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RESUMEN: El maíz es el cereal de 
mayor consumo en México y durante 
su crecimiento está expuesto a di-
ferentes condiciones como cambios 
de temperatura, humedad, salinidad 
o ataque de patógenos, generando 
pérdidas económicas y daños a la sa-
lud de los consumidores. Las peroxi-
dasas son enzimas de respuesta en 
plantas cuando son sometidas a es-
trés por factores físicos, químicos o 
biológicos. En el presente estudio se 
muestran los resultados obtenidos de 
la evaluación de enzimas peroxida-
sas en coleoptilos y raíces de cinco 
muestras de maíces nativos de Oaxa-
ca infectados con Aspergillus parasi-
ticus. Se realizó la extracción de pro-
teínas totales utilizando un buffer con 
tris-HCl, β-mercaptoetanol y NaCl; la 
cuantificación de proteínas se reali-
zó mediante la técnica de Bradford y 
la actividad peroxidasa se determinó 
mediante el ensayo dependiente de 
DTT. 

En las pruebas realizadas, en tres de 
las cinco muestras, hubo una dismi-
nución en la concentración de proteí-
nas totales tanto en coleoptilo de maíz 
como e raíz y en el ensayo de activi-
dad peroxidasa, la actividad enzimá-
tica fue mayor en cuatro de las cinco 
muestras en coleóptilos y raíces de 
maíces infectados con A. parasiticus, 
obteniendo una respuesta de estas 
enzimas en maíz ante la infección por 
Aspergillus. 
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ABSTRACT:  Maize is the cereal with the highest consump-
tion in Mexico and during its growth it is exposed to different 
conditions such as changes in temperature, humidity, salinity 
or attack of pathogens, generating economic losses and da-
mage to the health of consumers. Peroxidases are respon-
se enzymes in plants when they are subjected to stress by 
physical, chemical or biological factors. The present study 
shows the results obtained from the evaluation of peroxidases 
enzymes in coleoptils and roots of five samples of native mai-
ze from Oaxaca infected with Aspergillus parasiticus. Total 
protein extraction was performed using a buffer with tris-HCl, 
β-mercaptoethanol and NaCl; Protein quantification was per-
formed using the Bradford technique and peroxidase activity 
was determined by DTT-dependent assay.

In the tests carried out, in three of the five samples, there 
was a decrease in the concentration of total proteins in both 
corn and root coleoptile and in the peroxidase activity test, 
the enzymatic activity was higher in four of the five samples 
in coleoptiles and maize roots infected with A. parasiticus, 
obtaining a response of these enzymes in maize to Aspergi-
llus infection. 
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INTRODUCCIÓN
El maíz es el principal producto agrícola de México, en el país, 
a la fecha se conocen 64 razas, denominadas “razas criollas o 
nativas”, que son resultado de la manipulación tradicional de los 
campesinos y de la variabilidad ambiental presente en los nume-
rosos nichos ecológicos en que se cultivan, lo que contribuye a 
la conservación y a la generación de la diversidad genética del 
cultivo, llegando a formarse nuevos tipos, variedades o razas [1,2]. 

Análisis de la actividad enzimáti-
ca de peroxidasas en maíces na-
tivos de Oaxaca infectados por 
Aspergillus parasiticus 
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Debido a la situación geográfica en que se ubica, Oa-
xaca posee una alta variación genética en el cultivo del 
maíz, alta variación climática, topografía variada, dife-
rentes tipos de suelos, facilidad de entrecruzamiento 
de esta especie y principalmente al gran número de 
grupos étnicos que han formado diferentes variedades 
nativas mediante selección a través de miles de años 
[3]. La diversidad de maíz localizada en el estado (35 
razas) representa el 55 % de la diversidad reportada 
para México. En Oaxaca el maíz tiene una diversidad de 
colores de grano, predominando el color blanco con el 
62.9% de las muestras, le sigue el amarillo con el 20.1%, 
el azul con 7%, negro con 3.4%, naranja con 2% y rojo 
con 1.4%; además, existe un 2.75% de colectas que no 
tienen reportes [4]. El maíz durante su crecimiento y en 
almacenamiento está expuesto a ser contaminado por 
hongos, principalmente Aspergillus parasiticus y A. fla-
vus, que bajo condiciones óptimas de crecimiento pro-
ducen aflatoxinas, siendo la aflatoxina B1 el carcinógeno 
natural más potente conocido en la actualidad [5,6]. Es-
tudios para comprender el mecanismo de resistencia 
de maíz contra la infección por A. flavus y la contami-
nación por aflatoxinas indican que las proteínas son el 
factor que mayormente contribuye a la resistencia [7,8].  
La resistencia del grano podría deberse no solo a la 
presencia de altos niveles de proteínas antifúngicas, 
sino también a altos niveles de proteínas relacionadas 
al estrés y proteínas de almacenamiento que captan 
agua con facilidad [9]. Las peroxidasas catalizan la re-
ducción de peróxidos tóxicos para la célula haciéndolo 
inofensivo, reduciéndolo y haciéndolo inofensivo cuan-
do las plantas están en condiciones normales y bajo 
estrés [10, 11]. A la fecha, no hay trabajos que evalúen 
la actividad de estas enzimas en maíces oaxaqueños, 
por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la 
actividad enzimática de peroxidasas en maíces nativos 
de Oaxaca en diferentes etapas de crecimiento de la 
planta, con la finalidad de conocer el comportamiento 
de estas enzimas de respuesta al estrés ante la infec-
ción por Aspergillus parasiticus [12]. 

