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Estudio morfoldgico e identificacion
de giberelinas enddégenas en raices de
maiz (Zea mays L.) afectado por el

Mal de Rio Cuarto

Poloni, N., M. Tordable, A. Vigliocco, G. Boito, E. Lorenzoy G. Abdala

RESUMEN

En el presente trabajo se analizé la histologla de raices adventicias y latera-
les de maiz afectadas por el virus MRDV. Asimismo se identificaron gibere-
linas Ay, Ay y A, como endégenas de estos 6rganos, procediendo a su cuan-
tificacién parcial.

Los resultados muestran que ta virosis produce alteraciones en el cilindro cen-
tral y la endodermis, las que comienzan en elementos del floema, en relacion
con los cuales se forman protuberancias que sobresalen hacia la corteza. Al-
gunas raices laterales muestran severas alteraciones en su anatomfa. En cuan-
to al analisis de giberelinas libres y conjugadas se observa un metabolismo
diferencial entre raices sanas y afectadas. Por lo tanto, la disminucién del cre-
cimiento radical y posiblemente el enanismo del tallo producidos por la viro-
sis, sean una consecuencia directa de las marcadas alteraciones morfolégi-
cas y hormonales observadas en los tejidos radicales.

Abreviaturas: AcOH, acido acético; BSTFA, bis-trimetil-trifluoroacstamida;
C,a octadecilsilano; EtOAc, acetato de etilo; GC-MS, cromatografia gaseo-
sa-espectrometria de masa; KR, indice de retencién de Kovats; MeOH, me-
tanol; MRDV, virus del malz enano rugoso; MeTMSi, metiitrimetilsilil-deriva-
do; N (CH,),, nucleosil; Si0,, 4cido silicico.
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SUMMARY

In this paper we analyzed the histology of maize lateral and adventitious roots
affected by MRDV virus. Likewiss, gibberellins Ay, A, A, were identified as
endogenous of these organs, and partially quantified.

Results show that virus infection produces alterations in the central cilinder and
endodermis, beginning in the phloem elements, forming protuberances towards
cortex. Some lateral roots show severe alterations in their anatomy. In relation
to free and conjugated gibberellins, it was observed a differential metabolism
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between healthy and diseased roots. Therefore, diminution of root growth and
possibly stem dwarfism produced by MRDV, may be a direct consequence of
morphological and hormonal aiterations observed in root tissues.
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INTRODUCCION

El Mal de Rio Cuarto, enfermedad virdsica del
maiz que ocasiona severas pérdidas en la pro-
duccién de granos y forraje, es causada por el
Maize Rough Dwarf Virus. La presencia del MRDV
fue detectada en tejidos vasculares de hoja, tallo
y raiz, mas precisamente en células parenguima-
ticas del floema (Nome et al., 1981; Milne et al.,
1983; Milne y Boccardo, 1984).

La sintomatologia de la enfermedad fue descrip-
ta por Lenardén y March (1985) y Lenardén et al.
(1987), quienes destacaron como sintomas dife-
renciales la presencia de enaciones en hojas y cha-
las, el acortamiento de los entrenudos del tallo (ena-
nismo) y la reduccién del sistema radical.

En general el grupo de los Fijivirus al cual per-
tenece el MRDV induce crecimiento neoplésico
principalmente en floema, afectando también al-
gunos elementos xilematicos (Francki et al., 1985).

En un trabajo previo (Castillo et al., 1989) se
observé que la infeccién con MRDV afectaba prin-
cipalmente los tejidos vasculares de los nudos y
entrenudos basales del tallo. El floema mostraba
hiperplasia y las células resultantes habian per-
dido su tipica estructura y disposiciéon. Ademas
se observaron masas de xilema en posicién anor-
mal, con abundantes miembros de vasos y tra-
queidas de paredes engrosadas.

Tordable et al. (1991) demostraron que el
MRDV causa en raices de maiz severas alteracio-
nes en el cilindro central, con lignificacién de es-
ta estructura y de la endodermis, y sefialaron la
presencia de raices laterales anormales. Asimis-
mo se observé un metabolismo diferencial de gi-
berelinas endégenas.

