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Resumen

RESUMEN

Los hongos productores de micotoxinas son responsables de la pudricion del maiz en campo y
almacenamiento, estas incluyen algunas especies del género Aspergillus de importancia
econdémica a nivel mundial. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la expresion de
los genes glx-1, perl y zeamatina en tres muestras de maiz nativo: raza bolita y raza arrocillo
ante la infeccion por Aspergillus parasiticus. Las muestras infectadas con el hongo presentaron
cambios morfoldgicos: cdmo oscurecimiento y marchites en los meristemos apicales de
coleoptilos y radicula, a diferencia de las muestras sin infeccién. La calidad e integridad del
ARN extraido fue aceptable. El analisis de la expresion glx-1, perl y zeamatina mediante RT-
PCR semicuantitativa reveld que el gen glx-1 tuvo mayor expresién en comparacion con el gen
de referencia, en las muestras de maiz raza bolita y en el F1 (bolita blanco-Zea diploperennis)
comparado con las muestras de la raza arrocillo. De manera general el gen perl present6 una
baja expresion génica, siendo el F1 y Bbl las muestras que sobresalieron. En zeamatina se
observaron mayores niveles de expresion en la raza bolita a diferencia de arrocillo, mientras que
en el F1 los niveles de expresion también fueron bajos. En ambas razas de maiz se detectaron
trascritos de los genes glIx-1, perl y zeamatina bajo las condiciones experimentales establecidas
en esta investigacion, estos resultados sugieren la participacion de estos genes en algunas
muestras, como respuesta a la infeccion de A. parasiticus en la primera etapa de desarrollo de

las muestras de maiz analizadas.



Abstract

ABSTRACT

Mycotoxin-producing fungi responsible for rotting of maize in the field and in storage include
some species of the Aspergillus genus of economic importance worldwide. The objective of the
present investigation was to evaluate the expression of the glx-1, perl and zeamatin genes in
three samples of native corn, bolita race and arrocillo race, in response to infection by
Aspergillus parasiticus. Samples infected with the fungus presented morphological changes:
such as darkening and wilting in the apical meristems of coleoptiles and radicle, unlike samples
without infection. The quality and integrity of the extracted RNA was acceptable. The analysis
of gIx-1, perl and zeamatin expression by semiquantitative RT-PCR revealed that the glx-1
gene was expressed with greater intensity in the bolita race maize samples and in the F1 (white
bolita-Zea diploperennis) compared to the samples of the arrocillo breed. In general, the perl
gene presented low gene induction, with F1 and Bbl being the samples with the highest
expression. In zeamatina, higher expression levels were observed in the bolita breed, unlike the
rice breed, while in the F1 the expression levels were also low. In both races of corn, transcripts
of the gIx-1, perl and zeamatin genes were detected under the experimental conditions
established in this research. These results suggest the participation of these genes in some
samples, as a response to the A. parasiticus infection in the first stage of development of the

corn samples analyzed.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

En México se han reportado 64 razas de maiz, de las cuales el 59 % son consideradas como
maices nativos (CONABIO, 2022), Oaxaca es uno de los estados con mayor diversidad,
albergando alrededor de 35 razas, dentro de ellas la raza bolita y arrocillo (Aragon et al. 2006).
El maiz de raza bolita predomina en la region de los Valles Centrales, se caracteriza por tener
un ciclo de produccion corto y buena cobertura de la mazorca, sus granos han tenido una gran
variedad de usos, principalmente para la elaboracion tortillas (Ramirez et al. 2022) y téjate,
bebida tradicional en la regién de los Valles Centrales (Soleri et al. 2023). Otra raza de
importancia en el estado es la raza arrocillo, caracterizada por presentar mazorcas delgadas y
cénicas con un gran numero de hileras de granos por mazorca y una diversidad de colores que
van de blanco hasta azul. En Oaxaca, esta raza esté distribuida en las zonas altas de la Sierra Sur
(CONABIO, 2020; Aragdn et al. 2006).

Al igual que otros cultivos de interés economico, el maiz es vulnerable a dafios causados por
diversos patdgenos que disminuyen el rendimiento y calidad del grano. Entre los hongos
fitopatdbgenos mas frecuentes se encuentran algunas especies del género Aspergillus,
particularmente A. flavus y A parasiticus, ambas especies productoras de aflatoxinas,
micotoxinas altamente toxicas para el ser humano y animal (Jallow et al. 2021; Benkerroum,
2020). La exposicion prolongada de productos contaminados con esta micotoxina se ha
relacionado con diversos padecimientos, como hepatotoxicidad de higado, retraso en el
crecimiento, efecto inmunosupresor, cancer, problemas digestivos entre otras perturbaciones
metabdlicas (Liu et al. 2022; Kumar et al. 2017); siendo las aflatoxinas méas importantes la
AFB1, AFB2, AFG1ly AFG2 (Alameri et al. 2023; Shabeer et al. 2022).

Se han realizado estudios con la finalidad de identificar germoplasmas que presenten resistencia
a la infeccion de estos hongos y su contaminacion por aflatoxinas (Alvarez-Dias et al. 2022;
Shabeer et al. 2022; Sarma et al. 2017) representando una solucion viable y econémica para
contrarrestar esta problematica (Sheoran et al. 2022; Mwamahonje et al. 2021). Con ayuda de
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nuevos estudios moleculares se han identificado multiples genes y sus proteinas en lineas puras
e hibridos comerciales con resistencia (Brown et al. 2010). En este sentido, las lineas nativas de

maices mexicanos representan un area de oportunidad para su estudio.

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 (Hernandez-Morales, 2022), que respondan ante
la infeccion causada por A. flavus y A. parasiticus. Entre los genes de importancia catalogados
como genes de resistencia por la actividad de sus proteinas se encuentra la Glioxalasa | (GLX1)
que participa en la desintoxicacion del metilglioxal (MG), inductor de la produccion de las
aflatoxinas (Chen et al. 2004), la proteina 1-Cys peroxirredoxina (PER1), que cataliza la
conversion de peroxido de hidrogeno (H202) en agua, reduciendo el dafio celular (Chen et al.
2007) y la Zeamatina proteina antifingica que permeabiliza la membrana plasmatica en el apice
de las hifas de diversos hongos (Batalia et al. 1996, Roberts & Selitrennikoff, 1990).

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 estos
tienen en México. El objetivo de la siguiente investigacion, fue evaluar la expresion de los genes
glx-1, perl y zeamatina en coledptilos de maiz raza bolita y raza arrocillo ante la infeccién

causada por A. parasiticus.
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Il. ANTECEDENTES

2.1 El maiz en México

México es considerado el centro de origen, domesticacion y diversificacion del maiz, ademas,
alberga a sus parientes silvestres, los teocintles. Las evidencias biotecnol6gicas recientes
sefialan al teocintle anual Zea mays ssp. parviglumis, como el ancestro directo del maiz moderno
Zea mays L. ssp. mays y a la cuenca del Rio Balsas como la region donde han concurrido el

teocintle y el maiz (Matsuoka et al. 2002) (Cuadro 1).