MATERIAL Y MÉTODOS
Esta investigación se desarrolló en el Laboratorio de 
Alimentos del Tecnológico Nacional de México/Institu-
to Tecnológico de Oaxaca ubicado en la Avenida Ing. 
Victo Bravo Ahuja No. 125, esquina Calzada Tecnológi-
co, en Oaxaca de Juárez, Oaxaca.

Cepa de Aspergillus parasiticus.
Para los ensayos con A. parasiticus se utilizó la cepa 
ATCC 16992 donada por la Dra. Doralinda Guzmán Or-
tíz, jefa del laboratorio de micotoxinas del CINVESTAV 
Unidad Irapuato. En condiciones de esterilidad, se ino-
cularon por plaqueado 0.1 ml de una solución concen-
trada de esporas de 5×107 esporas/ml en placas con 
medio PDA (agar papa-dextrosa) y se incubaron duran-
te 7 días a 28 ± 2°C en una incubadora INDELAB IDL-
CD-80. Se recuperaron las esporas en agua con tritón 
al 0.01% y se almacenaron a 5 °C hasta su utilización. 

Obtención de coleoptilos y raíces de maíz.     
Se utilizaron cinco muestras de maíz (numeradas del 
1 al 5) de tres razas diferentes: dos de raza vandeño 
(muestras 1 y 4), dos de raza arrocillo (2 y 3) y una de 
raza elote cónico (5) (Tabla 1). Para la obtención de co-
leoptilos y raíces se desinfectaron 30 semillas de cada 
muestra en alcohol etílico al 70% durante 10 minutos y 
se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. En 
condiciones de esterilidad, se colocaron 5 granos de 
cada muestra en una caja Petri con una cama de algo-
dón y papel filtro humedecidos. Tres placas se utiliza-
ron como controles sanos y tres más se inocularon con 
50 µl de una suspensión de esporas de A. parasiticus a 
cada grano. Las placas se incubaron a 28 ± 2°C durante 
siete días. 

Figura 1. Curva estándar de proteínas utilizando BSA. 

Tabla 1. Muestras de maíces nativos de Oaxaca. 
Tabla 1. Muestras de maíces nativos de 
Oaxaca.  
Número 

de 
muestra 

 
Raza 

 
Color 

Lugar de 
procedencia 

1 Vandeño Amarillo Santa Cruz 
Mixtepec  

2 Arrocillo Morado Zimatlán de 
Álvarez  

3 Arrocillo Blanco San Antonio 
Huitepec  

4 Vandeño Naranja Tlahuitoltepec 
5 Elote 

cónico 
Rojo San Antonio 

Huitepec 
 Extracción y cuantificación de proteínas. 

La extracción de proteínas se realizó por maceración 
utilizando el buffer de extracción [9] con una relación 1:1 
(p/v) y centrifugando las muestras a 12000 rpm durante 
15 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se cuantifica-
ron por triplicado mediante la técnica de Bradford utili-
zando una curva estándar de BSA (Albúmina de suero 
bovino) (Figura 1), la ecuación de regresión lineal fue: y = 
0.0043x + 0.0198 con un coeficiente de correlación de 
0.9903, por tanto, la ecuación indicó una alta relación 
entre las variables. Los extractos fueron almacenados 
a -20 °C en un congelador FRIGIDAIRE hasta su utiliza-
ción. 



Revista Ingeniantes 2019  Año 6  No.2  Vol. 2

77

(a) Coleoptilo sano                 (b) Coleoptilo infectado 
Figura 3. Coleoptilos de maíz sanos e infectados con Aspergi-
llus parasiticus. 

Cuantificación de proteínas totales.
Se realizó la cuantificación de proteínas totales de las 
muestras de maíz (Tabla 2). Las muestras 1, 2 y 4 dis-
minuyen su concentración de proteínas totales en co-
leoptilos infectados, a diferencia de las muestras sanas 
y sin presencia del hongo. 

Figura 2. Crecimiento de Aspergillus parasiticus en medio PDA 
de 7 días de incubación a 28 ± 2°C. 

Tabla 2. Concentración de proteínas totales en coleoptilos 
de maíz. 

Tabla 3. Concentración de proteínas totales en raíces de 
maíz.