Por ser el "enanismo” del talio y la reduccién
del sistema radical los principales sintomas del
Mal de Rio Cuarto se sugiere que el MRDV podria
afectar la regulacion hormonal del crecimiento de
éstos érganos, alterando sintesis, metabolismo

y/o transporte de hormonas, entre ellas el grupo
de las giberelinas.

Tanimoto (1990) ha demostrado que las gibe-
relinas regulan el normal crecimiento de las rai-
ces a concentraciones extremadamente méas ba-
jas que las necesarias para el crecimiento del
tallo; por otra parte se menciona que las raices
sintetizan giberelinas las que son transportadas
alos tallos (Carr et al., 1964, Crozier and Reid,
1971; Prochazka, 1981; Dathe et al., 1982).

A partir de tejidos vegetativos (plantulas), in-
florescencias masculinas y femeninas, polen y se-
millas de maiz se han identificado las siguientes
giberelinas endégenas: AG,, AG,, AG,, AGg, AGg,
AGg, AGy,, AGy7, AG g, AGyq, AGgg, AG4, Y AGgs,
(Hedden et al., 1982; Heupel st al., 1985; Fujioka
et al., 1988, 1990; Phinney et al., 1985, 1990; Mu-
rofushi et al., 1990).

Los objetivos de este trabajo fueron: i) analizar
las alteraciones histolégicas de raices enfermas
descriptas preliminarmente en un trabajo anterior
(Tordable et al., 1991), en comparacién con la his-
tologia de raices sanas; ii) determinar la identidad
guimica de las giberelinas endégenas en raices
de maiz sanas y atacadas por el MRDV y cuantifi-
carlas, a fin de establecer correlaciones entre es-
tas hormonas y la sintomatologia mencionada.

MATERIALES Y METODOS

Plantas de maiz Morgan 400 de aproximada-
mente 60 c¢m de altura infectadas con Mal de Rio
Cuarto, mostrando alteraciones exomorfologicas
caracteristicas de la virosis, y plantas sanas, se
recolectaron en un lote de Cuatro Vientos (Dpto
Rio Cuarto) en Diciembre 1989 y Enero 1990.

Estudios Histoldgicos

Ralces adventicias y laterales se seccionaron
y fijaron en FAA (formol: 4cido acético:eta-
nol:agua; 30:5:50:15 v/v) para obtener prepara-
dos histolégicos permanentes. El material se des-
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Figura 1. Folomicrograflas en seccion transversal de ralces adventicias de maiz (Zea maysL.) sanasy afectadas por el MRDV. A.
Ralz adventicia de planta sana. C. corteza, CC: cilindro central, E: endoderinis, F: floema, P. periciclo, X. xilema. B, C, D. Detalles
de cilindro central de planta afectada. B, C. Células del floema con alteraciones: CFA. D. Proliferacion celular en relacion con po-

lo afectado. PRC

hidraté en serie de alcohol etilico de diferentes
gradaciones, seguido de una serie de alcohol-xi-
lol y xilol puro; luego se incluyé en parafina (Jo-
hansen, 1940).

Cortes transversales seriados de 13 ym de es-
pesor se obtuvieron en micrétomo rotativo; se co-

lorearon usando “hematoxilina-safranina-verde
permanente” y se montaron en balsamo de Cana-
da. La observacion del material se realizdé con mi-
croscopio optico Zeiss, Standard 16 y las fotomi-
crografias se tomaron con microscoplo Leitz
Orthoplan.
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Anélisis de giberelinas endégenas

Extraccidn de Giberelinas:

5 g de PF de raices se congelaron con nitrége-
no liquido y homogeneizaron con 40 m! de MeOH
acuoso al 80 % . El sobrenadante se separé y el
residuo fue extraido con 20 mi adicionales de
MeOH. Ambos sobrenadantes se reunieron, filtra-
ron y eluyeron a través de una columna cromato-

. gréfica de C18 (Koshioka et al., 1983). Con la adi-
cién de agua destilada el eluido se llevé a una
concentracion de 50 % de MeOH para ser purifi-
cado sobre una segunda columna de C18, la cual
se lavo finalmente con 20 mi de MeOH 40 % . El
solvente se evaporé bajo vacio a37° Cy el agua
remanente se eliminé por liofilizacién. El residuo
obtenido contenia las giberelinas en sus formas
libres y conjugadas.

