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RESUMEN

Los hongos productores de micotoxinas
responsables de la pudricién de la mazorca en
campo y almacenamiento incluyen algunas especies
del género Aspergillus de importancia econémica
en México y otros paises donde se cultiva el maiz.
El objetivo de la presente investigacién fue evaluar
la expresién del gen zlp en tres muestras de maiz
arrocillo ante la infeccion por  Aspergillus
parasiticus entre los meses de agosto a diciembre
de 2022 en el Centro de Investigacion Facultad de
Medicina UNAM-UABJO, Oaxaca. Las muestras
infectadas con A. parasiticus presentaron cambios
morfolégicos en comparaciéon con las muestras
control o sin infeccién cémo oscurecimiento y
marchites en los meristemos apicales de
cole6ptilos y radicula. La calidad e integridad del
ARN extraido fue aceptable. El anilisis de Ila
expresion mediante RT-PCR semicuantitativa de
las muestras analizadas mostré6 que arrocillo
blanco control fue la muestra que exhibié mayor
expresion de zlp, e incluso fue mayor a la muestra
infectada con Aspergillus con una diferencia de
18.42 %. La muestra arrocillo amarillo control e
inoculado presenté una baja expresion del gen,
mientras que arrocillo azul inoculado mostrd
induccién en un I1.81 % comparado con el
control, posterior a la infeccién fungica. La
expresion del gen de zlp se correlacion6 con el
desarrollo de los coledptilos, las muestras de color
blanco y azul presentaron mejor crecimiento a
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diferencia de la muestra de color amarillo. Los
resultados obtenidos sugieren la expresién del gen
zlp como respuesta la infeccién de A. parasiticus
en la primera etapa de desarrollo del maiz.

Palabras clave: Aspergillus parasiticus, expresién
génica, gen Z]p, maiz nativo.

ABSTRACT

Mycotoxin-producing fungi responsible for ear rot
in the field and in storage include some species of
the Aspergillus genus of economic importance in
Mexico and other countries where corn is grown.
The objective of the present investigation was to
evaluate the expression of the zp gene in three
arrocillo maize samples in response to infection by
Aspergillus parasiticus between the months of
August to December 2022 at the UNAM-UABJO
Faculty of Medicine Research Center, Oaxaca.
Samples infected with A. parasiticus presented
morphological changes compared to control or
uninfected samples, such as darkening and wilting
in the apical meristems of coleoptiles and radicle.
The quality and integrity of the extracted RNA
was acceptable. The expression analysis by
semiquantitative RT-PCR of the samples analyzed
showed that control white arrocillo was the sample
that exhibited the highest expression of zlp, and
was even higher than the sample infected with
Aspergillus with a difference of 18.42 %. The

control and inoculated yellow arrocillo sample
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presented a low expression of the gene, while the
inoculated blue arrocillo showed induction of
I1.81 % compared to the control, after the fungal
infection. The expression of the zlp gene was
correlated with the development of coleoptiles, the
white and blue samples presented better growth
unlike the yellow sample. The results obtained
suggest the expression of the z/p gene in response
to A. parasiticus infection in the first stage of
maize development.

Index words:

Aspergillus  parasiticus,  gene

expression, Z]p gene, native maize.
INTRODUCCION

El maiz es el cultivo de mayor importancia en
Meéxico (Lépez y Becerra, 2018), cerca del 75 %
proviene de semillas nativas mientras que el 25 %
restante es de origen comercial (Orozco-Ramirez,
Perales & Hijmans, 2017). En el pais se han
reportado alrededor de 64 razas, de las cuales 59
son consideradas nativas y a su vez, diferentes
poblaciones de teocintle, parientes silvestres del
maiz (Torres-Pefia et al, 2015; CONABIO,
201T). Estos maices han estado en resguardo de
las comunidades rurales quienes las seleccionan a
través de su conocimiento, preferencias y practicas
adaptadas  de
manteniendo asi la diversidad de este importante
cultivo (Escalante y Trigo, 2018) Dentro de las

variedades de maices nativos de mayor produccién

acuerdo a sus necesidades,

en el estado se encuentra la raza arrocillo,
caracterizada por presentar mazorcas delgadas y
cénicas con un gran ndmero de hileras de granos
por mazorca y una diversidad de colores que van
de blanco hasta azul. En Oaxaca, esta raza esta
distribuida en las zonas altas de la Sierra Sur

(CONABIO, 2020; Aragén et al., 2006).

