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Analisis de la actividad enzimati-
ca de peroxidasas en maices na-
tivos de Oaxaca infectados por
Aspergillus parasiticus

RESUMEN: El maiz es el cereal de
mayor consumo en México y durante
su crecimiento esta expuesto a di-
ferentes condiciones como cambios
de temperatura, humedad, salinidad
o ataque de patégenos, generando
pérdidas econémicas y danos a la sa-
lud de los consumidores. Las peroxi-
dasas son enzimas de respuesta en
plantas cuando son sometidas a es-
trés por factores fisicos, quimicos o
biolégicos. En el presente estudio se
muestran los resultados obtenidos de
la evaluacién de enzimas peroxida-
sas en coleoptilos y raices de cinco
muestras de maices nativos de Oaxa-
ca infectados con Aspergillus parasi-
ticus. Se realizé la extraccién de pro-
teinas totales utilizando un buffer con
tris-HCI, -mercaptoetanol y N.CI; la
cuantificacién de proteinas se reali-
z6 mediante la técnica de Bradford y
la actividad peroxidasa se determiné
mediante el ensayo dependiente de
DTT.

En las pruebas realizadas, en tres de
las cinco muestras, hubo una dismi-
nucién en la concentracién de protei-
nas fotales tanto en coleoptilo de maiz
como e raiz y en el ensayo de activi-
dad peroxidasa, la actividad enzima-
tica fue mayor en cuatro de las cinco
muestras en coleoptilos y raices de
maices infectados con A. parasiticus,
obteniendo una respuesta de estas
enzimas en maiz ante la infeccién 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-HCI,
p-mercaptoethanol and N.CI; 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.

KEYWORDS: Enzymes, peroxidases, Aspergillus parasiticus,
Bradford, DTT.

INTRODUCCION

El maiz es el principal producto agricola de Meéxico, en el pais,
a la fecha se conocen 64 razas, denominadas “razas criollas o
nativas”, que son resultado de la manipulacién tradicional de los
campesinos y de la variabilidad ambiental presente en los nume-
rosos nichos ecolégicos en que se culfivan, lo que contribuye a
la conservacion y a la generacion de la diversidad genética del
cultivo, llegando a formarse nuevos tipos, variedades o razas [12].
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Debido a la situacion geografica en que se ubica, Oa-
Xaca posee una alta variacion genética en el cultivo del
maiz, alta variacion climatica, topografia variada, dife-
rentes tipos de suelos, facilidad de entrecruzamiento
de esta especie y principalmente al gran numero de
grupos étnicos que han formado diferentes variedades
nativas mediante seleccion a fraves de miles de anos
[3]. La diversidad de maiz localizada en el estado (35
razas) representa el 55 % de la diversidad reportada
para México. En Oaxaca el maiz 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% Yy rojo
con 14%,; ademas, existe un 2.75% de colectas que no
tienen reportes [4]. El maiz durante su crecimiento y en
almacenamiento esta expuesto a ser contaminado por
hongos, principalmente Aspergillus parasiticus y A. fla-
vus, que bajo condiciones Optimas de crecimiento pro-
ducen aflatoxinas, siendo la aflatoxina B1 el carcinébgeno
natural mas potente conocido en la actualidad [5,6]. Es-
tudios para comprender el mecanismo de resistencia
de maiz contra la infeccion por A. flavus y la contami-
nacion por aflatoxinas indican que las proteinas son el
factor que mayormente contribuye a la resistencia [7,8].
La resistencia del grano podria deberse no solo a la
presencia de altos niveles de proteinas antifungicas,
sino también a altos niveles de proteinas relacionadas
al estrés y proteinas de almacenamiento que captan
agua con facilidad [9]. Las peroxidasas catalizan la re-
duccién de peroxidos toxicos para la célula haciéndolo
inofensivo, reduciéndolo y haciéndolo inofensivo cuan-
do las plantas estan en condiciones normales y bajo
estrés [10, 1]. A la fecha, no hay trabajos que evaluen
la actividad de estas enzimas en maices oaxaquenos,
por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la
actividad enzimatica de peroxidasas en maices 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-
cion por Aspergillus parasiticus [12].

MATERIAL Y METODOS

Esta investigacion se desarrollo en el Laboratorio de
Alimentos del Tecnoldgico Nacional de México/Institu-
to Tecnologico de Oaxaca ubicado en la Avenida Ing.
Victo Bravo Ahuja No. 125, esquina Calzada Tecnologi-
co, en Oaxaca de Juarez, Oaxaca.

Cepa de Aspergillus parasiticus.