Cuadro 1.Clasificacion taxonémica del maiz moderno

Familia: Poaceae
Subfamilia: Panicoideae
Tribu: Maydeae
Geénero: Zea
Seccion: Zea
Especie: mays
Subsp:  mays (L.)

En cuanto a la diversidad bioldgica, de las 220 razas reportadas en América Latina, 64 razas
fueron identificadas en México, de estas, 59 son consideradas nativas (Figura 1) (CONABIO,
2022; Sanchez et al. 2000). Esta gran diversidad ha estado en resguardo de las comunidades
rurales quienes las seleccionan a través de su conocimiento, preferencias y practicas adaptadas
de acuerdo a sus necesidades, manteniendo asi la diversidad de este importante cultivo
(Escalante y Trigo, 2018), tan solo en la gastronomia mexicana se ha reportado alrededor de
600 formas de preparar platillos y bebidas a base del maiz (Oseguera y Ortega, 2016).
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Figura 1. Razas de maiz en México y sus progenitores (Bedoya, 2010).

2.2 Maices oaxaquefios

Oaxaca es considerado uno de los mas importantes reservorios geneticos del maiz en México y

en el mundo. El estado concentra 35 razas representando el 54% de las reportadas en todo el

pais. Dentro de las accesiones se encuentra el Ancho, Arrocillo, Bolita, Celaya, Chalquefio,

Chiquito, Comiteco, Conejo, Conico, Conico Nortefio, Elotes Conicos, Elotes Occidentales,

Mixefio, Mixteco, Mushito, Nal-Tel, Nal-Tel de Altura, Negro de Tierra Fria, Negro Mixteco,

Olotillo, Oloton, Olotdon Imbricado, Palomero Toluquefio, Pepitilla, Serrano, Serrano de

Oaxaca, Serrano Mixe, Tabloncillo, Tehua, Tepecintle, Tuxpefio, Vandefio, Zamorano,

Zapalote Chico y Zapalote Grande. De acuerdo a los reportes, la raza con mayor nimero de

colecta en el estado es la raza bolita seguido de conico y mushito; en cuento al color del grano,

los de mayor colecta son el blanco (62.93 %) y amarillo (20.13 %), los menos frecuentes son el

rojo (27 colectas) y el naranja (38 colectas) (Aragén et al. 2006).
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2.2.1 Maiz raza Bolita

Esta raza tiene su origen en los Valles Centrales de Oaxaca, sin embargo, se ha colectado
también en la regién Mixteca y zonas adyacentes de los estados de Puebla y Guerrero; crece en
altitudes entre 1,500 y 2,465 msnm. Esta raza se adapta a los climas templado-arido frio,
subtropico-arido templado, subtropico-semiarido templado, subtrépico-subhimedo templado,
subtrdpico-semiarido semicalido y subtrépico-subhimedo semicélido (Ruiz et al. 2013), se
caracteriza por tener un ciclo de produccién corto y buena cobertura de la mazorca (Figura 2),
sus granos han tenido una gran variedad de usos, principalmente para la elaboracion de tortillas
(Ramirez et al. 2022) y téjate, bebida tradicional en la region de origen (Soleri et al. 2022).
Algunos sitios recomendados para realizar colectas por presentar menor introgresion de otras
razas de maiz son: Santa Ana Zegache, Ocotlan; San Bartolomé Quialana, Tlacolula; Santa
Marta Chichihualtepec, Ejutla; La Trinidad, Zaachila; y San Juan Teitipac, Tlacolula (Aragon
et al. 2006).
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Figura 2. Muestras de maiz raza bolita color azul y blanco

2.2.2 Maiz raza Arrocillo

Arrocillo es una raza indigena antigua cuyo nombre se refiere al tipo caracteristico del grano,

presenta mazorcas pequefias, delgadas y conicas (Figura 3); en promedio las mazorcas tienen
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15 hileras de granos semi-cristalino, apiculado (puntiagudo) a semi-dentado y cortos (Aragon
et al. 2006; Wellhausen et al. 1951).

Se cultiva en la regiones templadas-frias con alta nubosidad de la Sierra Norte de Puebla y
Veracruz y en algunas areas altas de la Mesa Central (partes altas de Hidalgo, Tlaxcala, Estado
de México, Michoacan y Oaxaca) (CONABIO, 2020). En Oaxaca, esta raza esta distribuida en
las zonas altas de la Sierra Sur, siendo Santa Maria Lachixio, Sola de Vega el lugar donde se ha

identificado poblaciones de este material para su conservacion in situ (Aragén et al. 2006)

Figura 3.Muestras de maiz de la raza arrocillo en colores naranja, blanco, amarillo y azul.

2.3 Aspergillus y aflatoxinas

La mayoria de las especies del género Aspergillus son hongos filamentosos saprofitos que
desempefian un papel importante en la descomposicion de la materia orgénica. Su habitat natural
es el suelo donde pueden sobreviven y desarrollarse sobre materia en descomposicién, sin
embargo, pueden colonizar una gran variedad de substratos bajo condiciones ambientales
extremas; estos hongos son frecuentes en climas tropicales y subtropicales disminuyendo en los

climas frios (Paulussen et al. 2017).
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Aspergillus requiere para su desarrollo una humedad relativa entre el 70 a 90 %, sin embargo,
en granos también se desarrolla con un contenido de agua de 15 a 20 % y un rango de
temperatura de 0 a 45 °C. Las colonias son usualmente de crecimiento rapido, poseen distintos
tonos de blanco, verde, pardo, gris, amarillo, amarillo-café, café a negro o tonos del verde-
grisaceo o verde-azulado (Piontelli, 2008). Aspergillus posee un conidiéforo caracteristico, en
la estructura unicelular posee tres partes: vesicula (extremo apical), estipe (seccion cilindrica
situada debajo de la vesicula) y célula pie (seccién final). Sobre la vesicula se disponen las
células conididgenas, denominadas habitualmente fialides. En muchas especies del género se
presenta, entre la vesicula y las fialides, otras células denominadas métulas (Figura 4). Las
cabezas conidiales que sélo presentan fidlides se denominan uniseriadas y las que presentan

fialides y métulas se conocen como biseriadas (Frisvad et al. 2015).

