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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es el cereal con mayor produccidon a nivel mundial pero esta expuesto
a dafios por parte de una larga lista de generos fungicos. En Espafia, destaca Fusarium
verticillioides que provoca la podredumbre de la mazorca y la contaminacion del grano con
micotoxinas. La infeccion de este hongo se produce fundamentalmente a través de las sedas
(inflorescencia femenina) expuestas del maiz. Es de especial interés el estudio de compuestos
que, de forma constitutiva en las sedas, puedan tener un papel en la defensa de la planta. Los
objetivos de este estudio consistieron en (i) evaluar cambios en los compuestos solubles o de la
pared celular a lo largo do desarrollo de las sedas y (ii) relacionar dicha composicién con la
resistencia a la infeccion por F. verticillioides. Los resultados obtenidos indican ciertas
variaciones de composicion a lo largo del desarrollo y envejecimiento de las sedas; sin embargo,
los compuestos relacionados con la pared no parecen tener efecto en la resistencia, al menos a
nivel constitutivo en sedas. Al contrario, es posible que la fraccion soluble sea la que tenga
mayor intervencion en este tejido; siendo los flavonoides la familia de compuestos con mayor
importancia en la resistencia.

Palabras clave: maiz, sedas, resistencia, F. verticillioides, compuestos fendlicos.

RESUMO

O millo (Zea mays L.) é o cereal con maior producién a nivel mundial pero esta exposto a
danos por parte dunha larga lista de xéneros fungicos. En Espafia, destaca Fusarium
verticillioides que provoca a podremia da mazorca e a contaminacion do gran con micotoxinas.
A infeccion deste fungo proddcese fundamentalmente a través das sedas (inflorescencia
feminina) expostas do millo. E de especial interese o estudio de compostos que, de forma
constitutiva nas sedas, poidan ter un papel na defensa da planta. Os obxectivos deste estudio
consistiron en (i) avaliar cambios nos compofientes solubles ou da parede celular o longo do
desenvolvemento das sedas e (ii) relacionar dita composicion coa resistencia a infeccién por F.
verticillioides. Os resultados obtidos indican certas variaciéns de composicion o longo do
desenvolvemento e envellecemento das sedas; sen embargo, os compostos relacionados coa
parede non parecen ter efecto na resistencia, polo menos a nivel constitutivo nas sedas. Ao
contrario, é posible ca fraccion soluble sexa a que tefia maior intervencion neste tecido; sendo
os flavonoides a familia de compostos con maior importancia na resistencia.

Palabras clave: millo, sedas, resistencia, F. verticillioides, compostos fenolicos.

ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is the cereal with the highest production worldwide, however it’s exposed
to damage by a long list of fungal species. Fusarium verticillioides is especially important in
Spain, causing kernel rot and mycotoxins contamination. The infection and colonization of this
fungus occurs, mainly, through the exposed silks (female inflorescence). For this reason, it
especially interesting to study silks compounds that can constitutively play an important role in
the plant defense. The objectives of this study consisted of (i) evaluating changes in soluble and
cell wall compounds throughout the aging of the silks and (ii) correlate this composition with
the resistance to infection by F. verticillioides. The obtained results indicate variations along
the development and aging of the silks; however, the compounds included in the cell wall do
not seem to have an effect on the resistance, at least constitutively in the silks. On the opposite
way, it is possible that in this tissue the soluble fraction has the most important role, being the
flavonoids the family of compounds with higher significance in resistance.

Keywords: corn, silks, resistance, F. verticillioides, phenolic compounds.
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1. INTRODUCCION

1.1. Elcultivo de maiz (Zea mays L.)

El maiz (Zea mays L.) es una monocotileddnea que pertenece a la familia Poaceae. Se cultiva
desde hace unos 7000 afios de antigliedad, principalmente por las zonas de México y América
central, hasta que fue introducida en Espafia en el siglo XVI (MAPAMA, en linea). Hoy en dia
su cultivo estd muy extendido, en 2016, segln los datos de la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y Alimentacion (FAO), se posiciondé como el cereal con mayor
produccion a nivel mundial, y el segundo de la totalidad de cultivos, por detrés de la cafia de
azlcar. La domesticacion del maiz se produjo en el sur de México hace unos 10.000 afios a
partir del teosinte Balsas (Zea mays ssp. Parviglumis) y dio lugar a un grupo de variedades
locales ancestrales adaptadas a las diferentes condiciones climaticas y geogréaficas. Con el
tiempo, el maiz se extendié por todo el mundo ejerciéndose sobre él una seleccion genética
dirigida a mejorar su adaptacion a las condiciones de cada region (Matsuoka, 2005; Mendoza-
Lopez et al., 2018). En la actualidad, el 96% del maiz cultivado es obtenido con técnicas de
mejora genética (MAPAMA, 2017). La mejora genética y la seleccion de nuevas variedades no
solo busca conseguir una mayor adaptabilidad local sino también mejorar la resistencia a
factores bioticos que pueden reducir su calidad y rendimiento, como hongos, insectos o malas
hierbas (Cao, 2013).

Los hongos son los causantes de la mayoria de enfermedades que afectan a las plantas. El
maiz esta expuesto a una larga lista de géneros fungicos a lo largo de su ciclo vital, entre los
que destacan Fusarium, Alternaria, Nigrospora, Ustilago, Aspergillus, Penicillium, etc.
Algunas de estas especies producen sustancias tdxicas denominadas micotoxinas, las cuales
representan un elevado riesgo para la salud humanay la de los animales que las consumen. De
hecho, el maiz puede contener los cinco tipos de micotoxinas mas importantes, aunque las que
mayor interés despiertan debido a su frecuencia son las contaminaciones por aflatoxinas,
fumonisimas o tricotecenos producidas por A. flavus, F. verticillioides y F. graminearum (Cao,
2013). F. graminearum y F. verticillioides son los hongos patdgenos que mas afectan al grano
de maiz en regiones templadas, entre las que se incluye Europa. ElI hongo F. graminearum
produce deoxinivalenol (DON), una micotoxina que causa vomitos y diarrea, inmunosupresion
y es responsable del sindrome de rechazo de la alimentacion del ganado; F. verticillioides
produce fumonisinas (FB) que causan leucoencefalomalacia en caballos, edema pulmonar en
cerdos, reduccion del crecimiento en aves de corral y trastornos hepaticos e inmunitarios en el
ganado (Butrén et al., 2015). Ademas, la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer
ha clasificado las fumonisinas como posibles carcinogénicas (IARC, 2002). El desarrollo de
una u otra especie esta determinado por las condiciones climaticas y geogréficas. En regiones
mas frias predomina F. graminearum, mientras que en regiones mas calidas y secas, como
Espafia, predomina F. verticillioides (Butron et al., 2015).

1.2.  Infeccion del maiz por Fusarium verticillioides

El hongo F. verticillioides (Saccardo) Nirenberg (Nirenberg et O"Donnell, 1998) es una de
las especies fungicas mas prevalente en el maiz y una de las que mas interés despierta debido a
la preocupacion por los metabolitos secundarios toxicos que produce. Esta preocupacion deriva
del hecho de que el maiz es un componente significativo en la cadena de alimentos humanos,
lo que pone de manifiesto la necesidad de comprender la biologia de la interaccion huésped-
patdgeno (Duncan et Howard, 2010).

F. verticillioides puede desarrollarse, durante el cultivo en campo, en todas las partes de la
planta y actta colonizando la planta de forma asintomatica 0 como patdgeno generando



sintomas de dafio, en especial en la mazorca. Las causas del paso de un estado al otro no son
del todo claras aunque se relacionaran con las condiciones ambientales bidticas y abioticas y
con las caracteristicas fisioldgicas y genéticas de la planta. Los sintomas tipicos que se observan
en el grano de maiz son el desarrollo de un patron de rayas blancas en el pericarpio (Fig. 1.A);
y si la infeccidn es severa aparece un micelio algodonoso de color blanco rodeando (Fig. 1.B),
en primer lugar, a los granos del &pice y que luego se extiende por toda la mazorca, pudiendo
afectar a las bracteas, que se adhieren a los granos. Esta podredumbre de la mazorca es conocida
como fusariosis rosa, tipica de hongos como F. verticillioides (Duncan et Howard, 2010; Cao,
2013).

|
Figura 1. Detalle del crecimiento de F. verticillioides (A) dentro del pericarpio, con la aparicion de las caracteristicas lineas
blancas radiales y, (B) sobre los granos, formando un micelio algodonoso blanco (modificado de Cao, 2013).

La infeccion y colonizacion de las partes
superiores de la planta de maiz por F.
verticillioides se produce a través de heridas
provocadas por insectos, pajaros u otros vy,
sobre todo, a través de las sedas expuestas.
Las sedas son los estilos de las flores
femeninas (espiga) que sobresalen por la
parte superior de las bréacteas en el momento
de la floracion (Fig. 2.A). El hecho de que no
estén protegidas por las bracteas como si lo
estan los granos, las dispone como un primer
punto de contacto, considerandose una via
principal de entrada para plagas de hongos e B
insectos (Miller et al., 2003). De este modo, Figura 2. (A) Mazorca en floracién con las sedas expuestas
la floracion femenina se considera un (flecha) y (B) detalle del canal de las sedas (corchete)
momento clave en la infeccion de F. (modificadodeCao,2011)
verticillioides; no obstante, las sedas del maiz envejecen rapidamente después de la polinizacién
y, este cambio fisiol6gico podria alterar la idoneidad de la seda para el crecimiento del hongo
(Reid et al., 2009). Durante la floracion, las microconidias del hongo son depositas sobre las
sedas por el viento, salpicaduras de agua o insectos. En las sedas germinan, se desarrolla el
micelio y se producen mas esporas, sobre todo en sedas polinizadas. Luego, F. verticillioides
utiliza el canal de las sedas (formado por las bréacteas y que comprende desde la abertura de las
bracteas donde las sedas estan expuestas hasta la punta de la mazorca bajo la superficie de las
bracteas) (Fig. 2.B) para entrar en las mazorcas y colonizar los granos (Duncan et Howard,
2010).