Durante su crecimiento y almacenamiento el
maiz estd expuesto a sufrir infecciones que derivan
en la pudricién de la mazorca y el grano causada
por fitopatbgenos, entre ellos las especies A. flavus
y A. parasiticus.  Aspergillus en condiciones
6ptimas de crecimiento produce metabolitos
secundarios denominados aflatoxinas que son
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altamente téxicos para quienes consumen granos
contaminados. A la fecha, se han realizado estudios
con la finalidad de identificar germoplasmas que
presenten resistencia a la infeccién de este hongo y
su contaminacién por aflatoxinas (Alvarez—Dias et
al., 2022; Shabeer et al., 2022; Sarma et al., 2017)
representando una solucién viable y econdémica
para contrarrestar esta problematica (Sheoran et
al, 2022; Mwamahonje et al., 202I; Luo et al,
201T1).

Con ayuda de nuevos estudios moleculares se
han identificado multiples genes y sus proteinas en
lineas puras e hibridos comerciales con resistencia,
sin embargo, estos andlisis se han realizado en
otros paises (Brown et al, 2010). Actualmente,
son pocas las investigaciones que se han realizado
con la finalidad de identificar genes y/o proteinas
en maices nativos de México (Varapizuela-
Sanchez, 2020; Sandoval-Flores, 2016; Sanchez-
Medina, 2016) y los teocintles (Hernindez-
Morales, 2022), que respondan ante la infeccién
causada por Aspergillus flavusy A. parasiticus. Las
razas nativas que se han evaluado son: bolita,
conejo, tuxpefio, zapalote, elotes conicos, vandefio,
tepecintle, serrano, y arrocillo; mientras que los

genes evaluados son; ZmCOR, glx-1, perly zIp.

Los cuatro genes son catalogados como genes
de resistencia, sin embargo, por la actividad de su
proteina, z/p sintetiza una proteina con actividad
antifingica aislada de maiz (Shatters et al., 2006;
Schimoler-O'Rourke et al., 2001; Roberts et al.,
1996) mientras que ZmCOR, glx-1 y perl
sintetizan proteinas relacionadas al estrés. En
bioensayos, la proteina zjp provocs la
permeabilizacién de la membrana plasmética en el
apice de las hifas de Aspergillus (Batalia,
Monzingo, Ernst, Roberts & Robertus, 1996;
Roberts &  Selitrennikoff, 1990;), desde su
descubrimiento se ha usado también contra otros
patégenos, como: Neurospora crassa, Candida,
Trichoderma, Fusarrum, Rhizoctonia y
Chaetomium (Perri et al.,, 2009, Roberts et al.,

1996).



Revista Mexicana de Agroecosistemas ISSN: 2007-9559 vol. 10(2): 68 — 77,2023

DO httpsi//doiorg/10.60158 /1ma.vI0i2.40T

ARTICULO CIENTIFICO

Expresion de zeamatina en maiz

Figura I. Muestras de maiz de la raza arrocillo: a) blanco, b) amarillo y ¢) azul.

Por lo anterior, es de suma importancia conocer
la respuesta de estos genes de resistencia y sus
proteinas en razas de maices nativos debido a la
importancia cultural y econémica que tienen en
México. El objetivo de la investigacién fue evaluar
la expresion del gen zlp en coledptilos de maiz
arrocillo ante la infeccién causada por A.
parasiticus.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de maiz

Las tres muestras de la raza arrocillo (blanco,
amarillo y azul) fueron obtenidas por colecta
directa en el municipio de Santa Marfa Lachixio,
distrito Sola de Vega, Oaxaca, donde se han
identificado poblaciones del material para su
conservacién in situ al presentar las versiones mas
puras de esta raza en el estado (Aragén et al,
2006). Las caracteristicas de las mazorcas son:
mazorcas delgadas y cortas, cénicas, con un
nimero mediano de hileras; promedio de 15.4
hileras. Granos del tipo reventador, pequefios, muy
angostos y delgados, redondeados, en forma de
cufia, endospermo muy cérneo, aleurona sin color;
pericarpio sin color (Figura I).
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Preparacién del inoculo e infeccién de colesptilos
de maiz

Para los ensayos se utilizd una cepa de A.
parasiticus, ATCC 16992 caracterizada por su alta
produccién de aflatoxinas. Se inocularon placas
con medio PDA con 100 pL de una suspension
concentrada de esporas y se incubaron siete dias en
una incubadora INDELAB a 2812 °C. La
recuperacién de esporas se llevé a cabo en agua
estéril con tritén al 0.01 % y se conservaron en
tubos de vidrio a temperatura de refrigeracién (4
°C) hasta su utilizacién.