Cabeza radiada biseriada Cabeza columnar monoseriada

Fidlides

Conidios
Fidlides

Tipos de vesiculas

Globosa  Espatulada
Piriforme Clavada

D
2/
( ///(/ Y Catutas Hiite

Figura 4. Caracteristicas del género Aspergillus

El género Aspergillus se ha dividido en varias secciones, la seccion Flavi cominmente conocida

como “grupo A. flavus” es la mas reconocida por incluir especies productoras de dos importantes
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micotoxinas, las aflatoxinas (AF) y las ocratoxinas (Visagie & Houbraken, 2020; Frisvad et al.
2019). A. flavus y A. parasiticus, miembros de esta seccion son especies caracterizadas por su
alta produccion de aflatoxinas capaces de infectar granos de maiz inmaduro en campo durante
la floracién, a través de la seda en condiciones de altas temperaturas y estrés hidrico (Pechanova
& Pechan, 2015) ademas, la infeccidén puede ocurrir por lesiones causados en el grano por
insectos (Molnér et al. 2023), agudizandose la infeccion en almacén. La infeccion de Aspergillus
y contaminacion de aflatoxinas también ha afectado otros cultivos agricolas como cacahuate
arroz, trigo, sorgo, cebada, avena, centeno, nueces, avellanas, pistaches, pifiones, semillas de
girasol, de algoddn, ajonjoli y almendras, asi como algunos productos procesados, entre ellos
tortilla, harina de maiz y leche (Kumar et al. 2021; Abo Nouh et al. 2020).

Etimolégicamente, la palabra “aflatoxina” viene de a = Aspergillus, fla = flavus y toxina =
veneno (Sarma et al. 2017). Las aflatoxinas son metabolitos secundarios no proteicos y de bajo
peso molecular su estructura consta de un anillo dihidri-difurano o tetrahidro-difurano unido a
una cumarina con un anillo de cinco o seis a&tomos de carbono. Existen alrededor de 20 diferentes
tipos de aflatoxinas, las mas importantes son AFB1, AFB2, AFG1y AFG2 (Alameri et al. 2023;
Shabeer et al. 2022). De acuerdo a la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer la
B1 es la aflatoxina mas potente clasificada como carcinégeno de clase 1 (IARC, 2021), entre
otras alteraciones provocadas por la ingesta de productos contaminado se encuentra
hepatotoxicidad de higado, irritacion dérmica, disrupciones endocrinas, efecto inmunosupresor,
cancer, edema, problemas de digestion, otras perturbaciones metabolicas y muerte (Liu et al.
2022; Kumar et al. 2017; Sarma, et al. 2017).

2.4 Genes de resistencia

Desde hace varias décadas se han reportado diversos estudios en busca de resistencia natural en
lineas e hibridos de maiz, identificando multiples genes cuyas proteinas han demostrado una
importante actividad en la disminucion de la infeccidn causa por Aspergillus y la contaminacion

de aflatoxinas en maiz. En esta bdsqueda, Chen et al. (1999) identificaron una proteina
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denominada TI (inhibidor de la tripsina) de 14 kDa que inhibi6 la germinacion de esporas de A.
flavus y redujo la produccion y actividad de a-amilasa; de esta manera limitando la

disponibilidad de azucares simples necesarios para el crecimiento y desarrollo del hongo.

En otro estudio encabezado por Ji et al. (2000) encontraron ciertas isoformas de quitinasa y B-
1,3-glucanasa en respuesta a la infeccion A. flavus y Fusarium moniliforme en granos maduros
¢ inmaduros de maiz amarillo, siendo la isoforma de quitinasa de 29 kDa y 3-1,3-glucanasa de
33 kDa las que presentaron mayor inhibicion del crecimiento en A. flavus. Analizando
genotipos de maices resistentes y susceptibles a la infeccion por A. flavus, Chen et al. (2002),
encontraron que las muestras inicialmente contenian bajos niveles de Aldosa reductasa (ALD)
antes de la infeccion en comparacion con los genotipos resistentes, sin embargo, después de la
inoculacién fangica, los niveles de esta proteina en lineas susceptibles fueron mas altos en
comparacion con los genotipos resistentes. Posteriormente, Chen et al. (2006) identificaron una
proteina en el endospermo de semillas de maiz que se expresaba cinco veces mas en lineas de
maices resistentes ante la infeccion de Aspergillus y la produccion de aflatoxinas en relacién a
las lineas susceptibles. Esta proteina fue comparada con la proteina relacionada a la patogénesis
por la homologia de péptidos y fue denominada como ZmPR-10, el cual mostrd un efecto
antifangico al inhibir la germinacion de conidios y afectar el crecimiento de las hifas de A.

flavus.

Mas tarde, Brown y colaboradores (2010) reportaron 21 proteinas de genes relacionadas a la
resistencia ante la infeccion de A. flavus y A. parasiticus y contaminacion por aflatoxinas basado
en su homologia de secuencias peptidicas. Estas proteinas se han clasificado en tres categorias

de acuerdo a su actividad principal (cuadro 3).

Otros genes de importancia catalogados como genes de resistencia por la actividad de sus
proteinas se encuentra la Glioxalasa | (GLX1) que participa en la desintoxicacion del
metilglioxal (MG), inductor de la produccion de las aflatoxinas (Chen et al. 2004), la proteina
1-Cys peroxirredoxina (PER1), que cataliza la conversion de peréxido de hidrogeno (H20.) en

agua, reduciendo el dafio celular (Chen et al. 2007) y la Zeamatina proteina antifingica que
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permeabiliza la membrana plasmatica en el apice de las hifas de diversos hongos (Batalia et al.

1996, Roberts & Selitrennikoff, 1990).

Cuadro 2. Proteinas asociadas a la resistencia (RAPs) (Brown et al. 2010)

Proteinas Antifungicas

Proteinas relacionadas al estrés

Zeamatin

Trypsin inhibitor 14kDa (T1)
Ribosome inactivating protein (RIP)
B-1,3-glucanase

Pathogenesis-related protein 10 (PR10)
PR10.1

Trypsin inhibitor 10 kDa (ZmT]I)

Aldose Reductase (ALD)
Cold-regulated protein (ZmCORp)
Water estrés inducible protein (WSI)
Anionic peroxidase

Small heat shock protein 16.9/17.2 kDa
Glyoxalase I (GLX 1)

Peroxiredoxin 1 (PER1)

Proteinas de almacenamiento

Otras

Globulin |

Globulin 11

Cupin domain containing protein (Zmcup)
Late embryogenesis abundant protein (LEA

1)
LEA 14

Serine/threonine protein kinase
Translation initiation factor 5A

Peroxiredoxin antioxidant (PER1)

2.4.1 Gen glx-1

La proteina GLX-I es codificada por el gen glx-1 (glioxalasa 1) cuyo numero de acceso al

GenBank es AY241545. EI ARNm tiene una longitud de 1154 pb, cuya region codificante va

de la base 103 al 975 como se observa en la Figura 5 y cuya proteina se integra de 290

aminodacidos con numero de acceso AAP76396.1.