Cromatograffa en columna de particién de SiO,:

El residuo anterior se traspasoé a 0.5 g de celi-
te, el cual se coloco sobre el tope de una columna
corta de SiO, (Koshioka et al., 1983) eluida prime-
ro con mezcla de EtOAc: n-hexano (95:5), y luego
con 100 mi de MeOH puro en orden de separar las
giberelinas libres de las formas conjugadas.

La fraccion conteniendo giberelinas libres se
evapor6 y cromatografi6 sobre una segunda co-
lumna larga de SiO, (Durley et al., 1972; Powell
and Tautvydas, 1967), eluida con gradiente de
EtOAc (de 0 a 100 %) y n-hexanao (de 100 a 0 %),
recolectandose 24 fracciones de 10 mi cada una,
las que se llevaron a sequedad. La actividad bio-
légica de cada fraccion se midié mediante el
bioensayo de arroz enano (Oryza satival.) cv.
Tan-ginbozu.

Posteriormente, las fracciones que mostraron
actividad biclégica se reunieron nuevamente y se
les adicioné [1,2 (n)~3H] GA, (Amersham), activi-
dad especifica de 1,21 TBq mmol-'y [-1,2 (n)>H]
GA, (Amersham), actividad especifica de 1.4 TBq
mmol~! como estandares internos.

Hidrélisis enzimética:

Las giberelinas conjugadas obtenidas de la co-
lumna corta de SiO, se sometieron a hidrdlisis en-
ziméatica para obtener giberelinas libres (Rood et
al., 1983). Para ello, el residuo se disolvi6é en 0.4
ml de buffer acetato 0,2 M pH 4 y 0.2 ml de celu-
lasa (Calbiochem) al 1 % . La mezclaseincub6 a
37° C durante 16 hs.; se centrifugé, y el sobrena-
dante se particioné con EtOAc saturado en agua,
llevandose a sequedad. El residuo conteniendo

giberelinas libres liberadas por accion enzimati-
ca se cromatografié sobre columna larga de SiO,.

Cromatografia liquida de alta presién:

Las fracciones de giberelinas libres prove-
nientes de raices sanas se analizaron en HPLC
sobre columna Nucleosil N(CHj,), eluida con
MeOH 99.9 % en 0.1 % de AcOH durante 50 min
a un flujo de 1 mi min-!, Cada una de las 50 frac-
ciones obtenidas se llevaron a sequedad y se
bioensayaron mediante el bioensayo de arroz
enano en diluciones de 1/50y 1/100.

Debido a la presencia de mayores impurezas,
la fraccién de giberelinas conjugadas de raices
sanas, ¥ las fracciones de giberelinas libres y con-
jugadas de rafces enfermas se analizaron previa-
mente en C,g- Z-module fase reversa con el si-
guiente programa: 0 a 30 min gradiente lineal
desde 37 % a 100 % MeOH en 0.1 de AcOH, lue-
go, 30 a 50 min 100 % MeOH a un flujo de 1 ml
min™1, 25 fracciones de 1 min cada una (0-25 min),
5 fracciones de 2 min cada una (26 -35 min) mas
una fraccidn de 15 min, se recolectaron y bioen-
sayaron como se mencioné anteriormente.

Las fracciones de ambas fechas de muestreo
que mostraron actividad se reunieron y cromato-
grafiaron sobre columna de Nucleosil N(CH3),, re-
colectandose 45 fracciones de 1 min cada una
més una fraccién de 15 min adicionales; luego se
procedié a realizar el bioensayo correspondiente.

Bioensayo:

Para medir la actividad giberelinica se emple6
el bioensayo de la microgota de arroz enano (Ory-
za sativa L.) cv. Tan-ginbozu (Murakami, 1968).
La actividad biolégica se expres6 como ng de
GA; equivalente por g de PF ds tejido.