Existen algunos estudios, como el de Miller et al. (2007), que han investigado en detalle el
proceso de infeccion de F. graminearum en sedas de maiz, el cual tiene un modo de infeccién
similar a F. verticillioides. Estos autores demostraron que la germinacion de conidios se
produce 4-6h después de la inoculacion del hongo en el canal de las sedas, pero que podria
tardar hasta 12-24h. Luego se produce un periodo variable de crecimiento, donde apenas hay
crecimiento en sedas hasta pasadas las 24h después de la inoculacion. A las 48h, probablemente
después de que los nutrientes disponibles en el sitio de inoculacion hayan sido agotados, alguna
de las hifas crece en lineas mas o menos rectas, tanto en la superficie como penetrando en las
células epidérmicas de las sedas, hacia la mazorca, y finalmente infectan los granos en
desarrollo. Ademas, observaron claras diferencias después de la germinacion entre genotipos
catalogados como susceptibles y resistentes a la infecciéon por el hongo. El crecimiento del
hongo trascurridas 48h desde la inoculacion estaba invariablemente més avanzado en los
genotipos susceptibles. Asimismo, el acceso a la mazorca ocurrio en 7-9 dias en genotipos
susceptibles (14-16 dias después de la polinizacidén hecha cuando las sedas sobresalian de las
bracteas aproximadamente 2 cm), mientras que en los resistentes tardo en torno a 12-15 dias
(19-22 dias después de la polinizacion). También observaron que la entrada del hongo al grano
se produjo, en ambos genotipos, directamente a traves del punto de union de la seda o, cuando
la seda crece sobre otros granos, el hongo puede pasar de la seda a la superficie de un grano o
granos que se encuentren debajo de ella. En el caso de la infeccion por F. verticillioides, Duncan
y Howard (2010) sugieren que el movimiento sobre las sedas es a nivel superficial, sin embargo,
hay que destacar que en este estudio la inoculacion artificial de las sedas se realizd mediante el
uso de spray, no mediante inyeccion artificial en el canal de las sedas. La herida producida con
una aguja en estos tejidos puede favorecer la infeccidn por el interior de las sedas de forma
similar a lo ya descrito para F. graminearum. Estos antecedentes hacen que sea de sumo interés
estudiar la evolucion de ciertos compuestos descritos como barreras o antibioticos frente a
hongos a lo largo del proceso de desarrollo de las sedas, especialmente en los primeros 21 dias
después de que las sedas sean receptivas.

1.3. Compuestos fenolicos y carbohidratos implicados en la defensa del maiz
frente a hongos

La via de los fenilpropanoides conduce a la biosintesis de una amplia variedad de
compuestos fenolicos que se han visto implicados en procesos bioldgicos de resistencia a
hongos (Sekhom et al., 2006). Los fenoles son compuestos de estructura aromética con uno o
varios grupos hidroxilo, libres o sustituidos. ElI compuesto béasico es el fenol, pero
mayoritariamente se trata de polifenoles. Gran parte de los compuestos fenélicos forman parte
de la pared celular bien por ser constituyentes basicos de la misma (lignina) o por estar ligados
a ella (hidroxicinamatos), pero también existe una gran cantidad de estos compuestos en la
fraccion soluble, como flavonoides o antocianos (Anexo Fig. 1). El estudio del papel de los
compuestos fendlicos ligados a la pared es conveniente hacerlo de forma conjunta con el estudio
de los polisacéaridos de la pared porque la resistencia vendra condicionada por la interrelacion
entre lignina, &cidos hidroxicindmicos y polisacaridos (Santiago et al., 2016).

1.3.1. Fenolesy azucares solubles

La defensas vegetales consisten en barreras fisicas como la pared celular y sus
modificaciones, pero a menudo estan implicados productos del metabolismo secundario con
efecto antibidtico sobre el hongo, entre estos ultimos, destacarian los compuestos fenolicos
como los flavonoides y los antocianos (Santiago et al., 2007).

Se ha demostrado que los compuestos fenolicos solubles inhiben el crecimiento in vitro de
varios géneros fungicos, y en especial, se observaron efectos inhibitorios significativos para las
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especies de Fusarium (McKeehen et al., 1999). Otros estudios como el de Bakan et al. (2003)
sefialaron que los compuestos fendlicos también tienen un papel importante en la inhibicion de
la produccion de micotoxinas in vitro y, trabajan en identificar y aislar los inhibidores mas
activos en los extractos fendlicos solubles. Sekhom et al. (2006) demostraron que la
acumulacién de flavonoides y antocianos inducidos también proporciona resistencia contra
hongos del género Fusarium.

En cuanto a los azlcares solubles, pueden intervenir como fuente de carbono facilmente
disponible para el desarrollo fungico evitando la necesidad de utilizar enzimas de degradacion
fangica o; como moléculas sefial formando parte de los patrones de dafio asociados a patégenos
(DAMPs) que activaran la respuesta innata inmune en la planta cuando son liberados por dichas
enzimas fungicas (Moghaddam et Ende, 2012).

1.3.2. Polisacéaridosy fenoles de la pared celular

La pared celular esta considerada como una importante barrera fisica frente a patégenos y
plagas y estd formada fundamentalmente por una red tridimensional de microfibrillas de
celulosa embebidas en una matriz de hemicelulosas, pectinas, proteinas y compuestos fenolicos
en una solucion ligeramente &cida a la que se incorpora la lignina, convirtiéndose en un
constituyente significativo. Fundamentalmente, la pared da forma y tamafio a las células, pero
también les confiere cierta capacidad de resistencia mecanica y de defensa (Azcon-Bieto et
Tazon, 2008). Varios de sus componentes tienen un papel importante en la resistencia a plagas
y enfermedades; aunque, los mecanismos de defensa son muy complejos y varian entre plantas
de la misma especie, diferentes tejidos o incluso el mismo tejido en diferentes etapas de
desarrollo. Por lo tanto, comprender el papel de estos constituyentes en la resistencia de la pared
a estreses bidticos puede permitir modificar los cultivos para aumentar su resistencia (Santiago
etal., 2013).

En cuanto a la fraccion de polisacaridos de la pared celular tenemos la celulosa, que es el
componente principal de la pared, representando un 35-50% del peso seco. Es sintetizada por
los complejos proteicos de la membrana plasmatica y se deposita directamente en la pared
celular. Su estructura esta constituida por una larga cadena lineal de moléculas de D-glucosa
unidas por enlaces p(1—4) (Azcon-Bieto et Taldn, 2008; Santiago et al., 2013).

Los polisacaridos que forman la fraccion hemicelulésica, son sintetizados en el aparato de
Golgi y secretados en vesiculas a la pared celular. En el caso concreto del maiz, los
polisacéridos no celulésicos mas abundantes son los p-glucanos mixtos y los
glucuronoarabinoxilanos (GAX). La estructura basica de los B- glucanos es una cadena lineal
de restos de B-p-glucosa unidos por enlaces B(1—4) y p(1—3), en una relacion aproximada
de 2:3 (Fig. 3.A). Mientras que la estructura de los GAX es una cadena principal p(1—4)-p-
xylan con sustituciones de arabinosa y acidos urénicos principalmente. Los residuos de
arabinosa se unen en la posicion O-3 de la xilosa, y los urénicos en la posicién O-2 (Fig.
3.B). La hemicelulosa entrelaza las microfibrillas de celulosa mediante puentes de hidrégeno;
en cambio, solo una parte puede enlazarse directamente a la celulosa, quedando el resto en los
espacios entre microfibrillas (Azcon-Bieto et Talon, 2008; Santiago et al., 2013).

La intervencion de estos componentes frente a enfermedades fangicas ha sido poco estudiada
y se refiere fundamentalmente a contenidos de fibra alimentaria donde los azlcares de la
fraccion de celulosa y hemicelulosa son importantes. Mideros et al., (2012) encontraron
correlaciones negativas significativas del contenido de aflatoxinas producidas por Aspergillus
flavus Link con fibra y carbohidratos estructurales. Asimismo, se han encontrado mayores
contenidos de fibra &cida y neutro detergente en las hojas de una linea pura de maiz resistente
a la roya Puccinia polysora Underw (Ji et Yamakawa, 2011).
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Figura 3. Estructura basica de (A) los B-glucanos mixtos y (B) de glucuronoarabinoxilanos (tomado de Barros-Rios, 2012).

La lignina es el segundo polimero mas abundante en la naturaleza y, en las plantas, tiene una
funcidn principal de soporte estructural y de resistencia. La lignina es un producto de la ruta
metabolica de los fenilpropanoides y estd constituida por tres monolignoles [alcohol p-
coumaryl (H), alcohol coniferilico (G) y alcohol sinapilico (S)] unidos entre si por enlaces éster
o carbono-carbono (Azcon-Bieto et Taldn, 2008; Santiago et al., 2013). Los productos
intermedios de la ruta de biosintesis de los monolignoles sirven como precursores de los acidos
hidroxicinamicos y otros compuestos fendlicos. Las unidades H son las que primero se
depositan, seguidas de las Gy, por Gltimo, las unidades S. En el maiz, la proporcion S/G es de
1,02 y 1,61 para el tallo y 0,2 y 0,55 para las hojas. Esta proporcién aumenta a medida que la
planta madura creando una lignina méas condensada (Santiago et al., 2013).

La lignificacién puede obstaculizar el crecimiento de hongos a través del tejido vegetal. En
1980, ya se demostro que aumentando la lignificacién de la pared celular, ésta se vuelve mas
resistente a la disolucion por enzimas fungicas (Ride, 1980). De igual modo, la lignificacion
limita la difusion de sustancias entre el hongo y la planta, de forma que las toxinas no puedan
penetrar en la célula vegetal y el hongo no se pueda nutrir de la planta (Siranidou et al., 2002).
No obstante, los precursores fendlicos de la lignina y los radicales libres producidos durante la
polimerizacion también pueden aumentar la resistencia al inactivar las membranas, enzimas,
toxinas y desencadenantes fungicos, de modo que no solo un mayor contenido de lignina es
sindnimo de mayor resistencia (Funnell et Pedersen, 2006; Santiago et al., 2013).

Los acidos hidroxicinamicos se encuentran generalmente en pequefia cantidad en las paredes
celulares vegetales (1-8%), siendo los mas abundantes en el maiz el &cido feralico (FA) y el
acido p-cumarico (pCA) (Cao, 2011). En el caso concreto de las sedas, varios autores sefialan
que estos compuestos posiblemente se acumulen en mayor concentracién que en otras partes
de la planta (Mendoza-Lo6pez et al., 2018). El FA se esterifica a los residuos de arabinosa de
las cadenas de xilano, concretamente entre el grupo carboxilo del FA y el grupo hidroxilo del
Cs de la arabinosa (Fig. 3.B). El FA esterificado puede dimerizarse mediante reacciones de
oxidacion por peroxidasas, dando lugar a diferalicos (DFAT) que entrecruzan la pared celular.
De igual forma, los arabinoxilanos feruilados pueden unirse a unidades G de ligninas mediante
enlaces éter, actuando como un puente de unién entre la lignina y la hemicelulosa (Santiago et
al., 2013).