10
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Figura 5. ARNm del gen glx-1, la region codificante se remarcé en amarillo. La secuencia de
aminoacidos se ubica debajo de la regién codificante.

2.4.2 Gen perl

El ARNm del gen perl (1-Cys peroxiredoxina antioxidante), tiene un nimero de acceso al

GenBank de NM_001112528 y presenta una longitud total de 1171 pb cuya region codificante
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va de la base 51 a la 740. El gen codifica la proteina 1-Cys peroxiredoxin (PER1) de 229
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Figura 6. ARNm del gen per1, la region codificante se remarco en amarillo. La secuencia de
229 aminoacidos se ubica debajo de la region codificante.
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Antecedentes

2.4.3 Gen zeamatina (zlp)

La secuencia de ARNm reportada para el gen zeamatina también conocido como zIp tiene una
longitud de 957 pb cuyo nimero de acceso al GenBank es U06831.1, cuenta con una regién
codificante que va de la base 29 a la 712 como se observa en la figura 7. El gen codifica la
proteina Zeamatina de 227 aminoacidos (NP_001105356)
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Figura 7. ARNm de zeamatina del cultivar B73, la region codificante se remarcé en amarillo.
La secuencia de aminoéacidos se ubica debajo de la region codificante.
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Planteamiento del problema

I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas mayormente por A. flavus y A. parasiticus que
contaminan diversos cultivos, entre ellos el maiz, provocando grandes pérdidas econdémicas en
todo el mundo (Gonzéalez-Curbelo & Kabak, 2023). La ingesta de alimentos contaminados por
esta micotoxina se ha relacionado a diversos padecimientos como hepatotoxicidad de higado,
irritacion dérmica, disrupciones enddcrinas, efecto inmunosupresor, cancer, edema, problemas
de digestidn, otras perturbaciones metabolicas y muerte (Pickova et al. 2021; Kumar et al.
2017).

A la fecha, se han realizado estudios con la finalidad de identificar germoplasmas que presenten
resistencia a la infeccion de este hongo y su contaminacion por aflatoxinas (Shabeer et al. 2022)
representando una solucion viable y econdmica para contrarrestar esta problematica (Sheoran et
al. 2022; Mwamahonje et al. 2021) como resultado, se han reportado diversos genes y sus
proteinas involucradas en la defensa del huésped ante la infeccion de Aspergillus y las
subsecuente produccién de aflatoxinas, sin embargo, estos estudios se ha realizado
principalmente en maices de lineas puras e hibridos. En Oaxaca, Sanchez (2016) report6 la
expresion de tres genes que se expresaron en coledptilos cuyas proteinas estan catalogadas como
de resistencia, de igual manera, se ha reportado expresion génica en diferentes especies y
subespecies de teocintles, ancestros del maiz moderno en condiciones de infeccion flingica
(Hernandez, 2022). Considerando este antecedente, existe la posibilidad de encontrar nuevas
muestras de maiz nativo que puedan inducir la expresion de otros genes de resistencia ante la

infeccion de Aspergillus, planteando la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Cudl serd la expresion de los genes glx-1, perl y zeamatina en las muestras de maiz de la raza

bolita y raza arrocillo ante la infeccion de Aspergillus parasiticus?
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Justificacion

IV. JUSTIFICACION

De acuerdo a las proyecciones del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, la
produccién mundial del maiz durante el afio 2023 se estima en 1,220.7 millones de toneladas,
de los cuales, México aporta el 2% (USDA, 2023). En el pais, la produccién de este grano se
compone en su mayoria por maices nativos que representan el 75 %, el 25 % restante proviene
de semillas de hibridos mejorados (Tadeo-Robledo et al. 2015). Las principales infecciones
fangicas que afectan a este cultivo tanto en campo como en postcosecha son algunas especies
del genero Aspergillus, Fusarium y Penicillium, productores de importantes micotoxinas que
causan pérdidas econémicas y afecta la salud humana y animal; por su alta toxicidad, las
aflatoxinas son las micotoxinas mas importantes, el consumo de alimentos contaminados con
ellas se ha relacionado a padecimientos como el cancer. Un estudio reciente realizado en una
poblacion infantil de Tanzania report6 una incidencia anual de cancer de higado inducido por el
consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas de 1.480 casos por cada 100.000

individuos cuya alimentacion principal era de papillas a base de maiz (Kimanya et al. 2021).

A través de estudios moleculares, se ha reportado la expresion de diversos genes y sus proteinas
en genotipos e hibridos resistentes a la infeccion Aspergillus y acumulacién de aflatoxinas
comparado con los susceptibles (Brown et al. 2010). En maices nativos de México los estudios
aun son escasos Yy hasta el momento no se han reportado trabajos que evalten la expresion de
los genes glx-1, per 1y zeamatina en muestras de la raza bolita y raza arrocillo ante la infeccion
causada por A. parasiticus, asi como tampoco hay trabajos que evallen estos genes en la primera
generacion filial maiz - teocintle (F1), por lo que esta investigacion seria el primero en esta
linea. Considerando lo anterior, es importante identificar razas o muestras de maiz que presenten
resistencia a la infeccion fungica para proponerse como alternativa de consumo, particularmente
en su zona de distribucion natural con el objetivo de reducir los riesgos de ingesta de granos
contaminados. Ademas, esta informacion podra ser empleada para futuras investigaciones sobre
maiz y sus parientes silvestres considerando la importancia econdémica, cultural y social que el

maiz tiene en Oaxaca.
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Hipotesis

V. HIPOTESIS

En muestras de maiz nativo, al menos uno de los genes gIx-1, perl y zeamatina podria presentar

mayor expresion como posible respuesta a la infeccion por Aspergillus parasiticus.
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Metodologia

V1. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar la expresion de los genes glx-1, perl y zeamatina a nivel de ARN de las muestras de

maiz raza bolita y raza arrocillo ante la infeccidn de Aspergillus parasiticus.

6.1.2 Objetivos especificos
a) Determinar el nivel de expresion de ARN por RT-PCR de los genes glx-1, perl y
zeamatina, en muestras de maiz: raza bolita y raza arrocillo.
b) Obtener un hibrido por la cruza de la muestra de maiz susceptible a la infeccion fungica
con el teocintle Zea diploperennis
c) Determinar el nivel de expresion de ARN por RT-PCR, de los genes glx-1, perly

zeamatina en la primera generacion filiar maiz-teocintle.
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VIl. METODOLOGIA

En las Figuras 8 y 9 se muestran los diagramas de la primera etapa y segunda etapa de la

metodologia a seguir en la elaboracidn de este proyecto de investigacion.

3. Inoculacién de
maiz con A.
parasiticus)

1. Colecta de maiz 2. Preparacion de A.
parasiticus

Mz

4. Extraccion de

5. Evaluar la expresion: RT-PCR (gix-1, perl y
ARN

Zeamatina).

