced against
experimental infections with F. verticillioides were studied, and the modulatory effects of maize
priming with AS were analyzed on the biochemical defense pathways mediated by SA and
jasmonic acid (JA). The maize hybrids P3115 (HS) and P1780Y (HR) are considered susceptible
and resistant to infection by F. verticillioides. Seed sensitization (overnight incubation) with 1 uM
AS solution was performed for both hybrids. Subsequently the seeds were transferred to pots,
infected and harvested at 5, 7, 17 and 46 days post sowing (dps). Phytohormone levels were
determined in both hybrids, in aerial part and root. The results suggest that the hormonal
responses to priming and infection are differential in HS and HR. On the other hand, the priming
effect would be more effective in the HR.
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Introduccidén

Una gran cantidad de hongos pueden atacar e invadir mazorcas y granos de maiz en desarrollo,
causando numerosas enfermedades clasificadas como pudriciones de la mazorca. Muchos producen
micotoxinas, que pueden afectar la calidad y comerciabilidad de los granos. Uno de los patdgenos de
mayor relevancia es F. verticillioides, debido a las numerosas pérdidas econdmicas que puede
ocasionar y la capacidad que posee este microorganismo para genera micotoxinas.

El maiz, al igual que el resto de las plantas, interactia constantemente con patdgenos (virus,
bacterias, hongos) y plagas (insectos herbivoros, nematodos) por lo que ha desarrollado mecanismos
que le permiten defenderse de éstos mediante un complejo sistema que incluye multiples niveles de
proteccion. Esta proteccion puede ser fisica o quimica y constitutiva o inducida.

La resistencia inducida esta relacionada con el aumento en la expresion de los genes relacionados
con la defensa. Este proceso esta regulado por moléculas de sefializacion como el Etileno (ET), el
acido salicilico (AS) y el acido jasmonico (AJ). Generalmente, el AS es requerido para la resistencia a
patdgenos biotrofos y hemibiotrofos, mientras que el AJ y el ET median la resistencia a patdgenos
necrotroficos v a la mayoria de insectos herbivoros. La mayor parte de dicha comunicacidn consiste
en represion mutua entre el AS y el AJ; sin embargo, algunos genes pueden ser inducidos
similarmente por los dos acidos.

La resistencia puede ser estimulada o inducida por un proceso denominado sensibilizacion o priming,
que induce una respuesta inmune adaptativa y conduce a una defensa mas rapida y mas fuerte ante
la infeccidon por herbivoros o patdgenos. Se han identificado muchos compuestos naturales vy
sintéticos para estimular la resistencia de las plantas, incluidas las fitohormonas AS, AJ y acido
abscisico (ABA) (Aranega-Bou vy col, 2014)

El proceso de priming tiene lugar desde la estimulacidn inicial hasta la exposicion a un estrés
desafiante. Incluye todos los cambios que ocurren en la planta después de la percepcion de un
estimulo vy prepara a la planta para una mayor capacidad de respuesta cuando ocurre un desafio.
Estos cambios pueden tener lugar a nivel fisioldgico, molecular y epigenético; pueden ocurrir
segundos u horas después de la estimulacidn, pueden ser transitorios o0 mantenerse a lo largo de la
vida de una planta, e incluso pueden ser heredados por generaciones posteriores. Diferentes
estimulos pueden causar cambios similares, asi como especificos.

El proceso de sensibilizacion en plantas permite no solamente comprender de mejor manera los
mecanismos de defensa en plantas, sino también inferir sobre potenciales moléculas que podrian
funcionar como compuestos exdgenos que puedan aplicarse para combatir enfermedades y que
resulten amigables con el medioambiente.

La prohibicion de la mayoria de los fungicidas quimicos por parte de la UE (Directiva 91/414/CEE)
debido a los efectos adversos de su uso en el medio ambiente y la salud humana, su toxicidad, o
porque los patégenos se han vuelto resistentes a sus sustancias activas, ha promovido la
investigacion en el campo de los inductores de resistencia vegetal como alternativa eficaz y
sostenible.
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Materiales y métodos

Se acondicionaron las semillas de los hibridos P3115 y P1780H (DuPont Pioneer), caracterizados
como hibrido susceptible (HS) y resistente (HR) a la infeccidn por F. verticillioides, respectivamente.
Posteriormente se realizo el priming de semilla con una solucion de AS 1 (uM). Para esto las semillas
se dejaron overnight en la solucién de AS o en agua para los controles. Luego de una pre-
germinaciéon en placa, las semillas fueron pasadas a macetas de 24 cm de diametro, y fueron
sembradas en tierra a 2-3 cm de profundidad . Posteriormente se realizé una infeccion en hoja con
una suspension de conidias de la cepa de F. verticillioides 2024 de turbidez 0,1 DO determinada en
espectrofotdmetro a 600 nm. Las plantas se cosecharon a los 5, 7, 17 y 46 dias post siembra (dps).
Las macetas se colocaron en el invernadero del Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal
(IMBIV, CONICET-UNC), y se mantuvieron bajo condiciones controladas tanto hidricas como de
temperatura y ciclos de luz/oscuridad de 14/10 horas durante todo el periodo experimental.