Por otro lado, el pCA en las paredes celulares parece estar asociado con la lignificacion.
Pequefias cantidades pueden estar esterificadas a las cadenas de arabinoxilanos, pero
generalmente se incorpora esterificado a monolignoles, principalmente al alcohol sinapilico (S).
No funciona como un agente de entrecruzamiento entre polimeros de la matriz de la pared
celular, de modo que se ha sugerido que puede tener una funcién de transferencia de radicales
en el proceso de polimerizacion de la lignina (Santiago et al., 2013).

El FA, los DFAT y el pCA se han relacionado con la resistencia de la pared celular a
patogenos. Se ha observado que la concentracion de estos compuestos varian entre cultivares
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resistentes y susceptibles, y que tras el ataque de hongos tienden a aumentar. Hay varios
estudios sobre los efectos de la infeccion de F. graminearum en la concentracion de
hidroxicinamatos en el grano de maiz (Bily et al., 2003; Atanasova-Penichon et al., 2012); pero
mas recientemente se estudiaron los efectos de la infeccion por F. verticillioides (Sampietro et
al., 2013). Los genotipos mas resistentes exhibieron altos niveles de hidroxicinamatos, 3 veces
mayores que los genotipos susceptibles. Los altos niveles de hidroxicinamatos son un rasgo
asociado a una menor gravedad de la enfermedad y a una limitada acumulacion de fumonisinas.

Otros estudios hablan del papel de estos compuestos en relacion a la resistencia de Fusarium
en tejidos de médula de maiz (Santiago et al., 2007), y en concreto, el de Cao et al. (2011)
estudio las sedas del maiz. Ese ensayo solo se centro en fenoles de pared y en su evolucion tras
inocular artificialmente las lineas. En el mismo se sugirié como hipétesis que la cantidad de
hemicelulosa y su constitucion podria interferir en la resistencia. Por todo ello, en el presente
estudio se evalla el contenido de compuestos solubles y los componentes principales de las
paredes celulares a lo largo del desarrollo de las sedas en busca de posibles componentes de
defensa.

2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

Este trabajo se desarrolla con el fin de avanzar en el estudio de los mecanismos de defensa
presentes de modo natural en la planta frente a la infeccion por Fusarium.

De acuerdo al estado quimico en el que se encuentran los componentes analizados, este
trabajo presenta dos sub-objetivos:

1. Evaluar la concentracion de los fenoles y azucares solubles presentes en las sedas de
maiz a lo largo del envejecimiento de las mismas. Relacionar dicha evaluacion con la
resistencia a la infeccion fungica ocasionada por F. verticillioides.

2. Evaluar la concentracién de los componentes principales de las paredes celulares
presentes en las sedas de maiz a lo largo del envejecimiento de las mismas. Relacionar
dicha evaluacién con la resistencia a la infeccion flangica ocasionada por F.
verticillioides.

El plan de trabajo desarrollado ha seguido las siguientes etapas:

1. Siembra de ensayo en campo con los genotipos seleccionados y recogida de muestras
(Junio-Agosto, 2017)*.

2. Procesado de muestras en el laboratorio -secado y molienda de los tejidos (Enero, 2018).

3. Analisis de muestras siguiendo diferentes protocolos de analisis [espectrofotometria,
gravimetria, cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC), cromatografia de gases
(GC)] (Febrero-Mayo, 2018)

4. Analisis estadistico de resultados y revision de articulos para discusion (Abril-Junio,
2018).

5. Redaccion de la memoria del trabajo fin de grado (Mayo-Junio, 2018).

! Trabajo realizado por personas ajenas a la elaboracion de esta memoria.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material vegetal y disefio experimental

El material evaluado consistio en la evaluacion de la composicion de las sedas de las lineas
puras de maiz CO266 y CO441 previamente descritas (Reid et al., 1992; Reid et al., 2003). Se
realizaron ensayos siguiendo un disefio en parcelas divididas con 3 repeticiones. La parcela
elemental consistio de 6 surcos de 21 plantas con una densidad de 70.000 plantas/ha.

En cada parcela experimental se recogieron muestras de sedas siguiendo los siguientes
tiempos de recogida (2 dias, 6 dias, 14 dias y 21 dias tras floracion femenina). Tiempos teniendo
en cuenta la emergencia de las sedas a través del canal de las sedas.

En cada toma, se recogieron entre 5y 7 mazorcas por subparcela. Se dividié la mazorca en
tres tercios y se elimind el de la zona basal en contacto con el peddnculo. Se eliminaron las
bréacteas y se desprendieron y recogieron las sedas correspondientes a los dos tercios superiores
de la mazorca incluyendo las sedas expuestas. EI material se conservd a -20 C hasta su
procesado para analisis.

3.2.  Valoracién de la resistencia a la podredumbre de la mazorca causada
por F. verticillioides

Para la evaluar la resistencia, las plantas fueron ensayadas en condiciones de inoculacion
artificial. La inoculacion de las plantas con F. verticillioides se realizo entre 7 y 14 dias después
de la fecha de floracién femenina de cada genotipo. El in6culo de F. verticillioides se inyecto
en el canal de las sedas de la mazorca, empleando una jeringa y una aguja hipodérmica para la
inyeccién (Fig. 4.A). Se inyectd un volumen de 2 ml de la suspension de esporas, en 7-10
plantas de cada parcela. Las plantas inoculadas fueron elegidas al azar del mismo ensayo que
las plantas utilizadas para el analisis de sedas naturales.

El indculo se preparé a partir de un aislado local de F. verticillioides mantenido en la Mision
Biologica de Galicia y caracterizado como toxigénico (Cao et al., 2014). Para la preparacion se
siguid el protocolo establecido por Reid et al. (1996) empleando una forma modificada del
medio liquido de Bilay. Entre 6-10 fragmentos de 1 cm? del cultivo en agar papa dextrosa
(PDA) con micelio se afiadieron al medio liquido esterilizado (aproximadamente 600 ml). El
cultivo en medio liquido se mantuvo en crecimiento en condiciones de luz natural suplementada
con luz artificial, y sometido a periodos de agitacion de una hora cada cuatro horas de reposo,
para evitar el crecimiento excesivo del micelio y la formacion de agregados. Al cabo de unos
5-7 dias, el medio se filtr6 a través de gasas para eliminar el micelio y los restos de agar y se
realizd el recuento de esporas. Se utilizé una concentracion de in6culo de 500.000 esporas/ml.

En cosecha (70 dias aproximadamente después de la floracion) se recogieron las mazorcas
inoculadas. Se eliminaron las bracteas y se evalud visualmente la infeccion producida por F.
verticillioides en los granos, utilizando una escala de 1 a 7 en funcién del porcentaje de granos
infectados, correspondiendo el 1 a la no presencia de sintomas visibles de infeccion y el 7. a mas
del 75% de los granos de la mazorca con sintomas de infeccion (Fig. 4.B y 4.C).
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Figura 4. (A) Inoculacidn en el canal de las sedas, (B) escala visual de dafio en grano (tomado de Reid et al.,
1996) y (C) dafio de la mazorca en campo tras inoculacién con Fusarium.

3.3. Determinaciones bioquimicas?
3.3.1. Determinacién del contenido de azUcares solubles

Para la valoracion del contenido de azucares solubles fueron necesarios una serie de lavados
previos con EtOH (70%). A 50 mg de muestra molida se le hicieron dos lavados de 24h con 1
ml de EtOH (70%). ElI EtOH fue recuperado, en ambos casos, en un mismo tubo falcon. El
pellet fue de nuevo lavado dos veces con 1 ml de EtOH (70%) sin esperas. Todos los
sobrenadantes se recuperaron en un Unico tubo. Luego se evapord el contenido en un
concentrador de muestras Speed Vac y se redisolvio el residuo en 4 ml de H2Od.

Sobre la fraccion acuosa se realiza el método del fenol-sulfarico de Dubois et al. (1956). Se
anadio 0,4 ml de fenol (5%) y 2 ml de H2SO4 (97%) a 0,4 ml de muestra diluida 1/100, en base
a la concentracion de saturacion de respuesta del espectrofotometro en relacion a los azucares
de las muestras. Se incub6 30 min a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a 490 nm
en un espectrofotometro (Thermo Scientific Spectronic GENESYS 10 BIO) utilizando glucosa
como estandar.

3.3.2. Determinacién del contenido de fenoles totales

El total de fenoles solubles fue determinado mediante una variacion del método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1965). Se afiadié 1,5 ml de EtOH (80%) a
50 mg de muestra molida y se incubd durante 2h en oscuridad y rotacién. Luego se centrifugo
a4 °C durante 10 min a 4000 rpm para poder extraer una alicuota de 0,1 ml a un tubo de ensayo.
Se le afiadié 0,9 ml de H20Od, 0,125 ml de reactivo Folin-Ciocalteau reagent diluido en H>Od
(1:1) y 0,5 ml de una disolucion de Na2COs (20%). Se incubo en bafio de agua a 45 °C durante
15 min y se leyo la absorbancia a 720 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific
Spectronic GENESYS 10 BIO) utilizando acido galico como estandar.

3.3.3. Determinacién del contenido de flavonoides

El contenido de flavonoides se valordo mediante una variacion del método de Chang et al.,
(2002). Se afadio6 1,5 ml de EtOH (80%) a 50 mg de muestra molida y se incubd durante 2h en
oscuridad y rotacion. Luego se centrifugo a 4 °C durante 10 min a 4000 rpm para poder extraer
una alicuota de 0,1 ml a un tubo de ensayo. Se le afiadi6 0,19 ml de MeOH (100%), 0,1 ml de
AICI3 (10%), 0,1 ml de CH3CO2K (1M) y 2,8 ml de H2>Od. Se incub6 30 min a temperatura

2 Los reactivos de laboratorio fueron adquiridos a Sigma Aldrich/Merck, Espafia.
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ambiente y se leyd la absorbancia a 415 nm en un espectrofotometo (Thermo Scientific
Spectronic GENESYS 10 BIO) utilizando rutina en EtOH (70%) como estandar.

3.3.4. Determinacién del contenido de antocianos

Los antocianos fueron cuantificados por el método de Laitinen et al. (2008). Se afiadié 1,5
ml de una disolucion MeOH:H>O:HCI (7:2:1) a 50 mg de muestra molina y se incub0 24h a 4
°C en rotador. A continuacion, se centrifugé a 4 °C durante 20 min a 4000 rpm y se leyo la
absorbancia a 530 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific Spectronic GENESYS 10
BIO) utilizando una solucion de cianidina en MeOH:H2O:HCI (7:2:1) como estandar.