Para la obtencién de coledptilos de maiz, 60
semillas de cada muestra se desinfectaron en
alcohol etilico al 70 % durante 10 min, se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y se
colocaron 10 semillas en una caja Petri estéril con
papel filtro y algodén humedecidos, siendo estos
una unidad experimental. Tres placas se utilizaron
como control positivo (sin infeccién fungica)
inoculados con 50 UL de agua estéril y tres mas se
inocularon con SO PL de una suspensién de
esporas de A. parasiticus a una concentracién de
IXI0° esporas mL". Las placas se etiquetaron de
la siguiente manera: arrocillo blanco (Ablc y Abli),
arrocillo amarillo (Aamc y Aami) y arrocillo azul
(Aazc y Aazi), control e infectado. Finalmente, se
incubaron a 28%2 °C durante 8 dfas (Varapizuela-
Sanchez et al., 2022), y se determiné el porcentaje
de germinacion de los granos con y sin inoculaciéon
a partir del quinto dia de incubacién.
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Extraccién y cuantificacién de ARN

La extraccién del ARN total de los coledptilos de
maiz se realiz6 con base en la metodologia
comercial de TRIzol™ (Invitrogen). Se pesaron
100 mg de tejido y se maceraron con I mL de
TRizol en un mortero frio, posteriormente se pasé
la muestra a un tubo eppendorf y se centrifugé a
I1, 000 rpm a 4 °C por 10 min. El sobrenadante
se trasfirié a un tubo nuevo y se adicionaron 200
uL de cloroformo frio, se agité vigorosamente y se
centrifugb nuevamente por IS min bajo las mismas
condiciones. La fase acuosa se transfirié a un tubo
nuevo evitando la interfase y se adicionaron 500
uL de isopropanol frio para la precipitacion del
ARN, se agité y centrifugd por 10 min con las
mismas condiciones. Se descarté el sobrenadante
y se realizaron tres lavados con I mL de alcohol
etilico al 75 %, centrifugando a 7500 rpm por 5
min y se llevé a bafio marfa por 10 min a §7 °C
para evaporar los restos de alcohol. El pellet se
resuspendié en 40 pL de agua ultrapura. Se realiz6
la cuantificacién y verificacién de la pureza del
ARN  obtenido en un equipo NanoDrop
(NanoDrop 2000c, ThermoScientific™) y se
verificé la integridad por electroforesis en gel de

agarosa al I % en buffer TAE IX.

Expresién génica por PCR con transcriptasa
inversa (RT-PCR) semicuantitativa

La sintesis de la primera cadena de ADN se obtuvo
usando el kit ADNc RevertAid
(ThermoScientific™) en un termociclador BIO-
RAD MyCycler siguiendo las instrucciones del
proveedor y utilizando una concentracién final de

25 ng de ARN como plantilla para la reaccion.

La sintesis de las siguientes cadenas de ADN
se realiz6 por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando el kit GoTaq® Green Master
Mix (Promega). Para la amplificacién del gen zp,
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se disefid el juego de oligonucledtidos “zlp
Forward 5° GGTAGTGAAGCCTCGAAGG 3’
y Reverse 5

GCATTACTACATCCTAGCACAGC 37,
utilizando el software Primer3 (v. 0.4.0). Para la
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amplificacién del gen de referencia actina (MAcI)
se usé el juego de oligonucledtidos reportado por
Baker et  al (2009)  (Forward &'
GTGACAATGGCACTGGAATG 3' y Reverse
5" GACCTGACCATCAGGCATCT 3'"). El
termociclador se programé de la siguiente manera:
desnaturalizacién inicial a 95 °C por 2 min, 30
ciclos; con desnaturalizacién a 95 °C por 1 min,
alineamiento de 53 °C por 30 seg para ambos
oligonucledtidos y extension a 72 °C por 39 y 51
seg para Z]p y MAcl, respectivamente. La

extension final fue de 72 °C por S min.