Figura 8. Metodologia para el analisis de la expresion de los genes glx-1, perl y zeamatina en
muestras de maiz raza bolita y raza arrocillo
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Hills

- -
6. Cruza de maiz- 7. Evaluar la expresion del F1 Maiz-Teocintle:
teocintle Inoculacién de los coledptilos. Extraccion de ARN,

RT-PCR (gix-1, perl y zeamatina). Analisis semi-
cuantitativo de la expresion génica.

8. Comparacion de los niveles de expresion de los genes
glx-1, perl y zeamatina entre las seis muestras de maiz y
Seeee T i Tisessss | la primera generacion filial maiz-teocintle

Figura 9. Metodologia para el andlisis de la expresion de los genes glx-1, perl y zeamatina en
el F1 (maiz-teocintle)

7.1 Andlisis de resistencia y susceptibilidad de maices nativo

7. 1. 1 Muestras de maiz nativo

Se realizd una busqueda bibliogréafica antes de realizar la colecta de las muestras de maiz nativo
en el estado de Oaxaca con el fin de identificar las zonas de mayor conservacion y pureza de
estas. Una vez en el laboratorio se codificaron asignando la letra B a las muestras de la raza
bolitay la letra A para las muestras de la raza arrocillo, las siguientes dos letras hacen referencia

al color de grano.
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7.1.2 Aspergillus parasiticus e inoculacion de coledptilos de maiz

Para los ensayos se utiliz6 una cepa de A. parasiticus ATCC 16992, caracterizada por su alta
produccion 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 28+2 °C. La
recuperacion de esporas se llevé a cabo en agua estéril con triton al 0.01% y se conservaron en

tubos de vidrio a temperatura de refrigeracién (4 °C) hasta su utilizacion.

Para la obtencidn de coleoptilos 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 de cada raza de maiz se utilizaron como control
positivo (sin infeccion fungica) inoculados con 50 L de agua estéril y tres mas se inocularon
con 50 pL de una suspension de esporas de A. parasiticus a una concentracion de 1x10° esporas
mL?. Las placas se etiquetaron (Cuadro 3), y se incubaron a 28+2 °C durante 7 dias

(Varapizuela-Sanchez et al. 2022)

Cuadro 3. Muestras de maiz nativo, control (sin infeccion) e infectadas con A. parasiticus.

Raza Muestra Control Infectado
Bolita blanco Bblc Bbli
Bolita Bolita amarillo Bamc Bami
Bolita azul Bazc Bazi
Arrocillo blanco Ablc Abli
Arrocillo  Arrocillo amarillo  Aamc Aami
Arrocillo azul Aazc Aazi
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7.2 Evaluacion de la expresion de los genes glx-1, perl y zeamatina en maices nativos y en
el F1

7.2.1 Extraccion y cuantificacion de ARN

La extracciéon del ARN total de los coledptilos de maiz se realizd con base en la metodologia
comercial de TRIzol™ (Invitrogen). Se pesaron 100 mg de tejido y se maceraron con 1 ml de
TRizol en un mortero frio, posteriormente se pasé la muestra a un tubo eppendorfy se centrifugo
a 11, 000 rpm a 4 °C por 10 min. El sobrenadante se trasfirid a un tubo nuevo y se adicionaron
200 pL de cloroformo frio, se agit6 vigorosamente y se centrifugd nuevamente por 15 min bajo
las mismas condiciones. La fase acuosa se transfirio a un tubo nuevo evitando la interfase y se
adicionaron 500 pL de isopropanol frio para la precipitacion del ARN, se agitd y centrifugé por
10 min con las mismas condiciones. Se descart6 el sobrenadante y se realizaron tres lavados
con 1 mL de alcohol etilico al 75%, centrifugando a 7500 rpm por 5 min y se llevé a bafio maria
por 10 min a 57 °C para evaporar los restos de alcohol. El pellet se resuspendio en 40 pL de
agua ultrapura. Se realizo la cuantificacion y verificacion de la pureza del ARN obtenido en un
equipo NanoDrop (NanoDrop 2000c, ThermoScientific™) y se verifico la integridad por

electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X.

7.2.2 Disefio de oligonucledtidos de zeamatina (zlp)

Se disefiaron los juegos de oligonucle6tidos para identificar y medir la expresion de zeamatina
(zlp) a partir la region conservada del gen, para ello, se utilizaron las secuencias del genoma del
maiz de referencia B73. El disefio se realiz6 en el portal: https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
programa Primer3 (v. 0.4.0), adicionalmente, se realizé un alineamiento multiple con el
programa BioEdit con secuencias del ARNm de Zea mays cultivar B73, Zea mays subsp.
parviglumis y los oligos disefiados con el fin de verificar que éstos sirvan como molde para la
enzima polimerasa. Finalmente, se realiz6 un gradiente de temperatura para determinar la

temperatura de alineamiento, asi mismo, se hizo un gradiente de concentracion optima.
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7.2.3 Expresion de genes mediante RT-PCR

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 concentracion final de 25 ng de ARN como plantilla para la reaccion.
La sintesis de las siguientes cadenas de ADN se realiz6 por Reaccidn en Cadena de la Polimerasa
(PCR), utilizando el kit GoTag® Green Master Mix (Promega). El juego de oligonucle6tidos
para el gen perl fue disefiado por Marco Antonio Sanchez Medina: F 5
ACGGCTACGCCATCATCTTC 3'y R 5TGCCACCACTACACGAGACAAZ'. Para el gen
glx-1 se utilizaron los oligonucledtidos: F 5 GGTAGTGAAGCCTCGAAGG3 y R
5 GCATTACTACATCCTAGCACAGCY3 y del gen zlp Forward 5
GGTAGTGAAGCCTCGAAGG 3" y Reverse 5° GCATTACTACATCCTAGCACAGC 3,
ambos disefiados por José Luis Herndndez utilizando el software Primer3 (v. 0.4.0). Se us6
como control interno el gen de referencia actina (MAcl), Forward 5
GTGACAATGGCACTGGAATG 3' y Reverse 5 GACCTGACCATCAGGCATCT 3
reportado por Baker et al. (2009). El termociclador se programd de la siguiente manera:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 2 min, 30 ciclos; con desnaturalizacion a 95 °C por 1 min,
alineamiento de 53 °C por 30 seg para los cuatro oligonucleétidos y extension a 72 °C por 51 s
para MAcly glx-1, 47 s para perl respectivamente y 39 s para zIp. La extension final fue de 72

°C por 5 min.
Los productos obtenidos de la PCR se corrieron por electroforesis en geles de agarosa al 1%
con buffer TAE 1X a 70 volts por 30 min y las imagenes se obtuvieron en un transiluminador
con luz UV (Kodak Gel Logic 200 Imaging System).