3.3.5. Obtencion de paredes celulares

La obtencion de paredes se realizd mediante modificaciones del método de Encima et al.,
2002). Consistio en someter a 1 g de tejido molido a dos extracciones de 24h con 10 ml de
EtOH (70 %). Al residuo obtenido, denominado residuo insoluble en alcohol (AIR), se le
realizaron primero 2 extracciones de 5 y 24h con 10 ml de DMSO y 2 lavados consecutivos con
10 ml de tampon fosfato (0,1M, pH: 7) y, a continuacidn, 2 nuevas extracciones de 24h con 10
ml de a-amilasa [2,5 U/ml en 0,01M tampon fosfato (0,1 M, pH: 7)] y dos lavados consecutivos
con 10 ml de EtOH (70%). Como resultado se obtuvo un residuo insoluble en alcohol
dealmidonado (AIR-d). Este residuo fue sometido a dos extracciones de 5 y 24h con 7 ml de
PAW (fenol-acético-agua) y luego se le realizaron 3 lavados consecutivos con 10 ml de EtOH
(70%) y 3 lavados con 10 ml de acetona (100%). Por ultimo, el residuo se secd en la estufa a
50 °C durante 2 dias.

3.3.6. Determinacion de la fraccion hemicelulésica de la pared celular: aztcares
neutros y acidos urénicos

Para el andlisis de hemicelulosa se realiz6 un paso previo siguiendo una modificacion del
método de Albersheim et al. (1967). Este paso consistio en realizar la hidrolisis de 5 mg de
paredes afiadiéndole 2 ml de TFA (2M) e incubando a 121 °C durante 1h en termoblock.

A continuacién, el contenido de azlcares neutros se determind por el método del fenol-
sulfarico de Dubois et al. (1956). Se afiadieron 0,4 ml de fenol (5%) y 2 ml de H2SO4 (97%) a
0,4 ml de muestra hidrolizada con una dilucion 1/25, en base a la concentracion de saturacion
de respuesta del espectrofotometro en relacién a los azlcares de las muestras. Se agit6 en vortex
y se incubd 30 min a temperatura ambiente. Luego se realizo la lectura de absorbancia a 490
nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific Spectronic GENESYS 10 BIO) utilizando
glucosa como estandar.

El contenido de acidos urdnicos se valoré por el método colorimétrico de Blumenkrantz y
Asboe-Hansen (1973). En bafio de hielo, se afadieron 2,4 ml de tetraborato (0,0125M) en
H2SOsa 0,4 ml de muestra hidrolizada, se agité en vortex y se incub6 5 min en bafio de agua
hirviendo. Se dej6 enfriar para afiadirle 40 pl de m-hidroxibifenil 0,15% (1,5 mg/ml) en NaOH
(0,5%) e incubar de nuevo 5 min en bafio de ultrasonidos. Por ultimo, se midid la absorbancia
a 520 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific Spectronic GENESYS 10 BIO) utilizando
como &cido glucuronico estandar.

3.3.7. Determinacion de la fraccion celulésica

Para determinar el contenido de celulosa se siguié el método de Updegraff (1969), con las
condiciones hidroliticas descritas por Seaman et al. (1963). Se resuspendieron 5 mg de paredes
celulares en 3 ml de C2H402/HNO3/H.Od (8:1:2 v/v) y se realizo la hidrolisis en un bafio de
agua hirviendo durante 30 min. Se dejo enfriar y se centrifugd a 4000 rpm 15 min. Al pellet se
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le realizaron dos lavados, uno con 5 ml de H>Od y otro con 3 ml de acetona. El residuo restante
se dejé secar en una estufa a 60 °C hasta obtener un peso constante. Se redisolvié en 0,2 ml de
H2SO4 (72 %, 13,51 M) durante 3h a temperatura ambiente. Luego se ajusto la concentracion
del H2SOsa 1M afadiendo 2,2 ml de H2Od y se hidroliz6 la muestra a 110 °C durante 2,5h en
termoblock.

Los azucares liberados se valoran por el método de la antrona de Dische (1962). A 0,5 ml de
muestra hidrolizada se le afiadié 1 ml de antrona (0,2 %) en H2SOa4 concentrado y se agito en
vortex. Luego se incub6 en bafio de agua hirviendo durante 5 min y, una vez frio, se leyo la
absorbancia a 620 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific Spectronic GENESYS 10
BIO) utilizando como glucosa estandar.

3.3.8. Derivatizacion de azUcares de pared celular y andlisis por GC

Para el analisis de los azUcares neutros de la pared celular se siguio el método de Fornalé et
al. (2015). Primero se realizé una hidrolisis de 500 mg de paredes afiadiendo 1 ml de TFA (2M)
e incubando durante 1h a 121 °C en un termoblock. Luego se centrifug6 para recuperar el
sobrenadante que fue evaporado en Speed Vac. El residuo obtenido se redisolvié en 0,5 ml de
NaBH3 (20 mg/ml en NH4OH 1N) y se incubd 1h a temperatura ambiente. Posteriormente se le
afiadio 3-4 gotas de C2H40- glacial para parar la reaccion y se evaporo en Speed Vac. Para
eliminar el C2H4O; por completo, el residuo se reconstituyé en 1 ml de MeOH y se volvio a
evaporar, y esto se repitio 4 veces.

Por dltimo, se afiadié 1 ml de Ac2O al residuo y se incub6 a 121 °C durante 3h. Tras
centrifugar se recuper6 el sobrenadante y se evapor6 en Speed Vac. El residuo se resuspendid
con 1 ml de CHzCl; y se filtré a un vial de 2 ml. Se afiadieron unas gotas de H.Od para evitar
la evaporacion y se mantuvo la muestra a -20 °C hasta el analisis por CG. El andlisis se realiz6
en una columna capilar SP-2380 (30 MX 0,25 mm i.d., Supelco) usando un Perkin Elmer
Autosystem. EI programa de temperatura aumenté de 180 °C a 230 °C a una velocidad de 1,5
°C/min.

3.3.9. Determinacion del contenido de lignina

El contenido de lignina se obtuvo mediante una modificacion del protocolo de cuantificacion
de Lignina Klason de Dence (1992). Se afiadieron 2 ml de H2SO4 (72%) a 50 mg de muestra
molida en un bote Pirex y se incub6 en un bafio a 30 °C durante 1h. Después se diluy6 el H2SO4
a 2,48% afadiendole 56 ml de H>Od y se autoclavo a 115 °C durante 3h. Una vez que se enfrid
la muestra, se filtro con filtros de fibra de vidrio previamente pesados y el residuo recogido se
dejo secar en la estufa a 60 °C durante un dia. Finalmente se pesaron los filtros con residuo, y
tras restarle el peso del filtro, se obtuvo el peso residual.

3.3.10. Extraccion de fenoles en la pared celular

Para la extraccion de fenoles esterificados se siguié el método descrito por Santiago et al.
(2006). A 1 g de tejido molido se le afiadieron 30 ml de MeOH (80%) y la mezcla se agitd en
oscuridad durante 1h. Pasado el tiempo de agitacion, se desecho el sobrenadante tras previa
centrifugacion de 10 min a 4000 rpm. Al pellet se le afiadieron 20 ml de NaOH (2M) y se cre6
una atmasfera de N en las muestras. A continuacion, se agitd 4h en oscuridad. Trascurridas ese
tiempo, se ajusto el pH a 2 utilizando NHCI (6M) y/o NaOH (6M) vy se centrifugd 10 min a
4000 rpm. Posteriormente se realizaron dos lavados del pellet con 10 ml de H.Od y se
recogieron los sobrenadantes en un mismo tubo. Este ultimo fue centrifugado 15 min a 4000
rpm. Luego se realizaron dos extracciones liquido-liquido en embudos de decantacion con 50
y 30 ml de EtAc y se dejé secar en Speed Vac durante 8h. Por Gltimo, se resuspendié la muestra
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seca en 1,5 ml de MeOH de HPLC vy se filtro (filtros PTFE de 20 um) a viales de 2 ml para
hacer el analisis final mediante la técnica de HPLC. La cuantificacion de los compuestos
fenolicos se llevo a cabo en un cromatdgrafo Hewlett-Packard ChemStation series 1100, con
una columna Waters YMC ODS-AM (100 x 2 mm, 3 um). La fase movil que se utilizo fue una
solucion de acetonitrilo (solvente A) y trifluroacético (0,05%) en H20 (pH 3,4) (solvente B). El
flujo de fase movil fue de 0,3 ml/min, y el tiempo total del anlisis fue de 21 min. EI volumen
de muestra inyectado fue 4 ul. Se cuantificaron los monémeros FA y pCA y se calculo la
concentracion final de DFAT en base a la suma de cuatro isémeros identificados (5-5, 8-0-4, 8-
5l y 8-5Db).

3.3.11. Fraccionamiento de la pared celular con KOH

La fracciones de la pared se obtuvieron tratando consecutivamente los residuos de la pared
celular con soluciones de KOH segun Mélida et al. (2009). Se pesaron 100 mg de paredes, se
les afiadio 15 ml de KOH 0,1M + 20 mM NaBH4 y se dejd en agitacion durante 24h. Luego se
centrifugd 10 min a 4000 rpm y, mientras la fraccidn soluble se recuperd a un tubo falcon, el
residuo se lavo con 10 ml de H.Od. El lavado se recupero6 al mismo tubo falcon que la fraccion
soluble. A su vez, al residuo obtenido se le afiadieron 15 ml de KOH 0,4M + 20 mM NaBHs y
se dejo nuevamente en agitacion durante 24h. Trascurrido el dia, se extrajo la fraccién soluble
y se lavé con H2Od de igual forma que anteriormente. Los extractos se acidificaron a pH 5 con
C2H402 y se valoro el contenido de azucares neutros por el método del fenol-sulfurico de
Dubois et al. (1956).

3.4. Anadlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza correspondiente a un disefio completamente aleatorio en
el que las fuentes de variacion fueron el genotipo y el periodo de recogida. Ambas fueron
consideradas fuentes de variacion fijas. Los analisis se realizaron mediante el procedimiento
GLM (General linear Model) de SAS (SAS, 2007). Debido a que la varianza de la interaccion
genotipo x periodo de recogida fue significativa para varios caracteres se llevaron a cabo
andlisis particulares por genotipo y por periodo de recogida. Las medias se compararon
utilizando la minima diferencia significativa (MDS) protegida de Fisher.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion de resistencia frente a F. verticillioides

En relacion a la evaluacion de la severidad de los dafios en la mazorca en una escala del 1 al
7 de las dos lineas puras de maiz (CO226 y CO441) bajo inoculacion con F. verticillioides en
el canal de las sedas, se observo que en la linea CO441 el dafio fue de un valor promedio de
1,2, mientras que en la linea CO226 fue de 2,6 (ver escala Fig. 4.B). Aunque los dafios fueron
escasos la diferencia entre ambos genotipos fue significativa (p<0,01).