Los productos obtenidos de la PCR  se
corrieron por electroforesis en geles de agarosa al
I % con bufter TAE IX a 70 volts por 30 min y
las imagenes se obtuvieron en un transiluminador
con luz UV (Kodak Gel Logic 200 Imaging
System). El anélisis fue por triplicado. Las
iméagenes de los productos de PCR se analizaron
por densitometrfa con el programa Image]®
(Schneider, Rasband & Eliceiri, 2012), la imagen
se ajustd a escala de grises de 8 bits, el brillo y
contraste se ajustaron en modo automatico y se
invirtié a blanco y negro utilizando la herramienta
invert LUT del mismo programa. Los resultados
obtenidos por densitometria de la expresién del
gen zlp se compararon mediante un analisis de
varianza y la prueba de medias (Tukey, 0.05)
utilizando el software Minitab (Versiéon 18),
expresando el rea de cada producto en porcentaje.

RESULTADOS Y DISCUSION

control o sin infeccién

En las

germinaron, el 100 % de las semillas (las tres

muestras

unidades experimentales). Los coledptilos y
radiculas mostraron un color amarillo hialino, con
vigorosidad 'y asi mismo raices seminales
abundantes (Figura 2a); por su parte, las muestras
infectadas con el patdgeno A. parasiticus
presentaron un 70 % de germinacién, en los
tejidos de coledptilo y radicula se observéd
oscurecimiento causado por la infeccién (Figura
2b), ademas, el 20 % de las plantulas presentaron
marchitamiento en los apices Estas caracteristicas

son similares a las reportadas por Varapizuela
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Figura 2. Coledptilos de maiz. a) control, b) inoculado con Aspergillus parasiticus.

et al. (2022) en el que se infectaron muestras de
maiz nativo con A. flavus, otra especie productora
de aflatoxinas. El dafio en el tejido de los
cole6ptilos también se ha reportado por otros
hongos, y en teocintle, se presenté marchitamiento
y clorosis en coledptilos inoculados con el hongo

fitopatdgeno Ustilago maydis (Pérez et al., 2017).

El ARN total obtenido presenté las bandas
caracteristicas 28s y 18s bien definidas y sin trazas
de material degradado, ademis de tener valores
aceptables de calidad, pureza e integridad de
acuerdo  con los  parAmetros  reportados
(Vennapusa et al., 2020; Conde et al,, 2012). Se
comparé la expresion del gen zlp en coledptilos
control (Able, Aamc y Aazc) e inoculados con A.
parasiticus (Abli, Aami y Aazi). De acuerdo con
los resultados obtenidos por densitometria de los
productos de RT-PCR, la muestra Ablc presentd
la mayor expresién génica de zlp y gen de
referencia MAc/ de todas las muestras analizadas.
Los niveles de expresién obtenidos de Ablc
superaron significativamente a la muestra infectada
(Abli) con un 18.42 % y 5.35 % parael gen zlp y
al gen de referencia MAcI respectivamente. Por
otra parte, la mayor induccién estadisticamente
superior en coledptilos infectados se presentd en la
muestra Aazi con un valor de I11.81 % superior al
control, mientras que en la muestra Aam no hubo
diferencia significativa en la expresién génica entre
el control y el coledptilo infectado (Figura 3).

En un estudio realizado por Sajjad et al. (2016)

se analiz6 la expresién del gen z/p ante la infeccién
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por Aspergillus niger en tejidos de hojas jévenes de
maices hibridos, encontrando una trascripcién
baja respecto al gen de referencia gliceraldehido 3-

fosfato (GAPDH),

obteniendo una mayor expresién de zlp en

deshidrogenasa pero
muestras infectadas en comparacién con las
muestras sanas, datos similares a los obtenidos en
este trabajo de investigacién, donde en dos de las
tres muestras infectadas presentaron respuesta ante
la infeccién fungica, siendo Aaz la muestras que
tuvo una mejor induccién en la expresion del gen.

En otro estudio en donde se analizé la
expresién de los genes ZmCOR y zlp ante la
infeccién por A. flavus en embriones de maiz
nativo elotes cénicos negro (susceptible a Ia
infeccién por Aspergillus), elotes conicos rojo
(resistente) y B73 linea endogamica susceptible
formada en Estados Unidos, no se identificaron
trascritos del gen zlp en ninguna de las muestras
(Sandoval-Flores,  20106).  Estos

resultados difieren con los obtenidos en la presente

analizadas

investigacion, en la cual se observé transcripcién
del gen en las tres muestras de arrocillo tanto sanas
como inoculadas con A. parasiticus, lo cual podria
deberse a que se evaluaron en etapas de desarrollo
diferente. Por otra parte, Sinchez-Medina (2016)
evalué la expresion de tres genes relacionados con
la resistencia a la infeccién de A. parasiticus en
razas de maices nativos, entre ellas dos muestras de
arrocillo, reportando niveles significativos de la
expresién de estos genes en dos muestras (morado
y blanco) que, ademas, presentaron niveles bajos de
concentracién de aflatoxina BI por kilogramo de
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Los

proporcionan evidencia de la respuesta positiva

maiz. estudios en la raza arrocillo

que tiene este maiz nativo ante la infeccién fngica.