7.3 Obtencion de la primera generacion filial maiz-teocintle (F1)
La cruza entre la muestra de maiz susceptible a la infeccion fungica y el teocintle Zea

diploperennis, se realizé de manera intercalada, sembrando una hilera de maiz y una hilera de

teocintle. La cruza entre ambos fue controlada manualmente, donde el maiz recibio el polen del

22



Metodologia

teocintle, para esto, se tomo el polen del teocintle y se depositd en los estigmas de los elotes del
maiz (Figura 10). La nutricion de las plantas se realizd con una Unica dosis de fertilizacion 17-

17-17 N-P-K y un riego cada tercer dia de ser necesario.

Teocintle

Figura 10. Método de polinizacion del teocintle al maiz.

7.3.1 Evaluar la expresion de los genes gix-1, perly zeamatin en el F1

Para realizar la evaluacion de la expresion de los genes glx-1, perl y zeamatina en la primera
generacion filian maiz-teocintle (bolita blanco — Z. diploperennis) y en el experimento adicional
en donde se evalud la expresion de los genes glx-1 y perl en bolita blanco, F1 y Zea Z.
diploperennis se siguié la metodologia descrita para la obtencién de coledptilos sanos e
infectados con A. parasiticus, extraccion de ARN y analisis de la expresion génica mediante
RT-PCR.

7.4 Andlisis estadistico

Las imagenes de los productos de PCR de los genes gIx-1, perl y zeamatina se analizaron por
densitometria con el programa ImageJ® (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
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invirtié a blanco y negro utilizando la herramienta invert LUT del programa. Los resultados
obtenidos por densitometria de los niveles de expresion de los genes glx-1g, perl y zeamatina
se compararon mediante un analisis de varianzay la prueba de medias Tukey (p=0.05) utilizando

el software Minitab (Version 18), expresando el &rea de cada producto en porcentaje.
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VIll. RESULTADOS

8.1 Obtencion y caracterizacion de las muestras de maiz de la raza bolita y raza

arrocillo.

Las muestras de maiz nativo fueron obtenidas por colecta directa, la raza bolita en el municipio
de Villa de Zaachila, region Valles Centrales, Oaxaca y la raza arrocillo en el municipio de
Santa Maria Lachixio, Sierra Sur, Oaxaca; en estos municipios se reportaron poblaciones de los
materiales para su conservacion in situ (Aragén et al. 2006). La caracterizacion de las mazorcas
y el grano se realiz6 con la guia préactica para la descripcion preliminar de colectas de maiz
(CONABIO, 2011) y se compararon con las descripciones de Wellhausen et al. (1951). En la
Figura 11 se presentan las muestras colectadas fueron: bolita blanco (Bbl), bolita amarillo
(Bam), bolita azul (Baz), arrocillo blanco (Abl), arrocillo amarillo (Aam) y arrocillo azul (Aaz).

Figura 11. Mazorcas y granos maiz nativo: 1a) Bbl, 1b) Aam, 1c) Baz y 2a) Abl, 2b) Aamy
2¢) Aaz.
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8.2. Disefio de oligonucleotidos para el gen zeamatina (zIp)

Se disefio un juego de oligonucledtidos para la evaluacion de la expresion del gen zeamatina
en maices nativos a partir la region conservada del gen utilizando las secuencias del maiz de
referencia B73. El disefio se realiz en el portal: https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ vy en el
programa Primer3 (v. 0.4.0). En el cuadro 4 se presentan las secuencias de oligonucleétidos

forward y reverse.

Cuadro 4. Secuencia de oligonucledétidos para la identificacion del gen zeamatina mediante
RT-PCR y alineamiento del fragmento codificante del gen.

Oligonucleétido Secuencia Producto esperado

- F - GCATAAGATGGCAGGTTCCGTG 684
P R - ACCTGGAGTAGTTGGTCGGGTG

También se realiz6 un andlisis in-silico para verificar que los oligonucle6tidos sirvieran como
molde de la enzima polimerasa, para ello se realizd un alineamiento mdaltiple con el programa
BioEdit con secuencias del ARNm de Zea mays cultivar B73, Zea mays subsp. parviglumis y
los oligonucledtidos disefiados (Figura 12), asi mismo, se recurrié a la herramienta Primer-

BLAST del NCBI para corroborar el disefio y la amplificacién de estos.

Forward GCATAAGATGGCAGGTTCCGTG—)
U06831 (zlp) GAATTCCGGCTTCAAATACTTGCATAAGATGGCAGGTTCCGTGGCAATCGTGGGCATCTTCGTCGCCCTCCTCGCCGTGGCCGGCGAGGC
Reverse

550 5¢€0 570 580 550 €00 €10 €20 €30
B I B e L AT IR I E e B et el ECIIR ISP ISP IR ISR PP IR |
Forward
U06831 (zlp) CTTCCTGCTCATGACGACGCAGCCGAGCCGCCGGTTGCTGACGGTGGGCTGGTTGATGAGGTCCATGAAGT TCCCCGTCACGGGGCTGCG
Reverse {—GTGGGCTGGTTGATGAGGTCCA

Figura 12. Alineamiento de secuencia de bases en maiz y teocintle. Las secuencias idénticas
con el primer forward (A) y reverse (B) estan marcados con cuadros negros. Las secuencias
utilizadas son Zea mays (EU965687.1), Zea mays (NM_001111886.2), Zea mays
(AY105654.1 PCO151032).
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Adicionalmente se realizé otra busqueda para identificar la estructura del gen zeamatina usando
el programa FGENESH 2.6 que predice genes, para ello se uso la secuencia genomica del maiz
B73; como resultado se encontrd una longitud de 1928 pb en la cual se identificé la estructura
del gen zeamatina con una longitud de 796 pb desde el sitio de inicio de la transcripcion (TSS)
al sitio de poliadenilacion (PolA). ElI CDS es de 684 pb y codifica una proteina de 227

aminoacidos (Figura 13).

® cpsf M cpsi A cDpsi CDSo ® PpolA TSS
: -
1 A P P N T TP TP TP I TP IR (P SN BN S BN 1|
459 600 700 800 900 1000 1100 1200 1255
1 + TSS 459 0.86
1+ 1 CDSo 525 - 1208 83.45 525 - 1208 684
1 + PolA 1255 1.87

Figura 13. Prediccion del gen zeamatina en el ADN gendmico de Zea mays cultivar B73.

8.3 Obtencion de la primera generacion filial maiz-teocintle (F1)

Para la formacién del F1, Maiz-Teocintle, se seleccion6 el maiz blanco de la raza bolita y Zea
diploperennis. La muestra de maiz se selecciono a partir de la prueba de infeccion en el grano
de las seis muestras de maiz, de la cual, la muestra de color blanco de la raza bolita presentd
mayor infeccién fangica en el grano. En el caso del teocintle, fue seleccionado por presentar

baja infeccion ante Aspergillus en un estudio previo (Hernandez, 2022).