En estudios previos, la linea pura CO441 fue seleccionada por presentar una mayor
resistencia a la infeccion por F. graminearum a través del canal de las sedas, con na media de
dafo de 2,8 utilizando la misma escala del 1 al 7 (Reid et al., 2003). Por el contrario, para la
linea més sensible, CO266, el dafio fue evaluado con valores en dafio en torno a 6, utilizando
la misma escala y procedimiento de inoculacion (Reid et al., 1992). En 2011, estudiando la
severidad del dafio causado por F. graminearum en 4 lineas puras de maiz, se volvieron a
evaluar los genotipos CO266 y CO441, y el dafio causado en la mazorca mostré un valor
promedio de 6,15y 2,77, respectivamente (Cao et al., 2011).

Las diferencias en la severidad del dafio causado por F. verticillioides y F. graminearum,
puedan estar influenciadas por las condiciones ambientales, aunque se conoce que F.
graminearum es mucho mas agresivo que F. verticillioides en el proceso de infeccion (Santiago
et al., 2007). No obstante, nuestros resultados permiten observar que la linea catalogada como
resistente a F. graminearum también lo es para F. verticillioides.

Ahora bien, estas diferencias genotipicas en cuanto a resistencia a Fusarium pueden deberse
a la existencia de varios mecanismos en diferentes tejidos, en el caso concreto de las sedas,
pueden intervenir factores morfologicos, como la longitud de la seda y la abundancia de estas,
factores fisiol6gicos, como el tiempo de floracion y la edad de la seda, y/o factores bioquimicos,
como el contenido de azUcares o fenoles que comentamos a continuacion.

4.2. Compuestos solubles y resistencia frente a Fusarium

En cuanto a la variacion de composicién a lo largo del crecimiento y envejecimiento de las
sedas, el contenido de azucares solubles disminuy6, detectadndose una reduccion muy
significativa entre los 6 y 14 dias después de la floracion para ambos genotipos (Tabla 1).
Asimismo, se observd un contenido de azucares significativamente mayor en la linea pura
C0441, aunque solo en el periodo de 2 dias desde la floracion (596,69 mg/g vs 517,0 mg/g). A
medida que las sedas envejecieron las diferencias entre genotipos se suavizaron (Tabla 1).

Para el contenido de fenoles solubles se encontraron diferencias significativas en funcion del
periodo de recogida de las sedas, no obstante, en el genotipo susceptible CO266 no hubo una
clara tendencia a aumentar o a disminuir. Por el contrario, en el genotipo resistente CO441 se
observo una clara disminucion con el envejecimiento de las sedas (Tabla 1). A los 21 dias desde
la floracion, el genotipo resistente disminuye tanto su contenido en fenoles solubles que muestra
una evidente diferencia respecto al genotipo susceptible (5,82 mg/g vs 7,26 mg/g).

Para los flavonoides también disminuye su concentracion con el envejecimiento de las sedas
en ambos genotipos. En la linea CO266 disminuye considerablemente entre los 6 y 14 dias
desde la floracion, mientras que en la linea CO441 ya se registra una disminucién significativa
entre los 2 y 6 dias, y luego sigue disminuyendo de forma considerable hasta los 21 dias (Tabla
1). Entre genotipos solo se encuentran diferencias a los 14 dias cuando el contenido en el
genotipo CO441 es mayor que en el CO266 (3,24 mg/g vs y 2,66 mg/qg).

12



Por dltimo, los antocianos solo mostraron diferencias entre periodos de recogida para el
genotipo resistente CO441; entre los 2 y 6 dias la concentracion aument6 (0,12 mg/g vs 0,16
mg/g) y entre los 6 y 21 dias disminuyo (0,16 mg/g vs 0,13 mg/g). Cuando el genotipo resistente
mostro las concentraciones mas bajas, a los 2 y 21 dias, es cuando se observaron diferencias
significativas con el genotipo susceptible CO266 (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracién de componentes solubles en las sedas de dos genotipos maiz (CO266 y CO441)
recogidas en 4 periodos después de la floracion (2 dias, 6 dias, 14 dias y 21 dias) en un ensayo experimental
desarrollado en 2017. Los datos se expresan en mg/g de materia seca.

Periodo de recogida® .
2d 6d 14d  21d  MPS
C0266 517,00* 499,874 377,908 339,138 82,04***
Azlcares C0441 596,69* 545,95" 347,528 399,828 87,24***
MDS 76,50*** -- -- --
C0O266 6,21¢ 7,78°8 6,508¢  7,26ABC 1,32*

Caracter Genotipo?

Fenoles CO441 7,954 7,5078 6,305¢ 5,82¢ 2,73**
MDS - - - 1,18**
CO266 4,417 3,707 2,668 2,658 0,74***
Flavonoides CO441 5,964 4,008 3,248 2,67¢ 0,78***
MDS - - 0,71* --
CO266 0,18* 0,18 0,21~ 0,19* -
Antocianos CO441 0,12¢ 0,164 0,16"® 0,138 0,03**
MDS Q*** - - 0,06*

2 as diferencias significativas entre genotipos dentro del mismo periodo de recogida se indican con el valor
MDS correspondiente.
® para periodos de recogida dentro de un mismo genotipo, letras diferentes indican diferencias significativas.

¢ MDS= Minima diferencia significativa. Se sefiala con *(p<0,1), **(p<0,05) y ***(p<0,01).

No hay estudios previos disponibles en maiz que investiguen sobre el posible efecto de los
azucares solubles en la resistencia a la infeccion por F. verticillioides. Sin embargo, hay un
ensayo que asegura que los azucares solubles (glucosa y sacarosa, principalmente) estimulan la
germinacién de las esporas y el crecimiento micelial de F. oxysporum; asimismo, determina
que esa estimulacion es dependiente de la concentracion (Wang et al., 2007). Aplicado a
nuestros resultados podria decirse que si F. verticillioides se comporta de forma similar en
sedas, la infeccion es mas proclive en las fases tempranas de las sedas (hasta los 6 dias después
de la floracion), donde la concentracion de azlcares solubles es mucho mayor en ambos
genotipos (Tabla 1). Aunque en cuanto al contenido de partida parece contradecirse al observar
un mayor contenido de azUcares solubles en el genotipo resistente CO441 a los 2 dias (596,69
mg/g vs 517,0 mg/g). Para poder comparar nuestros resultados con los obtenidos por Wang et
al. (2007), deberiamos primero inocular el hongo y observar si esos azlcares estan disponibles,
ya que en nuestro caso los analisis se realizaron sobre sedas naturales, no infectadas. Por otro
lado, Costa y Nahas (2012), a pesar de que muestran que F. verticillioides usa los carbohidratos
para diferentes procesos metabdlicos fungicos, observa que la mayor disponibilidad de glucosa
no parece tener efecto ni sobre el crecimiento micelial ni sobre la germinacion de conidios.

Es importante conocer la composicion de los tejidos para determinar las posibles actividades
farmacoldgicas de sus extractos, en el caso concreto de las sedas se ha determinado que son
ricas en compuestos fendlicos, en especial en flavonoides (Hasanudin et al., 2012). En este
tejido el contenido de flavonoides esta en buena correlacion con el contenido fendlico soluble
(Liu et al., 2011). No obstante, un estudio reciente informo que las sedas de maiz amarillo
tienen un contenido fendlico de 1,26 mg/g y un contenido de flavonoides de 0,160 mg/g, lo que
significa que los flavonoides no son mayoritarios en sedas pero si otros compuestos fenolicos
como el &cido clorogénico, pCA y FA. Ademas, determinaron que la presencia de antocianos
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fue muy pequefia en este tipo de maiz (8 x 10* mg/g) (Mendoza-Ldpez et al., 2018). Esto se
contradice con nuestros resultados, donde se observan unos niveles de flavonoides muy altos
(Tabla 1), tal y como indicaba Liu et al. (2011); asimismo, la concentracion de antocianos es
mucho mayor en nuestro ensayo. Las principales diferencias pueden deberse entre otras causas
a los diferentes genotipos utilizados [aunque trabajamos con lineas puras y no variedades como
Liu et al., (2011)], las condiciones climaticas, los diferentes procedimiento analiticos o que las
sedas que utiliz6 Mendoza-Lo6pez et al. (2018) hubiesen entrado en proceso de senescencia, a
pesar de que el estudio no lo indica. Como se puede observar en la tabla 1, el contenido de
flavonoides se reduce significativamente con el envejecimiento de estas.

Los acidos fendlicos a menudo estadn implicados en la resistencia a plagas y enfermedades
(Santiago et Malvar, 2010), y ademas se descubridé que tienen la capacidad de inhibir la
produccion de micotoxinas in vitro (Bakan et al., 2003). Sin embargo, hay muy poca
informacidn disponible sobre los fenoles solubles totales, aln a pesar de que esta fraccion sea
la que més probablemente intervenga en la resistencia a Fusarium, acumulandose en la zona de
infeccion donde desencadenan la inactivacion de enzimas fungicas (Picot et al., 2010). Santiago
et al. (2007) estudi¢ esta fraccion en la médula del maiz, y observé que, en plantas infectadas
con Fusarium, el pCA, un componente abundante del contenido fendlico soluble, era muy bajo
al inicio y que luego aumentaba rapidamente con el tiempo. Atanasova-Penichon et al. (2012)
también estudiaron los fenoles solubles durante las primeras semanas de desarrollo de los
granos de maiz. Sus resultados corroboran que efectivamente la composicién de fenoles
solubles evoluciona con el tiempo, pero de forma similar en genotipos resistentes y susceptibles
sin inocular. En las primeras etapas de desarrollo del grano los principales compuestos son el
acido clorogeénico, FA y cafeico. Hay estudios que observan que el acido cafeico inhibe el
crecimiento de F. verticillioides y que, junto con el FA, reduce notablemente la produccion de
fumonisimas in vitro, aunque son necesarios estudios in vivo para conocer realmente su
efectividad (Samapundo et al., 2007; Boutigny et al., 2009). En cuanto al &cido clorogénico,
Atanasova-Penichon et al. (2012) proponen su posible implicacion en la resistencia a Fusarium
al observar que su contenido aumenta en granos infectados por F. graminearum. Por otro lado,
observaron que el contenido de fenoles solubles alcanza un maximo absoluto a los 4 dias, luego
disminuye progresivamente hasta el Gltimo tiempo de cosecha tanto en muestras inoculadas con
Fusarium como sin inocular. En comparacion con nuestros resultados es posible que en sedas
ocurra lo mismo, ya que en el genotipo resistente CO441 se observa como a los 2 dias después
de la floracion present6 los mayores valores de fenoles solubles (7,95 mg/g), y que a partir del
dia 6 el contenido empez6 a disminuir hasta el Gltimo periodo de recogida, a los 21 dias (5,82
mg/qg) (Tabla 1). Posiblemente se deba a que existe una co-evolucién entre la planta y el hongo,
y es normal que la planta acumule sustancias con posible efecto antibidtico cuando las
condiciones para la infeccion son mas iddneas, con las sedas receptivas y el canal estilar abierto
facilitando el avance del hongo hasta el grano.