La actividad de la proteina zeamatina fue
analizada como respuesta al estrés causado por A.
flavus y Fusarium moniliforme en genotipos de
maiz resistente (GT-MAS: gk y Mp420) y
susceptibles (Pioneer 3154 y Deltapine G-46606).
En ambos bioensayos, se inhibi6 el crecimiento de
hifas en los discos de cultivo, paralelamente se
identific6 mayor actividad antifingica en ensayos
con granos germinados a las 72 h, en contraste con
los no germinados, sugiriendo una resistencia
asociada a la germinacién (Guo et al,, 1997). Una
investigacién  adicional  identific6  mayores
concentraciones de la proteina zeamatina en el
germen del grano en comparacién con el
endospermo (Guo et al.,, 1999). Posteriormente,
Chen et al (2001) reportaron altos niveles de
zeamatina y otras proteinas antifﬁngicas en
embriones de genotipos de maiz resistentes a A.
flavus respecto a las semillas no germinadas de
Considerando  la

genotipos  susceptibles.

importancia de la actividad de la proteina en la
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etapa germinativa, las muestra de Abl y Aaz
podrian tener una buena respuesta en el suelo ante
la presencia de hongos fitopatégenos.

Si bien, estudios previos reportan el aislamiento
del gen y la proteina zeamatina en diferentes
tejidos del maiz y su aplicaciones en tratamientos
contra diferentes especies fingicas con fines
terapéuticos (Perri et al, 2009; Wilson et al,
2000; Selitrennikoft et al, 1992), su aplicacién
para el control de especies del género Aspergillus
en cultivos de importancia econdémica como el
maiz ha sido escasa, asi como la identificacién de
germoplasma nativo con resistencia a la infeccién
Aspergillus y acumulacién de aflatoxinas. St bien
la resistencia es un fenémeno multigénico (Singh
et al, 2023; Chen et al., 2015;), los resultados de
esta investigacidn sugieren la participacion del gen
zlp como respuesta a la infeccidén de A. parasiticus
en la primera etapa de desarrollo del maiz como se
observé en la muestra Ablc, ya que present6 una
alta expresién constitutiva y en el caso de la
muestra Aazi donde se indujo la expresion del gen
ante la presencia del hongo, en ambos casos con
mecanismos de defensa presentes en el maiz nativo.

# Control

# Infectado

C
C

W

4

Aam Aa

Figura 3. Porcentaje de expresién génica de zlp en muestras de maiz nativo arrocillo. Actina (MAc 1) de
arrocillo blanco (Act-Abl), arrocillo blanco (AbI), arrocillo amarillo (Aam), arrocillo azul (Aaz).

Letras distintas presentan diferencias estadisticas significativas (Tukey, 0.05). Las lineas verticales

sobre las barras representan el error estandar.
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Se ha considerado de gran relevancia conocer
los mecanismos de resistencia natural en este
importante cultivo que puede servir como punto
de partida para estudios similares en otros cultivos
de importancia agricola (Spencer-Smith et al.,
2019; Cary et al., 2011), incluso se ha considerado
el uso de la biotecnologia en el cultivo de maiz para
resolver el grave problema de la contaminacién con

aflatoxinas (Bhatnagar-Mathur et al., 2015).

CONCLUSIONES

En este estudio se evalué la expresion del gen zlp
en coledptilos de tres muestras de maiz nativo de
la raza arrocillo ante la infeccién causada por A.
parasiticus. De estos, la muestra Aaz presento la
mayor induccién del gen tras la infeccién del
patdgeno, la cual fue estadisticamente significativa
en comparacion al control (sin infeccién). Por otra
parte, la expresion constitutiva de la muestra Abl
no inoculada fue estadistica y numéricamente
superior a la muestra con infeccién. La expresién
de este gen puede favorecer la germinacién y
desarrollo de la planta de maiz frente a la infecciéon
por A. parasiticus en los coledptilos de las
muestras de maiz arrocillo de color blanco y azul.
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