Ensayo de actividad enzimática de peroxidasas. 
El ensayo se basó en la capacidad que tienen las pe-
roxidasas de utilizar al DTT como donador de electro-
nes y poder reducir hidroperóxidos, utilizando la técnica 
reportada por [13] con algunas modificaciones. Se inició 
el ensayo con una mezcla de pre incubación a 37 °C 
durante 10 minutos que contenía en un volumen de 600 
µl, 50 µM de tris-HCl pH 8.0, 4 mM de DTT y 200 µg 
de extracto de proteínas de cada muestra (coleopti-
lo y raíz). Posteriormente se añadieron 600 µl de una 
solución de 100 µM de H2O2 y se incubó la reacción 10 
minutos a 37 °C. El precipitado de proteínas se eliminó 
mediante centrifugación de 3 minutos a 500 rpm y se 
añadió a la reacción 400 µl de sulfato ferroso amóni-
co 10 mM y 200 µl de tiocianato de potasio 2.5 M, los 
cuales reaccionan con el hidroperóxido remanente y 
forman un complejo color púrpura. La concentración 
de peróxido se determinó espectrofotométricamente a 
480 nm en un equipo SPECTRONIC 20D utilizando una 
curva estándar de H2O2. 
 
RESULTADOS
Aspergillus parasiticus. 
A. parasiticus en medio PDA de 7 días de incubación a 
28 ± 2°C, tuvo un crecimiento abundante, de color ver-
de obscuro y de tipo algodonoso [12] (Figura 2).

Tabla 2. Concentración de proteínas totales en 
coleoptilos de maíz.  

Concentración de proteínas mg/ml 
Muestra  Sano   Infectado    

1 5.23 5.06 
2 6.08 4.50 
3 4.64 5.48 
4 4.69 2.44 
5 4.88 5.17 

 

Tabla 3. Concentración de proteínas totales en 
raíces de maíz. 

Concentración de proteínas mg/ml 
Muestra  Sano  Infectado    

1  4.79 4.39 
2  4.00 3.20 
3 4.96 5.50 
4  4.26 3.12 
5  3.98 4.43 

 
 

Obtención de las muestras de coleoptilo y raíz. 
Los coleoptilos de maíz de 7 días de incubación a 28 
± 2°C en las muestras sin hongo, presentaron un creci-
miento regular, con coleoptilos de color amarillo y en 
algunas partes hialinos (Figura 3a). En las muestras in-
fectadas con A. parasiticus, el crecimiento fue menor, 
además de que presentaron partes enfermas de color 
café a negro y crecimiento del hongo sobre los granos 
de maíz (Figura 4b). 

En los resultados de la cuantificación de proteínas to-
tales en raíces de maíz (Tabla 3), las muestras 1, 2 y 
4 presentaron menor concentración de proteínas en 
raíces en presencia de Aspergillus, a diferencia de las 
muestras 3 y 5, teniendo el mismo comportamiento que 
las muestras de coleoptilo de maíz, donde estas mis-
mas muestras disminuyeron su concentración de pro-
teínas en presencia del hongo.   

Actividad peroxidasa en coleoptilos y raíces de 
maíz. 
Se analizó la capacidad destoxificadora de los extrac-
tos de proteínas de coleoptilo y de raíz de maíz hacia 
el H2O2. En cuanto a la actividad enzimática en coleóp-
tilos de maíz, tres de las cinco muestras presentaron 
mayor actividad peroxidasa en coleoptilos de maíz in-
fectados con A. parasiticus, las cuales fueron las mues-
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Figura 4. Reducción de H2O2 en muestras de coleoptilos de 
maíz sanos e infectados con Aspergillus parasiticus. 

Figura 5. Reducción de H2O2 en muestras de raíces sanas e 
infectadas con Aspergillus parasiticus.  

1 y 2, esto puede deberse al lugar de procedencia de 
las muestras, ya que provienen de diferentes regiones 
geográficas del estado, propiciando que los mecanis-
mos de respuesta sean distintos en cada caso.  

CONCLUSIONES
Se evaluó la capacidad de enzimas peroxidasas en co-
leoptilos y raíces de maíces nativos de Oaxaca como 
respuesta a la infección por Aspergillus parasiticus. En 
tres de las cinco muestras, tanto en coleoptilos como 
en raíz, se mostró una disminución en la concentra-
ción de proteínas totales en maíces infectados con el 
hongo. 

En el análisis de actividad peroxidasa, tres muestras de 
coleoptilo de maíz, tuvieron mayor actividad enzimática 
en las muestras infectadas que en las muestras sanas, 
y en muestras de raíz, cuatro aumentaron su actividad 
de peroxidasa en raíces infectadas con el hongo, obte-
niendo mayor reducción de peróxidos que los extrac-
tos de coleoptilos de maíz, obteniendo una respuesta 
de estas enzimas al estrés generado por A. parasiticus 
en esa etapa de crecimiento de la planta. 

Este trabajo sienta las bases para continuar realizando 
la búsqueda de la expresión de proteínas de respuesta 
al estrés bajo condiciones bióticas y abióticas en maí-
ces nativos de Oaxaca, con la finalidad de identificar 
razas de maíz que se adapten mejor a condiciones ad-
versas de crecimiento. 
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