El teocintle se cultivd en tres surcos el 18 de mayo de 2021, después de dos meses (18-07-2021),
se sembro el maiz entre de las lineas de siembra del teocintle, una segunda siembra de realizo
el 18 de agosto del mismo afio. Sin embargo, la primera siembra de maiz no coincidié con la
floracion de los teocintles como se observa en la Figura 14a, las plantas de la segunda siembra
tuvieron una floracion menos desfazada con la del teocintle (Figura 14b). La polinizacion fue

manual; las plantas de maiz recibieron el polen del teocintle. En la Figura 14c-e, se puede
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observar que no se fecundaron todos los granos del maiz con el polen del teocintle, esto se

observé en los tres casos.

Figura 14. Siembra para formar un F1 Maiz-Teocintle. a) cultivo maiz y teocintle, b)
sincronizacion de floracion maiz-teocintle, c) granos F1 de bolita blanco, d) granos F1 de
bolita amarillo, e) granos F1 de bolita azul.

Los granos del F1 obtenido se sembraron el 23-02-2022 junto con granos de bolita blanco, con
la intencidn de realizar una retrocruza y obtener el RC1 (Retrocruza 1). ElI F1 presento su
floracion posterior al de bolita blanco, por lo que no se realiz6 la retrocruza. Sin embargo, se
observaron cuatro formas de la estructura femenina no fecundada en los F1, como se observa
en la Figura 15 a-d, de las cuales las mazorcas de cada una tuvieron un crecimiento y morfologia
particular. La mazorca a) presento la forma mas parecida a la mazorca del maiz, mientras que
la mazorca b) present6 la forma mas tipica de una mazorca F1 con cuatro hileras, en el caso de
las mazorcas c) y d) desarrollaron mazorcas tipicas de F1 cuando el teocintle recibe el polen del

maiz.
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Figura 15. Plantas y mazorcas F1.

8.4 Evaluacion de la expresion de los genes perl, glx-1y zeamatina en maices nativos y en
el F1

8.4.1 Inoculacion de coleoptilos de maiz raza bolita y raza arrocillo con Aspergillus

parasiticus

En las muestras control o sin infeccion germino el 100% de las semillas (las tres unidades
experimentales). Los coleoptilos y radiculas mostraron un color amarillo hialino, con
vigorosidad y asi mismo raices seminales abundantes (Figura 16); por su parte, las muestras
infectadas con el patdgeno A. parasiticus presentaron una menor germinacion, en los tejidos de
coleoptilo y radicula se observé oscurecimiento causado por la infeccion (Figura 17), ademas,

alrededor del 20% de las plantulas presentaron marchitamiento en los apices.
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Figura 16. Coledptilos de maiz sin infeccion Figura 17. Coledptilos de muestras de maiz

de A. parasiticus con 7 dias de germinacion,  con infeccion de A. parasiticus con 7 dias de
a) muestras de bolita y b) muestras de germinacion, a) bolita y b) arrocillo.
arrocillo.

8.4.2 Extraccion y cuantificacion del ARN total de las muestras evaluadas

El ARN total obtenido presento las bandas caracteristicas 28s y 18s bien definidas y sin trazas
de material degradado (Figura 18), ademas de tener valores aceptables de calidad, pureza e
integridad de acuerdo con los parametros reportados en la literatura (Cuadro 5).

Bbl Bam Baz Abl Aam Aaz Fl
a 1 2 3 4 5 6 7

— 288
18S

Figura 18. Gel de agarosa al 1% del ARN total de las muestras de maiz nativo y el F1 (maiz-
teocintle). a) ARN de muestras control, b) ARN de muestras infectadas con Aspergillus
parasiticus.
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Cuadro 5. Cuantificacion del ARN en coledptilos de maiz y F1.

Cadigo Concentracion de  260/280

Muestras ARN

; Bblc 1139.7 2.13
Bolita blanco Bbli 1683.8 o
Bolita amarillo Bamc 1557.6 1.99
Bami 767.6 1.95

Bolita azul Bazc 1277.1 1.98
Bazi 450.0 1.95

Arrocillo blanco Ablc 935.8 2.08
Abli 807.6 2.01

Arrocillo amarillo Aame 1572.1 2.02
Aami 655.3 1.95

Arrocillo azul Aazc 905.3 2.04
Aazi 754.4 2.00

F1 (Bolita blanco — Filc 1240.6 2.02
Z. diploperennis) F1li 1894.7 2.00

6.4.3 Expresion del Gen glx-1

De manera general, el gen glx-1 present6 una alta expresion en las tres variedades de maiz raza
bolita tanto control como en los infectados con A. parasiticus comparado con la expresion del
gen en las muestras de arrocillo. La muestra Baz infectado (Bazi) se expresé 5.63 % mas con
respecto a MAcl y 3.0 % mas que su control (Bazc), en el caso de Bbli, esta fue superior a su
control (Bblc) con 3.67 %y -1.96 % a la muestra Bazi, en contraste, la muestra Bami fue inferior
a su control (Bamc) en -3.28 % pero superior a MAcl en 3.98 %; en este caso, Bami fue la
muestra inoculada con la expresion mas baja. Estadisticamente la muestra Bazi fue superior al
resto de las muestras, mientras que, las muestras Bbli, Bamc y Bazc no presentaron diferencias

significativas entre ellas (Figura 19).

En la raza arrocillo, solo Aaz mostré un aumento en la expresion génica con 0.62 % mientras
que Abl y Aam presentaron una respuesta negativa ante el patdégeno de -2.02% y -0.26%. De las
14 muestras analizadas para este gen, Bbli y Bazi mostraron la mayor transcripcion ante la
infeccién fangica. Comparando la expresion de glx-1 en el F1 con su progenitor Bbl, se puedo
observar que, tanto en condicion basal como bajo estrés por infeccion fangica, el F1 presenta
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una mayor expresion del gen con respecto a Bbl. Las muestras que presentaron una diferencia

estadisticamente significativa en cuanto a la expresion de glx-1 fueron Bazi, Ablc y F1.

Expresion de glx-1

20.00 ab a
18.00 abe a T abe T
. abc T abc
16.00 T abc [l -
T b abc
1400 be be I abc abc abc
1200 | ¢ L
£ 1000 i
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00
Act-Abl Bbl Bam Baz Abl Aam F1
= Control 11.38 11.43 15.36 14.01 16.32 12.52 13.18 17.19
Infectado  10.10 15.05 12.18 17.01 14.30 12.26 13.80 15.41

Figura 19. Expresion del gen glx-1 en muestras de maiz raza bolita, raza arrocillo y el F1. Los
datos graficados son el promedio de 48 repeticione.