Dentro de los compuestos fenolicos, los flavonoides y antocianos juegan un papel importante
en la resistencia de la planta contra los hongos del género Fusarium. En un estudio de Sekhom
et al. (2006) se explord la induccion en sedas y grano de estos compuestos por la infeccion con
F. verticillioides y F. graminearum. En condiciones de no inoculacion, observaron que la
expresion de los genes de la ruta de biosintesis de los flavonoides fue muy alta, pero limitada a
las primeras etapas de desarrollo de las sedas tanto en el genotipo resistente como en el
susceptible, lo que concordaria con el declive progresivo del contenido en flavonoides que
observamos en nuestro estudio (Tabla 1). En cuanto a diferencias entre genotipos, el estudio de
Sekhom et al. (2006) no es comparable con nuestro ensayo, aungue si que pone en evidencia
que las diferencias en el contenido de flavonoides pueden afectar al nivel de resistencia, pero,
dependiendo del genotipo, puede haber otros factores de resistencia. En el caso de los
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antocianos, parecen observar que antes de la inoculacion con F. verticillioides los niveles mas
altos estan en la linea méas susceptible, sin embargo, tras la inoculacion, observaron cierta
induccion en la linea resistente, sugiriendo que el papel de estos compuestos en la resistencia a
F. verticillioides no es a nivel constitutivo sino inducido.

En conjunto, los datos sugieren que la cantidad de flavonoides presentes en el tejido de las
sedas no inoculadas podria tener relacion con la resistencia del maiz a la pudricion de la
mazorca por F. verticillioides. La tendencia es que la mayor concentracion de flavonoides se
encuentre en el genotipo resistente CO441, y las diferencias son significativas a los 14 dias
después de la floracion, cuando se produce el periodo maés critico para la infeccion (entre los 6
y 14 dias) (Reid et al., 1996).

4.3. Componentes de la pared celular y resistencia frente a Fusarium
4.3.1. Polisacaridos: hemicelulosa y celulosa

De acuerdo a la composicion de la pared celular comenzamos la descripcion de resultados
comentando los datos obtenidos en cuanto a polisacaridos (hemicelulosa y celulosa) para luego
continuar con composicion de lignina y compuestos fendlicos implicados en el
entrecruzamiento (hidroxicinamatos pCA, FA y DFAT). La fraccion hemiceluldsica no mostré
diferencias a lo largo del envejecimiento de las sedas, inicamente se redujo ligeramente de los
14 a los 21 dias desde la floracion en el genotipo susceptible CO266 (de 116,0 mg/g a 92,4
mg/g) (Tabla 2). En los periodos iniciales de desarrollo de las sedas (2 y 6 dias), si hubo
diferencias entre genotipos, el genotipo resistente CO441 mostrd el menor contenido de
hemicelulosa (media de 85 mg/g vs 115 mg/g) (Tabla 2).

En cuanto a la composicion de azlcares neutros pertenecientes a la fraccion de la
hemicelulosa se observaron mayores concentraciones de glucosa, xilosa y arabinosa en ambos
genotipos en todos los periodos, aunque los porcentajes variaron segun el periodo de recogida
conratios de 46:31:19 alos 2 dias y 7:32:56 a los 21 dias (Tabla 2; Fig. 5). En este caso podemos
destacar que la glucosa que forma parte de la fraccién hemiceluldsica disminuyé drasticamente
con el envejecimiento de las sedas en ambos genotipos pasando a componerse en su mayor
parte de arabinoxilano a los 21 dias (Fig. 5). En la linea CO266 empieza a disminuir de forma
significativa a partir del dia 6 después de la floracion, mientras que en la CO441 disminuye
desde el dia 2 (Tabla 2). Entre genotipos también se observo una clara diferencia a los 6 y 14
dias, siendo mayor en ambos casos en la linea CO266 (Tabla 2).

Composicion de la hemicelulosa

Fucosa Arabinosa Fucosa Fucosa Arabinosa Galactosa Glucosa
1% 19% 1% 1% 20% 5% 7%
Galactosa .
3% Arabinosa Arabinosa
29% 32%
Xilosa : Xilosa Xilosa

31% Xilosa 34% e

49% o

Galactosa Galactosa
3% 3%
2 dias 6 dias 14 dias 21 dias

Figura 5. Composicion de la fraccion hemicelulésica de las sedas de maiz en funcién del periodo de recogida después de la
floracion (2 dias, 6 dias, 14 dias y 21 dias) en un ensayo experimental desarrollado en 2017. Se representan las medias
incluyendo ambos genotipos (CO441 y CO266) evaluados.
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Tabla 2. Concentracion de componentes polisacaridos de las paredes celulares en las sedas de dos genotipos de
maiz (CO266 y CO441) recogidas en 4 periodos después de la floracion (2 dias, 6 dias, 14 dias y 21 dias) en un
ensayo experimental desarrollado en 2017. Los datos se expresan en mg/g de materia seca.

Periodo de recogida® .
2d 6d 14d 21g  MDS
CO266 133,614 116,014 116,054 92,438 20,26**
Hemicelulosa C0441 94,154 76,974 09,914  104,45% -
MDS 7,97*** 29,44** -- --
C0O266 0,00 0,00 0,13 0,11

Caracter Genotipo?

Ramnosa C0O441 0,008 0,008 0,204 0,314 0,19**
MDS -- - - -
C0O266 1,28 1,06 0,67 0,13 -
Fucosa C0O441 0,47 0,69 0,66 0,24 --
g MDS -- - - -
° CO266 22,85 18,84 30,95 30,03 -
% Arabinosa  CO441 19,61 18,86 33,49 32,63 -
§ MDS - - - -
2 CO266 40,40 35,30 55,47 53,97 --
] Xilosa CO441 29,66 30,23 52,77 57,34 --
3 MDS 11,39* -- - --
6 CO266 0,50 0,82 0,31 0,21 --
§ Manosa C0O441 0,49 0,04 0,41 0,30 --
2 MDS -- 0,68** -- --
< CO266 3,33 2,00 3,13 454 -
Galactosa CO441 2,27 2,84 4,10 5,16 --
MDS -- -- -- --
CO266 61,344 54,314 24 598 6,04¢ 9,96**
Glucosa C0O441 42 43~ 26,278 15,09¢ 7,22° 3,58***
MDS -- 19,32** 12,67* --
C0O266 0,57 0,54 0,56 0,57 -
Ratio Ara/Xil C0O441 0,66 0,63 0,64 0,60 --
MDS 0,09** -- 0,07** --
C0O266 4,498 4,858 5,188 7,694 0,88***
Urénicos CO441 4,638 4,788 4,858 8,58 1,87***
MDS - -- -- --
CO266 37,198 43,988 46,398 67,48  10,49***
Celulosa C0O441 37,94¢ 37,47° 46,508 65,204 8,09***
MDS - -- -- --

2 Las diferencias significativas entre genotipos dentro del mismo periodo de recogida se indican con el valor MDS
correspondiente.

® para periodos de recogida dentro de un mismo genotipo, letras diferentes indican diferencias significativas.

¢ MDS= Minima diferencia significativa. Se sefiala con *(p<0,1), **(p<0,05) y ***(p<0,01).

La xilosa no mostro diferencias en funcion del periodo de recogida pero si que hay
diferencias entre genotipos a los 2 dias después de la floracidn, siendo mayor la concentracion
en el genotipo CO266 (40,40 mg/g vs 29,7 mg/g). A partir de los 2 dias esas diferencias ya no
se aprecian. Por el contrario, la arabinosa no mostr6 diferencias entre periodos de recogida ni
entre genotipos (Tabla 2).

El ratio Ara/Xil, que nos indica el grado de sustitucion de los polimeros de xilano, no mostré
diferencias con el envejecimiento de las sedas, pero si hay una tendencia a ser mayor en el
genotipo resistente CO441, con diferencias significativas solo a los 2 y 14 dias (Tabla 2).
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El resto de mondmeros, ademas de tener unas concentraciones muy bajas (por debajo de 5
mg/g) no mostraron diferencias significativas entre periodos de recogida ni entre genotipos a
excepcion de la ramnosa y la manosa (Tabla 2). La ramnosa aumenté de forma significativa en
el genotipo CO441 entre los 6 y 14 dias (de 0,00 mg/g a 0,20 mg/g), mientras que la manosa
mostrd diferencias entre genotipos a los 6 dias, siendo mayor la concentracion en el genotipo
C0266 (0,82 mg/g vs 0,04 mg/g). Por otro lado, los &cidos urénicos aumentan en sedas a los
21 dias después de la floracion en ambos genotipos; y no se encuentran diferencias entre
genotipos (Tabla 2).

La celulosa, a diferencia de la fraccion hemicelul6sica, si mostré un aumento significativo
con el tiempo en ambos genotipos (Tabla 2). El aumento fue similar en ambas lineas, y no se
no se apreciaron diferencias significativas entre genotipos (Tabla 2).

En la fraccion de polisacaridos de la pared celular vegetal tipo, la celulosa suele ser el
componente mas importante, representando en torno al 35-50% del peso seco (Azcon-Bieto
et Tazon, 2008). En cambio, en las sedas del maiz analizadas la celulosa llega a representar
solo 1/3 en comparacion con la hemicelulosa, sobre todo en las primeras etapas de desarrollo
(Tabla 2).

En cuanto a la composicion de la fraccion hemiceluldsica de las sedas de maiz ha sido
caracterizada por varios autores. Sin embargo, esta composicion depende en gran medida de
la técnica de andlisis, asi como del genotipo o edad de las sedas. Por ejemplo, nuestros datos
difieren muchos de los encontrados por Li et al. (2008), donde detectaron por HPLC una
composicion formada por glucosa, galactosa, arabinosa, acido galacturénico, manosa y
xilosa con una relacion molar de 1: 0,89: 0,48: 0,39: 0,34: 0,26; o de los de Wang et al.
(2009), que informaron de una composicién de ramnosa, arabiosa y manosa, con una
relacion 1,50: 1,00; 1,12 obtenida por extraccion asistida en microondas. En ambos casos no
se define el material de anélisis o la edad de las sedas.