Cromatografia gaseosa
Espectrometria de masa:

Las fracciones a analizar por GC-MS se con-
virtieron a derivados MeTMSi con diazometano y
piridina: BSTFA (1:1), y trimetilclorosilano al 1 %
(Pierce Chem. Co). Alfcuotas de cada fraccién se
inyectaron sobre una columna capilar Hewlett-
Packard-1 de 25 m x 0.32 mm de un Cromatogra-
fo de gases Hewlett-Packard 5790 A, conectado
por una interfase a un Detector selectivo de ma-
sa Hewlett-Packard $970.

El programa usado fue: temp 1 = 60° C, tiem-
po 1 = 1min; temp 2 = 270° C, tiempo 2 = 20 min.
Se utiliz6é Helio como fase mévil gaseosa. El KRI
para giberelinas auténticas y endégenas se cal-
culé co-inyectando una mezcia de hidrocarburos
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Figura 2. Fotomicrografias en
seccion transversal de ralces ad-
venticias y laterales de malz (Zea
mays L.) afectadas por el MRDV.
A. Dotalle de cilindro central de
raiz adventicia con células de! pe-
riciclo en division CPD

B. Detalle de endodermis’ E.
C. Ralz lateral con cilindra central
alterado: CC ., C. corteza.

et FO0 M1
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(Kovats, 1958; Gaskin et al., 1971). La identifica-
cion de giberelinas se basé en [a comparaciéon
del KRI 'y de las intensidades relativas de 5 iones
caracteristicos de los derivados MeTMSi de gibe-
relinas endégenas y giberelinas auténticas em-
pleadas como estandares.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Las ralces adventicias y laterales de una plan-
ta de maiz sana poseen estructura poliarca; en el
cilindro central los tejidos vasculares, xilemay
floema, alternan entre si rodeados por el perici-
clo, limite externo de esta zona. En contacto con
el periciclo se ubica la endodermis, estrato unies-
tratificado que representa el limite interno de la
corteza enteramente parenquimatica y rodeada
por una epidermis uniestratificada (Fig. 1 A).

Las rafces adventicias y laterales afectadas
por el MRDV presentan alteraciones a nivel de ci-
lindro central y endodermis. En las primeras, la
afeccién comienza en los polos de floema, pro-
gresando hacia xilema, periciclo y endodermis.

En el floema los elementos celulares afectados
son miembros de tubo criboso y células acompa-
fiantes, las cuales podrian alojar el virus, lo que
corroboraria lo observado por Nome et al. (1981),
Milne et al. (1983), Milne y Boccardo (1984), en
cuanto a la presencia del MRDV en células del
floema. Dichos elementos presentan alteraciones
tales como: acumulos de materiales que se de-
positan en relacién con la pared y lumen celular
parcial o totalmente ocupado por un contenido
que difiere del normal, de aspecto denso, granu-
loso, que presenta afinidad por los colorantes,
adquiriendo tonalidad muy intensa (Fig. 1By C).
En relacién con estos elementos se inicia una pro-
liferacidn celular, observandose numerosas divi-
siones; las células resultantes luego de diferen-
ciarse en elementos de xilema y floema quedan
dispuestas en forma méas o menos desordenada;
algunas de ellas presentan paredes celulares se-
cundarias con puntuaciones, mientras que otras
permanecen semejantes a las parenquimaticas
(Fig. 1 D). Ademas, entre ellas, existen células
que presentan citoplasma con las mismas modi-
ficaciones observadas en los elementos de floe-
ma (posiblemente ocupadas por el virus).

En relacién con esta proliferacion o préxima a
ella, se evidencian en el periciclo divisiones celu-
lares predominantemente periclinales, que si bien
como lo sefalaran Bell and Mc Cully (1970) en maiz
es uno de los procesos, juntamente con la basofi-
lia, que anteceden al inicio de una ralz lateral, las

células aquf resultantes depositan inmediatamen-
te pared secundaria lignificada (Fig. 2 A).

En la endodermis diversos autores (Bell and
Mc Cully, l.c.; Karas and Mc Cully, 1973) han ob-
servado divisiones celulares anticlinales en una
etapa temprana del desarrollo del primordio, re-
mocién del engrosamiento de la pared secunda-
ria y delignificacién. En las raices analizadas en
este trabajo no se detectaron dichas modificacio-
nes a nivel de pared celular, aunque se han ob-
servado divisiones celulares en sentido pericli-
nal, agrandamiento celular y marcada lignificacion
de la pared (Fig. 2 B).