Se cuantificaron los niveles de AS, AJ, en la porcidn aérea y las raices de las plantas. La extraccion se
realizd pesando 50-100 mg de tejido previamente pulverizado con N2 liquido, posteriormente se
homogeneizd con 500 pL de 1-propanol/H20/HCL (2:1:0,002; viv/v) v se agitd durante 30 minutos a
4 °C. Luego se aplicéd 1 mL de diclorometano (CH2CL2), se agitd por 30 min a 4 °C y se centrifugd a
13.000 g por 5 min. La fase orgdnica se evapord y el extracto se re suspendié con 0,25 mL de
metanol al 50 % con CH202 al 0,1 %y agua al 50 % con CH202 al 0,1 %. Para la deteccion se utilizd
el equipo UPLC-MS Waters Xevo TQs Micro (Waters, Milford, MA, EE. UU.) y una columna de fase
reversa (C18 Waters BEH 1,7 um, 2,1 x 50 mm, Waters). Se utilizé como sistema solvente mdvil
compuesto por agua con 0,1% CH 2 O 2 (A) y MeOH con 0,1% CH202 (B). Para fines de
identificacion y cuantificacion se utilizé un espectrometro de masas Xevo TQ-S micro de Waters
(Milford, MA, USA) acoplado al mencionado UPLC (LC-MS/MS). La relacién masa/carga (m/z) para
cada metabolito fue: AS: 137,0>93,0 y 137,0>65,0; AJ 209,1>165.1 y 209.1>59. La cuantificacion
de las hormonas se realizd siguiendo las curvas de calibracidon con el ajuste lineal, obteniendo los
resultados en nanogramo de fitohormona/miligramo de tejido (peso fresco).

Las consecuencias de la sensibilizacion y de la infeccidn fingica sobre las cinéticas de produccion de
las fitohormonas fueron diferentes en los dos hibridos de maiz analizados.

En el HR el priming incrementd los niveles AS en las raices de las plantulas a los 5 dps, pero en las
partes aéreas no hubo diferencias con respecto al control. Los efectos de la infeccion fueron mas
evidentes en las partes aéreas, donde se produjo un aumento transitorio de AS, disminuyendo a los
46 dps en forma significativa con respecto al control. Sin embargo, este cambio producido por la
infeccidn fue prevenido por el priming. En el HS la sensibilizacion aumenté los niveles de AS a los 5
dps tanto en partes aéreas como raices, y fueron disminuyendo hasta niveles comparables a los
controles a partir de los 17 dps (Figura 1).

Las concentraciones de AS en las partes aéreas v raices de las plantas infectadas (I y ASI) fueron
similares a las de sus respectivos controles (C y AS, respectivamente), y desde los 17 dps en
adelante no hubo diferencias entre los grupos.
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Figura 1: Efectos del priming sobre los desbalances de AS causadas por la infeccion del maiz con F. verticillioides.

Se muestran los Promedios + SEM de las concentraciones de AS en partes aéreas y raices de las plantulas de ambos
hibridos (HR y HS), en los grupos control, infectado con el hongo (l), sensibilizado (AS), y sensibilizado e infectado (AS 1), a
los 5,7, 17 y 46 dps. Las lineas de puntos verticales marcan el dia (6 dps) en el que se realizaron las infecciones (grupos |

y AS ). (n=06)

En términos generales los efectos del priming sobre la produccidn de AJ en el HR fueron opuestos en
las partes aéreas vy raices, disminuyéndola e incrementandola, respectivamente. La infeccidon redujo
los niveles de AJ en la parte aérea, pero a los 46 dps las concentraciones en las plantas
sensibilizadas e infectadas se aproximaron a las del grupo control. Si bien las consecuencias de la
infeccidn fueron menos marcadas en las raices, en las plantas sensibilizadas e infectadas los niveles
de AJ aumentaron con el paso del tiempo, y a los 46 dps superaron a los encontrados en los controles
(Figura 2).

En el HS, tanto el priming como la infeccidon tuvieron pocos efectos sobre la cinética de produccion de
AJ en partes aéreas en todo el periodo estudiado, y en raices hasta los 17 dps. Pero a los 46 dps, la
infeccidn de plantas sensibilizadas aumentd el AJ a concentraciones superiores a las de los controles.
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Figura 2: Efectos del priming sobre los desbalances de AJ causadas por la infeccion del maiz con F. verticillioides.
Se muestran los Promedios + SEM de las concentraciones de AJ en partes aéreas y raices de las plantulas de ambos

Tiempo (dias)

hibridos (HR y HS), en los grupos control, infectado con el hongo (l), sensibilizado (AS), y sensibilizado e infectado (AS 1), a
los 5,7, 17 y 46 dps. Las lineas de puntos verticales marcan el dia (6 dps) en el que se realizaron las infecciones (grupos |

Conclusion

El tratamiento con AS causé alteraciones de fitohormonas con respecto a las plantas control.

Las respuestas hormonales frente al priming y a la infeccidén son diferenciales en el HS y en el HR.

y AS ). (n=6)

En el HR, el efecto de priming resultaria mas efectivo que en el HS.
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