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Introduccién

Los hongos aflatoxigénicos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus infectan las semillas de mani tanto en la
pre como en la pos cosecha, afectando la calidad de la semilla y produciendo pérdidas econémicas. Las
aflatoxinas son metabolitos secundarios sintetizados por el género Aspergillus, especies flavus y parasiticus
casi exclusivamente. Estas sustancias toxicas han sido identificadas como hepatotoxicas y cancerigenas. La
contaminacién de aflatoxinas en campo se ve afectada directamente por las condiciones ambientales, y por
diferencias en la susceptibilidad al enmohecimiento y produccion de aflatoxinas entre distintos genotipos de
mani. Se han establecido las condiciones climaticas especificas que promueven la contaminacion de
aflatoxina, sin embargo existe escasa informacion sobre los mecanismos de resistencia de la planta a la
contaminacion. La comprensién de estos mecanismo permitira abordar estrategias para incorporar una
resistencia o tolerancia a la contaminacion de aflatoxinas en cultivares elite. Con estos fines iniciamos un
estudio de las bases bioquimica y moleculares de los mecanismos de defensa de la semilla de mani en
respuesta a la infeccién por Aspergillus productores de aflatoxinas. Una de las vias de defensas de nuestro
interés es la de lipoxigenasa. Esto resulta de interés debido a que en ella se sintetiza el acido jasmoénico que
es una hormona de gran importancia en la regulacién de las defensas en las plantas. En los Ultimos tiempos se
ha descubierto que esta via genera, ademas de jasmonico, un gran nimero de compuestos que estarian
involucrados en la defensa de plantas o su regulacién. También se ha descripto que hidroperéxidos de acidos
grasos, productos directos de la lipoxigenasa, inciden en la esporulacion de A. flavus y A parasiticus y en la
produccion de aflatoxinas. En estudios previos en nuestro grupo, se identificaron en semillas de mani acidos
grasos hidroxilados antifungicos generados en la via de la lipoxigenasa como respuesta a la infeccion. Por lo
tanto el objetivo del presente trabajo fue estudiar a nivel bioquimico y molecular la via de la lipoxigenasa (LOX)
en respuesta a la infeccién con Aspergillus parasiticus.

Materiales y Métodos

Para este estudio se emplearon semillas de los genotipos Florman y PI337394, caracterizados como
susceptible y resistente a la infeccidn respectivamente. A los fines de evaluar la via de la LOX, se realizé un
ensayo de cinética de infeccion, donde las semillas desinfectadas y rehidratadas fueron infectadas con una
solucién de esporas de 1x10* esp./ml. e incubadas a 28° C durante: 5hs., 10hs., 20hs., 27hs., 48hs. and
72hs. La actividad de LOX fue determinada espectrofotométricamente a 234nm, utilizando &cido linoléico como
sustrato de la enzima. La estéreoespecificidad de las LOX fueron evaluadas midiendo los productos de la
reaccion con el acido linoléico (hidroperdxidos (HPODE)) por SP-HPLC, previa reduccién de los hidroperoxidos
a hidroxiacidos. Las aflatoxinas fueron extraidas con una mezcla methanol:agua (80:20v/v), y posteriormente
purificadas con columnas de florosil, para ser cuantificadas por HPLC (equipado con una columna Cig ¥
detector de fluorescencia). La expresién génica fue cuantificada mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en tiempo real, utilizando como gen de referencia histona H3. Los genes candidatos para ser
analizados, fueron una 9-LOX (LOX5) y dos 13-LOX (LOX2-3 y LOX4).

Resultados

Al analizar los resultados, fue posible observar una marcada diferencia en la infeccién entre los genotipos
(Figura 1) con un marcado enmohecimiento de las semillas del genotipo Florman a partir de las 48 hs,
confirmando las diferentes susceptibilidades a la infeccion con Aspergillus. La contaminacién con aflatoxinas a
las 72hs pos inoculacion fue de 300 y 10 ppb para Florman y PI337394 respectivamente. La actividad de LOX
se indujo en las primeras horas infeccién en ambos genotipos como respuesta a la infeccién, pero a partir de
las 20 hs presento un patron de respuesta diferenciado con una fuerte represion de LOX en Florman y una
fuerte induccion en P1337394 (Figura 2).

120
W Florman P 337394 control
. Florman = PI337354 =PI 337394 Inf
COPI33T304 “* Florman control
100 e = Florman inf
11 ‘
o L -

% semillas infectadas
I
|
|
1
|
1
Relacion SHPODE/M3HPODE

L - T T R = T I B

o
z
Magnitud de cambio en respuesta a lainfeccion

s 10 20 a7 a8 72 5 10 20 b 48 72 o " = = b L] = n ©

tiempo pos inoculacion (hs) Tiempo pos inoculacion (hs) Tiempo pos inoculacién (hs)



El analisis de la composicion de isomeros hidroperéxidos del acido linoléico definida como la relacion de
isémeros 9-HPODE y 13-HPODE (Figura 3), muestra diferencias significativas en los diferentes tiempos pos
inoculacion, evidenciando la formacion de distintas isoenzimas de LOX en las semillas de los genotipos
durante la infeccion.

20 1 10
o T . PI337394 6
2 [0 Florman o o
£ 3 3 .
a E E T
v @ & T
o] d S o4
o T T
_E ° o -
= k=1 ]
£ E=1 £,
g 5 o &
= 3 a

= =

@ < *
= - 5 X o0 —
o - a p
a 5 E

60 T T T -2

5 10 20 7 @ 5 10 20 27 48 5 10 20 27 48
Tiempo pos inoculacion (hs) Tiempo pos inoculacion (hs) Tiempo pos inoculacion (hs)

El analisis de expresion génica demostré que la expresion de los genes LOX 2-3 y 4, de produccion
predominante de 13 HPODE, presento en ambos genotipos una induccién en las primeras 10 horas de
infeccion y una respuesta opuesta a partir de las 20 horas (Figura 4 y 5), mostrando un patrén de respuesta
similar al de la actividad de LOX (Figura 2). La expresion de LOX5, de produccion predominate de 9-HPODE,
presento en el genotipo PI1337394 una fuerte induccién como respuesta a la infeccion en las primeras 20 horas
de infeccion, explicando en parte el aumento de la relacion de 9/13 HPODE en esos tiempos (Figura 3). En
tanto que en el genotipo Florman presento una induccion de menor intensidad a partir de las 27 hs pos
inoculacion. Estos resultados muestran un patrén de respuesta diferencial a nivel bioquimico y genético entre
los genotipos, que ponen en evidencia la participacion de esta via en la infeccion de la semilla y su asociacion
con la resistencia a la infeccién de Aspergillus.