Como resultado de la proliferacién celular des-
cripta en tejidos vasculares, periciclo y endoder-
mis, se forman protuberancias en el cilindro cen-
tral que sobresalen hacia la corteza; podemos
suponer que en estadios mas avanzados de la
afeccién se produce desorganizacion de los teji-
dos en estas protuberancias, generandose zonas
de necrosis muy significativas descriptas previa-
mente por Tordable et al. (1991).

De lo expuesto se comprueba que el MRDV in-
duce formacién anormal de tejidos a nivel de floe-
may de algunos elementos de xilema, hecho ob-
servado por Francki et al. (1985), aunque los
resultados obtenidos en este trabajo permiten in-
ferir que la hiperplasia incluye también periciclo
y endodermis.

Se han analizado raices laterales que conser-
van la estructura poliarca tipica en el cilindro cen-
tral y otras que la han perdido, en ellas se eviden-
cian algunos polos de floema afectados, con
engrosamientos en las paredes celulares; el xile-
ma se presenta desordenado y ocupando gran
parte del cilindro central (Fig. 2 C).

La distribucién cualitativa de giberelinas libres
y conjugadas, de raices de plantas sanas y en-
fermas de malz, evaluadas por el bioensayo de
arroz enano cv. Tan-ginbozu, ha sido resumida
en Fig. 3y 4.

El nivel endégeno de giberelinas libres obteni-
das de raices sanas, recolectadas durante los me-
ses de Dic/89 (Fig. 3 A) y Ene/90 (gréfica no pre-
sentada) es relativamente bajo; a diferencia, en el
perfil de estas mismas sustancias obtenidas de
raices de plantas enfermas recolectadas en Dic/89
se observa un pico de actividad correspondiente
ala zona de elucion de GA, estandar (Fig. 3 B), el
cual disminuye marcadamente en la recoleccion
del mes de Ene/90 (gréafica no presentada).

De las fracciones 19-27 de la cromatografia so-
bre HPLC de giberelinas libres obtenidas de rai-
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Tabla 1. Identificacion y cuantificacion tentativa
de giberelinas end6genas de raices de plantas
de maiz sanas y afectadas por el Mal de Rio Cuar-
to. Expresadas como ng por 5 g de PF de tejido.

Raices Ralces
sanas enfermas
Giberelinas libres
GA, — trazas
GA, 0.3ng 1ng
Giberelinas conjugadas
GA, — 3.3ng

ces sanas (Fig. 3 A) se identificéd por GC-MS la
presencia de GA3, y de las fracciones 12-16 de
la cromatografia de extracto de raices enfermas
(Fig. 3 B) se identific6 GA; y GA4 (Tabla 1).

El bajo nivel de giberelinas libres determinado
en raices sanas extraidas en Dic/89 corroborora-
ria lo sugerido por Tanimoto (1990) en cuanto a
que estas hormonas regularfan el crecimiento ra-
dical a muy bajas concentraciones. Por lo tanto,
relativos altos niveles endogenos de giberelinas,
tales como los evaluados en raices afectadas, po-
drian inhibir el crecimiento de estos érganos.

En el muestreo realizado en Ene/90, cuando
las plantas de malz alcanzaron su estado repro-
ductivo (emergencia de la inflorescencia mascu-
lina), el nivel de giberelinas libres de raices sa-
nas y enfermas fue menor respecto al muestreo
de Dic/89 (plantas en estado de crecimiento ve-
getativo) y no se observaron diferencias aprecia-
bles entre ellas.

La presencia de GA; en raices sanas y de GA,
y GA4 en raices enfermas plantea el interrogan-
te de si estas giberelinas son las responsables
del crecimiento de estos 6rganos, tal como se in-
dica para el crecimiento de [os tallos en esta es-
pecie. Por otro lado es conocido el hecho de que
las giberelinas se trasladan de la raiz al tallo y vi-
ceversa, por lo tanto la disminucién del sistema
radical de plantas enfermas podria ser conse-
cuencia de concentraciones diferenciales de es-
tas hormonas en sus formas libres, asf como tam-
bién de la alteracién de la funcionalidad de los
tejidos vasculares, lo que dificultaria el movimien-
to de giberelinas y de otras hormonas como au-
xinas sintetizadas en la parte apical de la plan-

ta; asimismo el trastado de fotoasimilados se ve-
ria también afectado.