Para los ensayos con A. parasiticus se utilizo la cepa
ATCC 16992 donada por la Dra. Doralinda Guzman Or-
tiz, jefa del laboratorio de micotoxinas del CINVESTAV
Unidad Irapuato. En condiciones de esterilidad, se ino-
cularon por plagueado 0.1 ml de una solucion concen-
trada de esporas de 5x107 esporas/ml en placas con
medio PDA (agar papa-dextrosa) y se incubaron duran-
te 7 dias a 28 + 2°C en una incubadora INDELAB IDL-
CD-80. Se recuperaron las esporas en agua con fritén
al 0.01% y se almacenaron a 5 °C hasta su utilizacion.

Revista Ingeniantes 2019 Ano 6 No. 2 Vol. 2

Obtencién de coleoptilos y raices de maiz.

Se ufilizaron cinco muestras de maiz (numeradas del
1 al 5) de tres razas diferentes: dos de raza vandeno
(muestras 1y 4), dos de raza arrocillo (2 y 3) y una de
raza elote conico (5) (Tabla 1). Para la obtencion de co-
leoptilos y raices se desinfectaron 30 semillas de cada
muestra en alcohol etilico al 70% durante 10 minutos y
se enjuagaron fres veces con agua destilada esteéril. En
condiciones de esterilidad, se colocaron 5 granos de
cada muestra en una caja Petri con una cama de algo-
dén y papel filtro humedecidos. Tres placas se utiliza-
ron como controles sanos y tres mas se inocularon con
50 ul de una suspension de esporas de A. parasiticus a
cada grano. Las placas se incubaron a 28 + 2°C durante
siete dias.

Tabla 1. Muestras de maices nativos de Oaxaca.

Numero Lugar de
de Raza Color procedencia
muestra
1 Vandeno | Amairillo Santa Cruz
Mixtepec
2 Arrocillo Morado Zimatlan de
Alvarez
3 Arrocillo Blanco San Antonio
Huitepec
4 Vanderio | Naranja | Tlahuitoltepec
5 Elote Rojo San Antonio
conico Huitepec

Extraccion y cuantificacién de proteinas.

La extraccion de proteinas se realizd por maceracion
utilizando el buffer de extraccion [9] con una relacion 1:1
(p/v) y centrifugando las muestras a 12000 rpm durante
15 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se cuantifica-
ron por friplicado mediante la técnica de Bradford ufili-
zando una curva estandar de BSA (Albumina de suero
bovino) (Figura 1), la ecuacion de regresion lineal fue: y =
0.0043x + 0.0198 con un coeficiente de correlacion de
0.9903, por tanto, la ecuacion indico una alta relacién
entre las variables. Los extractos fueron almacenados
a -20 °C en un congelador FRIGIDAIRE hasta su utiliza-
cion.

Absorbancia
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Figura 1. Curva estandar de proteinas utilizando BSA.
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Ensayo de actividad enzimatica de peroxidasas.

El ensayo se baso en la capacidad que tienen las pe-
roxidasas de utilizar al DTT como donador de electro-
nes y poder reducir hidroperoxidos, utilizando la técnica
reportada por [13] con algunas modificaciones. Se inicio
el ensayo con una mezcla de pre incubacion a 37 °C
durante 10 minutos que contenia en un volumen de 600
pl, 50 uM de tris-HCI pH 8.0, 4 mM de DTT y 200 ug
de extracto de proteinas de cada muestra (coleopfi-
lo y raiz). Posteriormente se anadieron 600 pl de una
solucion de 100 pM de H:0. y se incubd la reaccion 10
minutos a 37 °C. El precipitado de proteinas se elimind
mediante centrifugacion de 3 minutos a 500 rpm y se
anadié a la reaccion 400 ul de sulfato ferroso amoni-
co 10 mM y 200 pl de tiocianato de potasio 2.5 M, los
cuales reaccionan con el hidroperéxido remanente y
forman un complejo color purpura. La concentracion
de peroxido se determiné espectrofotométricamente a
480 nm en un equipo SPECTRONIC 20D utilizando una
curva estandar de HzO-.

RESULTADOS

Aspergillus parasiticus.

A. parasiticus en medio PDA de 7 dias de incubacion a
28 + 2°C, tuvo un crecimiento abundante, de color ver-
de obscuro y de tipo algodonoso [12] (Figura 2).

Figura 2. Crecimiento de Aspergillus parasiticus en medio PDA
de 7 dias de incubacion a 28 + 2°C.

Obtencion de las muestras de coleoptilo y raiz.