Nuestros datos son comparables con el estudio de Tabuchi et al. (2011) donde existe
coincidencia en latécnica analitica. En ese ensayo observaron que el monosacarido principal
fue la xilosa (38%) seguido de &cido galacturénico (30%), arabinosa (26%) y glucosa (4%).
Esta composicidn sugirié que el polisacarido dominante (65% aprox.) es un GAX altamente
sustituido, con cantidades menores del &cido urénico galacturénico (30%) y glucanos de
enlace mixto (4%). En nuestros resultados, debido al contenido de glucosa que tenemos en
los andlisis de sedas jovenes, podria considerarse que tenemos una cantidad importante de
B-glucanos; y que con el envejecimiento de las sedas se produce una bajada de los mismos
hasta que acaban siendo inapreciables, momento en el que posiblemente se hiciesen los
analisis de Tabuchi et al. (2011), que tampoco especifica la edad de las sedas analizadas. De
esta forma, pensariamos en una composicion inicial de las sedas donde son abundantes los
arabinoxilanos (49%) junto con los glucanos mixtos (46%) y una composicion en sedas
envejecidas (21 dias) donde hay mayormente GAX (96%) (Tabla 2; Fig. 5). Esto también
puede ser apoyado por la presencia de mayor contenido de glucanos mixtos en paredes
primarias (Barros-Rios, 2012). El grado de sustitucion del xilano fue similar en ambos
ensayos. Asimismo, en nuestros resultados se pudieron observar diferencias entre el
genotipo resistente y susceptible; en el genotipo resistente CO441 el grado de sustitucion es
mayor, lo que a priori parece conferir una mayor oportunidad a que se esterifiqgue FA y se
dimerice, provocando que los polisacaridos estén menos disponibles a las enzimas de
degradacion fungicas, sin embargo, como veremos a continuacion existe un mayor
entrecruzamiento dimérico en el genotipo susceptible CO266.
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En general podemos advertir que el contenido de hemicelulosa no varia sustancialmente
con el envejecimiento de las sedas, pero si su composicion. Asi, parece haber una tendencia
de la xilosa y la arabinosa a aumentar, mientras la glucosa hemiceluldsica disminuye con el
tiempo (Tabla 2; Fig. 5).

En la evaluacion del contenido de azucares liberados del componente hemicelulésico
mediante extracciones sucesivas con KOH se obtuvieron los datos que se observan en la figura
6. Cuando se hizo una digestion suave (KOH 0,1M) se vio como aumentaba el contenido de
azucares neutros liberados entre los 14 y 21 dias después de la floracion en el genotipo CO441
(de 16,91 mg/g a 21,58 mg/g). Ademas también se encontraron diferencias entre genotipos a
los 2 y 21 dias desde la floracion, siendo mayor el contenido en la linea CO266 a los 2 dias
(17,80 mg/g vs 13,64 mg/g) vy, por el contrario, mayor en la linea CO441 a los 21 dias (21,58
mg/g vs 19,47 mg/g). Cuando se llevd a cabo una digestion de las paredes més fuerte (KOH
4M), no se encontraron diferencias ni entre el periodo de recogida ni entre genotipos, con
cantidades medias en torno a los 55 mg/g de azucares liberados (Fig. 6).

Azucares neutros tras digestion suave Azucares neutros tras digestién fuerte
A*
25 70

A
20 A* A A B
B B E

15 E 10
. uC0266 20 uC0266

uCoa41 - mco4d1
5

10
0 0
2d 6d 14d 21d 2d 6d 14d 21d

Periodo de recogida Periodo de recogida

8
v
o

Az. neutros (mg/g)
Az.neutros (

Figura 6. Concentracion de azlcares de la hemicelulosa en las sedas de dos genotipos de maiz (CO266 y CO441) recogidas
en 4 periodos después de la floracion (2 dias, 6 dias, 14 dias y 21 dias) tras (A) una digestion suave con KOH 0,1M y (B) una
digestion fuerte con KOH 4M, en un ensayo experimental desarrollado en 2017. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre periodos de recogida dentro de un mismo genotipo (p<0,05). Un asterisco (*) indica diferencias
significativas entre genotipos dentro de un mismo periodo de recogida (p<0,05).

La posible menor disponibilidad de azucares para el hongo a partir de la hemicelulosa en la
linea resistente CO441 a los 2 dias es limitada y podria condicionar el crecimiento fangico, sin
embargo, se veria compensada por un mayor contenido de azUcares solubles en esa misma linea
en ese mismo periodo (Tabla 1). A los 21 dias, aunque la hemicelulosa disminuye o se mantiene
con el tiempo (Tabla 2), se observa un repunte en la liberacion de azlcares de la hemicelulosa
en ambos genotipos que podria tener que ver con que las sedas ya han entrado en senescencia
(Fig. 6). En el caso del genotipo resistente CO441 éste repunte es significativo mientras que en
el genotipo susceptible CO266 no lo es porque el contenido de hemicelulosa en esta linea
disminuyd, y en consecuencia, la liberacién de azlcares (Tabla 2; Fig. 6).

En cualquier caso, no hay estudios previos que relacionen la resistencia a hongos con los
contenidos en polisacaridos y tampoco se observaron diferencias a nivel constitutivo en
polisacaridos que puedan ser causantes de las diferencias en resistencia a la infeccion por
Fusarium.

4.3.2. Fenoles de la pared: lignina e hidroxicinamatos

Los compuestos fendlicos, ademas de tener efectos antibiotico, cumplen un papel importante
en la pared celular, bien por ser constituyentes basicos de la misma, como la lignina, o por estar
ligados a ella, como los acidos hidroxicindmicos.
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La lignina es uno de los componentes de la pared con mayor influencia sobre el grado de
resistencia mecanica de la pared. El contenido de lignina klason mostré diferencias a lo largo
del envejecimiento de las sedas en ambos genotipos. En la linea CO266 aumento
significativamente entre los 2 y 6 dia después de la floracion (213,96 mg/g a 424,67 mg/qg),
aunque a partir del dia 6 disminuyo y a los 21 dias tuvo un valor similar al registrado a los 2
dias (299,74 mg/g vs 213,96 mg/g). En el caso de la linea CO441, el contenido de lignina
aumento algo mas tarde, entre los 6 y 14 dias (305,44 mg/g a 403,02 mg/g) y luego también
mostrd una disminucion a los 21 dias (de 403,02 mg/g a 286,90 mg/g). Entre genotipos también
se encuentran diferencias, en especial a los 6 dias después de la floracién, cuando el genotipo
CO266 tiene un contenido mucho mayor que el CO441 (424,67 mg/g vs 305,44 mg/g). Sin
embargo, a los 21 dias ambos genotipos mostraron valores similares de lignina, en torno a los
290 mg/g (Tabla 3).

En cuanto a los &cidos hidroxicinamicos decir que aumentaron con el envejecimiento de las
sedas. EI pCA aument6 de forma significativa en el genotipo CO266 entre los 6 y 14 dias (de
0,183 mg/g a 0,244 mg/g), y siguié aumentando entre los 14 y 21 dias (de 0,244 mg/g a 0,305
mg/g) (Tabla 3). En el CO441 empez6 a aumentar ya entre los 2 y 6 dias (0,096 mg/g a 0,160
mg/g), y siguié aumentando hasta los 14 dias (0,262 mg/g), manteniéndose constate hasta los
21 dias (0,258 mg/g). ElI FA aument6 de forma significativa a partir de los 2 dias hasta los 21
dias despues de la floracion para ambos genotipos (Tabla 3). Y los DFAT también aumentaron
con el tiempo, pero a diferencia del FA, estos empezaron a aumentar de forma considerable a
partir del dia 6 después de la floracion hasta los 21 dias en los dos genotipos (Tabla 3).

También se observaron diferencias significativas entre genotipos. En relacién al pCA hay
diferencias a los 2 dias y a los 21 dias, y en ambos casos, es mayor el contenido en el genotipo
susceptible CO266 (Tabla 3). EI FA no mostrd diferencias entre genotipos y, los DFAT
mostraron diferencias a los 2, 14 y 21 dias, siendo nuevamente mayor el contenido en el
genotipo susceptible CO266 (Tabla 3). En el analisis de isdmeros individuales los DFA mas
abundantes fueron el 8-51 y el 8-0-4, este ultimo responsable de las diferencias que se
encontraron entre genotipos a nivel de DFAT (Tabla 3).

En estudios previos, la lignificacion es considerada una barrera fisica a la invasion de
patdgenos por la resistencia que le confiere a la pared, haciéndola menos degradable por
enzimas; o por la menor difusion de sustancias entre la planta y el hongo (Siranidou et al., 2002;
Santiago et al., 2013). Sin embargo, no hay muchos estudios disponibles sobre el efecto de este
compuesto en la resistencia a Fusarium en el maiz. En nuestros resultados podemos observar
primero que, a diferencia de otros tejidos, en las sedas la lignina es el polimero mas abundante.
Por otro lado, que su contenido no aumenta o disminuye de forma continua con el tiempo, sino
gue hay un momento dado donde su contenido se dispara y luego vuelve a disminuir (Tabla 3).
Es un efecto que puede estar relacionado con el periodo de senescencia de las sedas, que
dependiendo del genotipo puede iniciarse a destiempo.

Independientemente de esta diferencia de tiempos, si nos fijamos en el maximo contenido
de lignina de cada genotipo, éste es mayor en el genotipo susceptible CO226 (424,67 mg/g vs
403, 02 mg/g). Podriamos considerar que los niveles constitutivos de lignina no tienen relacion
con la resistencia a Fusarium; en cambio, Funnell y Pedersen (2006), que estudiaron mutantes
gue afectan a la sintesis de lignina, comprobaron que las lineas con menor concentracion de
este compuesto no son mas susceptibles a la infeccién por Fusarium, sino que incluso pueden
ser mas resistentes. Esto puede deberse a que los precursores fenolicos de la lignina y los
radicales libres producidos durante la polimerizacion pueden inactivar enzimas, toxinas y
desencadenantes fungicos (Santiago et al., 2013). No obstante, la relacién entre resistencia y
lignina es muy compleja porque la variacion alélica entre genotipos, ademas de causar
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diferencias en los niveles de lignina, también afecta a otros metabolitos de la via
fenilpropanoides y regula la muerte celular programada, la cual favorece el desarrollo de hongos
necrotroficos, como F. verticillioides (Yang et al., 2017).