En cuanto a conjugados giberelinicos endége-
nos, su nivel fue mayor en raices enfermas (Fig.
4 B) que en sanas (Fig. 4 A) en ambas fechas de
recoleccién de muestras. De las fracciones 5-15
de la cromatografia sobre HPLC, correspondien-
te a giberelinas libres provenientes de la hidréli-
sis de conjugados, obtenidos de raices enfermas
(Fig. 4 B), se identificé por GC-MS GA;, GA, y
GA, (Tabla 1). En extractos correspondientes a
la fraccién de giberelinas libres por hidrélisis de
conjugados, de raices sanas, no se logré identi-
ficar la presencia de compuestos tipo giberelina.
El nivel importante de conjugados en ralces enfer-
mas sugiere que, al igual que en el caso de las for-
mas libres, se producen severas modificaciones.

De este modo se comprueba que el virus no
modificaria la ruta biosintética de giberelinas en
ralces, debido a que se identificaron GA; y GA;,
quienes representan extremos finales del camino
de biosintesis en maiz.

Cabe seftalar que la cuantificacién de gibere-
linas es parcial debido a que los estandares in-
ternos fueron adicionados a los extractos una vez
que se habla realizado parte de la purificacién
como se detalla en Materiales y Métodos; por lo
tanto las pérdidas previas que pudieron ocurrir,
no han podido ser contabilizadas.

Por otro lado, y en referencia al metabolismo de
giberelinas, la presencia de GA, y GA, en raices
de malz indica la ocurrencia de la via de sintssis
denominada 13-hidroxilativa temprana; mientras
que laidentificacién tentativa de GA, sugiere una
via metabélica adicional a la mencionada. Desde
el punto de vista de la interconversién de gibere-
linas en diversos 6rganos de una misma especie,
este trabajo menciona por vez primera la identifi-
cacién de éstas hormonas en raices de maiz y se-
fiala la posibilidad de la existencia de dos vias me-
tabélicas diferentes tal como se informara para
semillas, polen e inflorescencias masculinas y fe-
meninas de maiz (Murofushi et al., 1990).

El acortamiento de entrenudos del tallo y la dis-
minucion del crecimiento radical viene acompa-
flado por marcadas alteraciones morfolégicas ob-
servadas en los tejidos radicales y de las
diferencias metabélicas en giberelinas endége-
nas, provocadas por la presencia del virus MRDV.
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Figura 3. A) Perfil de elucién de giberelinas libres obtenidas de raices da plantas sanas de malz, analizadas por HPLC sobre co-
lumna de nucleosil; corrida isocratica 99.9 % de metanol; bioensayadas mediante la prueba de arroz enano cv. Tanginbozu. Li-
nea llena = dilucién 1/50. Linea punteada = dilucién 1/100. B) Perfil de elucién de giberelinas libres obtenidas de ralces de plan-
tas enfermas de maiz, analizadas por HPLC sobre columna de nucleosil ; corrida isocrética 99.9 % de metanol; bioensayadas
mediante la prueba de arroz enano ¢v. Tanginbozu. Linea llena = dilucién 1/50. Linea punteada = dilucién 1/100.
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Flgura 4. A) Perlil de elucién de giberelinas conjugadas obtenidas de ralces de plantas sanas de malz, analizadas por HPLC so-
bra columna de nucleosil; corrida isocratica 99.9 % de metanol; bioensayadas mediante la prueba de arroz enano cv. Tanginbo-
zu. Linea llena = dilucién 1/50. Linea punteada = dilucién 1/100. B) Perfil de elucién de giberelinas conjugadas obtenidas de rai-
ces de plantas enfermas de malz, analizadas por HPLC sobre columna de nucleosil; corrida {socratica 99.9 % de metanol;
bioensayadas mediante la prueba de arroz enano cv. Tanginbozu. Linea llena = dilucién 1/50. Linea punteada = dilucién 1/100.
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