Los coleoptilos de maiz de 7 dias de incubacién 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,
ademas de que presentaron partes enfermas de color
café a negro y crecimiento del hongo sobre los granos
de maiz (Figura 4b).
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(a) Coleoptilo sano
Figura 3. Coleoptilos de maiz sanos e infectados con Aspergi-
llus parasiticus.

(b) Coleoptilo infectado

Cuantificacién de proteinas totales.

Se realizd la cuantificacion de proteinas totales de las
muestras de maiz (Tabla 2). Las muestras 1, 2 y 4 dis-
minuyen su concentracion de proteinas totales en co-
leoptilos infectados, a diferencia de las muestras sanas
y sin presencia del hongo.

Tabla 2. Concentracién de proteinas totales en coleoptilos
de maiz.

Concentracion de proteinas mg/mi
Muestra Sano Infectado
1 5.23 5.06
2 6.08 4.50
3 4.64 5.48
4 4.69 244
5 4.88 5.17

En los resultados de la cuantificacion de proteinas to-
tales en raices de maiz (Tabla 3), las muestras 1, 2 y
4 presentaron menor concentracion de proteinas en
raices en presencia de Asperdillus, a diferencia de las
muestras 3y 5, teniendo el mismo comportamiento que
las muestras de coleoptilo de maiz, donde estas mis-
mas muestras disminuyeron su concentracioén de pro-
teinas en presencia del hongo.

Tabla 3. Concentraciéon de proteinas totales en raices de
maiz.

Concentracién de proteinas mg/mi
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

Actividad peroxidasa en coleoptilos y raices de
maiz.

Se analiz6 la capacidad destoxificadora de los extrac-
tos de proteinas de coleoptilo y de raiz de maiz hacia
el H202. En cuanto a la actividad enzimatica en coledp-
filos de maiz, tres de las cinco muestras presentaron
mayor actividad peroxidasa en coleopfilos de maiz in-
fectados con A. parasiticus, las cuales fueron las mues-
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tras 3,4 y 5, sin embargo, solo en las muestras 3y 5 la
diferencia fue significativa. La muestra 1 presenté mayor
actividad en el coleoptilo sano, pero no hubo diferencia
significativa con el coleoptilo infectado, mientras que la
muestra 2 tuvo valores de reduccion de hidroperoxido
muy bajos en comparacion con las demas muestras
(Figura 4).
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Figura 4. Reduccion de H20: en muestras de coleoptilos de
maiz sanos e infectados con Aspergillus parasiticus.
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En el analisis enzimatico de los exiractos de raiz, las
cinco muestras presentaron una diferencia significativa
mayor en la actividad peroxidasa en las raices infecta-
das con A. parasiticus a diferencia de los controles sa-
nos, superando al menos tres muestras los niveles de
reduccion de H:O: de las muestras de coleoptilo maiz
(Figura 5).
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Figura 5. Reduccién de H:02 en muestras de raices sanas e
infectadas con Aspergillus parasiticus.
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Tanto los extractos de coleoptilo de maiz como de raiz,
presentaron una alta variabilidad de los resultados de la
actividad enzimatica de peroxidasas. Las muestras 3,
4 y 5, presentaron mayor actividad enzimatica tanto en
coledptilo como en raiz, a diferencia de las muestras
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1y 2, esto puede deberse al lugar de procedencia de
las muestras, ya que provienen de diferentes regiones
geograficas del estado, propiciando que los mecanis-
mos de respuesta sean distintos en cada caso.

CONCLUSIONES

Se evalué la capacidad de enzimas peroxidasas en co-
leoptilos y raices de maices nativos de Oaxaca como
respuesta a la infeccion por Aspergillus parasiticus. En
tres de las cinco muestras, tanto en coleoptilos como
en raiz, se mostré una disminucion en la concentra-
cion de proteinas totales en maices infectados con el
hongo.

En el andlisis de actividad peroxidasa, tres muestras de
coleoptilo de maiz, tuvieron mayor actividad enzimatica
en las muestras infectadas que en las muestras sanas,
y en muestras de raiz, cuatro aumentaron su actividad
de peroxidasa en raices infectadas con el hongo, obte-
niendo mayor reduccion de peroxidos que los extrac-
tos de coleoptilos de maiz, obteniendo una respuesta
de estas enzimas al estrés generado por A. parasiticus
en esa etapa de crecimiento de la planta.

Este frabajo sienta las bases para continuar realizando
la busqueda de la expresion de proteinas de respuesta
al estrés bajo condiciones bibticas y abidticas en mai-
ces nativos de Oaxaca, con la finalidad de identificar
razas de maiz que se adapten mejor a condiciones ad-
versas de crecimiento.
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