Tabla 3. Concentracion de lignina e hidroxicinamatos de las paredes celulares en las sedas de dos genotipos de maiz
(C0O266 y CO441) recogidas en 4 periodos después de la floracion (2 dias, 6 dias, 14 dias y 21 dias) en un ensayo
experimental desarrollado en 2017. Los datos se expresan en mg/g de materia seca.

Periodo de recogida®

A H a C
Caracter Genotipo 2d 6d 14d 21d MDS
C0O266 213,96¢ 424,677 330,058 299,74BC  89,13***
Lignina C0O441 255,918 305,448 403,02% 286,008  86,06***
MDS -- 102,44** -- --
C0O266 0,170¢ 0,183¢ 0,2448 0,305  0,032***
pCA C0O441 0,096¢ 0,1608 0,2624 0,258~  0,034***
MDS 0,050** -- -- 0,024**
CO266 2,075P 2,796¢ 3,6808 4,228~  0,291***
FA C0O441 1,985P 2,812¢ 3,0378 4,447~  0,282***
MDS -- -- -- --
C0O266 0,060¢ 0,068¢ 0,1438 0,166~  0,020***
Dfa 8-5I C0O441 0,036¢ 0,0618 0,107~ 0,127~  0,027***
MDS -- -- -- --
C0O266 0,006¢ 0,0128¢ 0,01478  0,017A  0,006***
Dfa 5-5 C0O441 0,006¢ 0,0108¢ 0,020 0,023~  0,005***
MDS -- -- -- --
CO266 0,050¢ 0,055¢ 0,1758 0,239A  0,027***
Dfa 8-0-4 C0O441 0,021¢ 0,045¢ 0,0878 0,1204  0,029***
MDS 0,020** -- 0,057**  0,058**
C0O266 0,009¢ 0,009¢ 0,0228 0,027A  0,004***
Dfa 8-5b C0O441 0,005¢ 0,007¢ 0,0138 0,017A  0,004***
MDS 0,004* -- 0,009**  0,004***
CO266 0,124¢ 0,145¢ 0,3558 0,450  0,043***
DFAT C0O441 0,068¢ 0,122¢ 0,2278 0,286~  0,059***
MDS 0,068* -- 0,138*  0,145**

pCA, acido p-cumarico; FA, acido ferdlico; DFAT, dimeros de &cido ferdlico.

2 Las diferencias significativas entre genotipos dentro del mismo periodo de recogida se indican con el valor MDS
correspondiente.

® para periodos de recogida dentro de un mismo genotipo, letras diferentes indican diferencias significativas.

¢ MDS= Minima diferencia significativa. Se sefiala con *(p<0,1), **(p<0,05) y ***(p<0,01).

Por otro lado, en maiz, los hidroxicinamatos también se han asociado con resistencia a
hongos del género Fusarium, fundamentalmente en granos y en tejidos del tallo (Santiago et
al., 2007; Atanasova-Penichon et al., 2012; Sampietro et al., 2013); y en 2011 Cao et al.
estudiaron su papel en sedas.

Los principales acidos hidroxicindmicos ligados a la pared celular en el pericarpio del grano
y en tejidos de médula fueron los monémeros de FA y pCA vy los dimeros de FA (DFAT)
(Santiago et al., 2007; Sampietro et al. 2013). Asimismo, Cao et al. (2011) aseguraron que en
sedas sucedia lo mismo. El FA fue el fenol méas abundante en todos los tejidos, aunque en sedas
las cantidades extraidas fueron mayores que en medula y, en algunos casos, que en el pericarpio
del grano. En los tejidos de sedas inoculados con un control de agua el FA fue el fenol més
prevalente en todos los tiempos de cosecha y, ademas su contenido aumento con el tiempo. Cao
et al. (2011) observaron que para los mismos tiempos de cosecha que en nuestro ensayo, el FA
aumenta de 5,51 mg/g a 6,30 mg/g en CO266 y de 5,29 mg/g a 7,45 mg/g en CO441. Al igual
gue en nuestro caso aumenta con el envejecimiento de las sedas y no hay diferencias entre
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genotipos, pero las cantidades determinadas practicamente duplican las obtenidas en este
ensayo (Tabla 3). Lo mismo ocurre con la dimerizacion de los monémeros de FA; aumentan
con el envejecimiento de las sedas, pero en el ensayo de Cao et al. (2011) su contenido es el
doble, siendo mayor que en tejido medular (Santiago et al., 2007). Esto puede ser debido a las
fuertes variaciones ambientales, nuestro ensayo fue realizado en Galicia (Espafa) en 2017,
mientras que el de Cao et al. (2011) se llevo a cabo en Ontario (Canadd) en dos afios
consecutivos, 2007 y 2008. También depende del tipo de tejido, en nuestro caso, analizamos
una combinacion de sedas expuestas y no expuestas (en el interior de las bracteas) no
inoculadas, mientras que en su caso se usaron solo sedas expuestas que habian sido inoculadas
con agua estilada, pudiendo haber asimismo interferencias por la herida de inoculacion.

En cuanto al aumento de DFAT en las paredes celulares con el tiempo, éste podria producirse
de forma natural a medida que cesa el crecimiento celular. De esta forma, al aumentar el
entrecruzamiento de polisacaridos, aumenta la resistencia estructural. Sin embargo, el
contenido de DFAT es mayor en el genotipo susceptible CO266, igual que ocurrié en el ensayo
de Cao et al. (2011).

La abundancia de DFAT en la pared celular del grano de maiz hace que los polisacaridos
estén menos disponibles paras las enzimas flngicas que degradan la pared celular, lo que limita
la propagacion de los hongos (Atanasova-Penichon et al., 2012). En el presente informe, se
encontraron diferencias entre genotipos, pero los niveles mas altos de DFAT se encontraron en
el genotipo susceptible CO266, a pesar de lo que cabria esperar (Tabla 3). Conjuntamente con
los resultados de Cao et al. (2011), los DFAT siguen siendo mas altos en el genotipo susceptible
aunque exista inoculacién de Fusarium. Puede que las sedas se diferencien de otros tejidos en
los que el contenido en DFAT se asocia con la resistencia porque se ha comprobado que la
propia polinizacién favorece la solubilizacion de los polisacaridos de la pared, especialmente
los glucuarabinoxilanos ferouilados y los homogalacturanos (Tabuchi et al., 2011).

Los niveles de pCA encontrados en sedas fueron similares a los encontrados por Cao et al.
(2011), mucho mas bajos que los niveles de FA, y aumentaron a medida que las sedas
envejecieron. EI pCA ligado a la pared celular esta relacionado con el proceso de lignificacion
en tejidos de tallo (Santiago et al., 2013). De acuerdo a las cantidades de lignina encontradas,
y debido a que la concentracion de pCA no se relaciona con las mismas podemos suponer que
la mayor parte del pCA detectado se corresponde con pCA esterificado a la hemicelulosa
(arabinoxilanos). Esto también podria indicar que la composicion de la lignina en las sedas es
particular y podria estar constituida por menos subunidades S de lo habitual, subunidades a las
que se suele esterificar el pCA. Esta puede ser una razon de por qué el genotipo susceptible
C0266 tiene mayor concentracion de lignina (Tabla 3). Estudios futuros deben centrarse en
caracterizar la composicion de la lignina utilizando por ejemplo el método de tiacidolisis.

En definitiva, la composicién fendlica de las sedas no parece tener relacion con la resistencia
constitutiva diferencial de los genotipos al ataque de F. verticillioides.
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5. CONCLUSIONES

En relacion a los objetivos propuestos podemos destacar las siguientes conclusiones del
estudio:

1. Este estudio define por primera vez el patron de cambio de distintos componentes de las
sedas de maiz a lo largo del crecimiento y envejecimiento. En un intervalo entre 2 y 21
dias tras la floracion, se muestran variaciones dependientes del compuesto aunque con
el mismo patrén de cambio para los dos genotipos evaluados: azlcares solubles, fenoles
solubles y flavonoides disminuyen, mientras que el contenido de celulosa e
hidroxicinamatos aumenta. Por otro lado, compuestos como los polisacaridos
hemicelulésicos o los polimeros de lignina mostraron un patron de variacion diferencial
entre genotipos. Todo ello confirma la existencia de variaciones de composicion para
diversas familias quimicas a lo largo de la maduracion de las sedas y, en algunos casos,
que estas variaciones son genotipo dependientes.

2. En relacion con la intervencién de los compuestos analizados en la resistencia a F.
verticillioides en las sedas: (i) concentraciones altas de fenoles y flavonoides solubles en
etapas tempranas podrian contribuir a la resistencia en periodos iniciales de desarrollo
de las sedas, y la evolucién de los mismos puede condicionar la resistencia final de los
genotipos. En este caso, son necesarios mas estudios al respecto en cuanto a la
concentracion fendlica en grupos de lineas resistentes-susceptibles; (ii) ninguno de los
componentes ligados a la pared parecen tener efecto relevante en la resistencia frente a
F. verticillioides en las sedas. Sin embargo, la composicion de la lignina es elevada en
este tejido y futuros estudios caracterizando su composicion podrian descubrir nuevas
relaciones con la resistencia.
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Figura 1. Ruta biosintéctica de los fenilpropanoides (modificado de Fornalé et al., 2015, Plant Sci. 236: 272-282). PAL,
phenylalanine ammonia-lyase; C4H, cinnamate 4-hydroxylase; pCAT, p-coumaroyl CoA:hydroxycinnamyl alcohol
transferase; 4CL, 4-coumarate-CoA ligase; CCR, cinnamoyl-CoA reductase; CAD, cinnamyl alcohol dehydrogenase;
HCT, hydroxycinnamoyl-CoA shikimate/quinate hydroxycinnamoyltransferase; C3H, 4-coumarate 3-hydroxylase; CSE,
caffeoyl shikimate esterase; COMT, caffeic acid O-methyltransferase; CCOAOMT, caffeoyl-CoA O-methyltransferase;
F5H, ferulate-5-hydroxylase, HCALDH, hydroxycinnamaldehyde dehydrogenase; AMT, acetyl-CoA:monolignol
transferase; PMT, p-coumarate:monolignol transferase; CHS, chalcone synthase; CHI, chalcone isomerase; F3H,
flavanone 3-hydroxylase; F3'H, flavonoid 3'-hydroxylase; FLS, flavonol synthase; UGTs, UDP sugar
glycosyltransferases; DFR, dihydroflavonol reductase
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