En la figura 20 se observan los productos obtenidos del gen glx-1 de 905 pb en muestras control
e infectados de las razas bolita y arrocilloy en el F1. En el carril 1 se encuentra actina de maiz
MAc1, el gen de referencia. Como se observa en la figura, se detectd una alta expresion del gen

en todas las muestras analizadas.

Mac-Abl  Bbl Bam Baz Abl Aam Aaz Fl1
1 2 3 4 5 6 7 8

Contro]

Inoculado
—_

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % de los productos de PCR amplificados del
gen glx-1 de coledptilos de maiz nativo y el F1 control e infectados.
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8.4.4 Expresion del Gen perl

Respecto a la expresion del gen perl se observaron niveles bajos de expresion en la mayoria de
las muestras analizadas y estos fueron inferiores al gen de referencia (MAcl). En la raza bolita,
la muestra con mayor expresion del gen perl fue Bbli con 18.4 % respecto a su control (Bblc)
en la cual no se detectd expresion, sin embargo, Bbli fue -22.59 % inferior a MAcl; en Baz
tampoco se observo expresion en el control (Figura 21). Bbli fue la muestra que presentdé una

diferencia estadisticamente significativa en este grupo.

Expresion génica de perl

a ab
45.00
40.00
S 35.00 bc cd
30.00 de
25.00 cde
20.00
ef

15.00
10.00 fg |

5.00 L g fg fg

N = : &
0.00
Act-Abl Bbl Bam Baz Abl Aam Aaz F1

u Control 40.99 0.00 2.90 0.00 20.94 29.99 0.00 2.61
Infectado  38.53 18.40 511 171 3.19 12.12 0.00 24.27

Figura 21. Expresion del gen perl en muestras de maiz raza bolita, raza arrocillo y el F1. Los
datos graficados son el promedio de 48 repeticiones.

Por otra parte, en las muestras de arrocillo no se observo induccion en la expresion del gen en
condiciones de infeccién fungica, sin embargo, en estado basal Abl y Aam presentaron altos
niveles de expresion comparado con sus controles de 17.75 % y 17.87 % respectivamente y en
la muestra Aaz no se detectd sefial del gen en ninguna condicion experimental establecida en
este estudio. Finalmente, el F1 present6 la mayor induccion del gen con un 21.66 % superior a

la muestra sana pero inferior al gen de referencia en 16.72 %. En el caso de las muestras de
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bolita, Bblc y Bazc presentaron niveles superiores a sus muestras infectadas y mostraron

diferencias estadisticamente significativas con las muestras Bbl y el F1

En la figura 22 se muestra un gel de agarosa con los productos obtenidos de perl (770 pb) a 40
ciclos, en ella se observa una expresion menor del gen en todas las muestras analizadas

comparado con el gen de referencia MAcL.

Mac-Abl Bbl Bam Baz Abl Aam Aaz F1
1 2 3 4 35 6 7 8

Control—»>

Inoculado ——p|

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % de los productos de PCR amplificados del
gen perl de coledptilos de maiz nativo y el F1 control e infectados. En el carril 1 el gen de
referencia

8.4.5 Expresion del Gen zeamatina (zlp)

Analizando la expresion del gen zeamatina, solo se observo induccion del gen en Bbli aunque
fue relativamente bajo, en cambio las muestras Bam y Baz presentaron niveles elevados
comparados con sus respectivos controles. En cuanto a la raza arrocillo, Ablc superaron
significativamente a la muestra infectada (Abli) con un 18.42% para el gen zeamatina y 5.35%
al gen de referencia MAcl respectivamente. Por otra parte, en Aam no hubo diferencia
significativa en la expresion génica entre el control y el coledptilo infectado (Figura 23). Ablc
fue la Gnica muestra que presentd diferencias estadisticamente superiores en todas las muestras

analizadas.

En la figura 24 se muestra un gel de agarosa al 1.5 % con los fragmentos amplificados del gen
zeamatina de 650 pb a una temperatura de 53 °C y 30 ciclos. Como se observa en este gel hubo
expresion del gen en todas las muestras de maiz y en el F1.
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Expresic’)n génica de zeamatina
25.00

abc
20.00 4 phed cd
c d d
15.00
d I
10.00
e e
5.00 I e Ie o eI
0.00 i i
Baz Abl

Act-
Abl Aam Aaz F1

= Control 16.78 2.73 2121 2023 22.13 2.32 15.96 2.44
Infectado 15.83 5.72 417 12.70 3.71 291 13.77 2.72

%

Figura 23. Expresion del gen zeamatina en muestras de maiz raza bolita, raza arrocillo y el F1.
Los datos graficados son el promedio de 48 repeticiones.

Mac-Abl  Bbl Bam Baz Abl Aam Aaz Fl
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR amplificados del gen
zeamatina de coleoptilos de maiz nativo y el F1 control e infectados. En el carril 1 el gen de
referencia

8.5 Andlisis de la expresion de los genes glx-1y perl en muestra de bolita blanco, F1

(maiz-teocintle) y Zea diploperennis

Se realiz6 un experimento adicional con el fin de analizar la expresion de los genes glx-1y perl
en el F1 y sus progenitores, Bolita blanco (Bbl) y Zea diploperennis (Dd). En la figura 25 se

observan los coleoptilos de cada muestra tanto controles sanos (a) como infectados con A.
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parasiticus (b) con una suspension a una concentracion de 1x10° esporas mL™. Los coledptilos
de las muestras control o sanas presentaron un color amarillo hialino con vigorosidad, por su
parte, las muestras infectadas con el hongo presentaron coledptilos con oscurecimiento causado

por la infeccion, en casos severos se observd marchitamiento en apices.

Se realiz6 la extraccion del ARN de todas las muestras mediante el método de TRizol,

obteniéndose valores aceptables en concentracion, pureza e integridad en cada extraccion.

Figura 25. Coledptilos de muestras de maiz bolita: a) controles sanos, b) muestras infectadas
con A. parasiticus de 7 dias de germinacion.

Realizando el analisis de expresion de los genes gIx-1y per 1 en coledptilos de Bbl, F1y Zd los
resultados mostraron que los dos genes buscados se expresaron tanto en controles sanos como

en los infectados con A. parasiticus (Figura 26). La expresion de glx-1 solo se indujo en el F1
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en un 4.7 % comparado a su control, Zd en cambio presenté un mayor nivel de expresion en
estado basal que con el hongo con una diferencia de 9 % y cuya expresion fue superior al resto
de las muestras. Comparando los resultados del F1 con sus progenitores, el F1 presenté menor

expresion de glx-1 comparado a Bbl y Zd.

En este andlisis se identificaron niveles elevados del gen perl en Bbl y F1, Bbl mostr6 mayor
cantidad de trascritos con respecto al gen de referencia ademas de presentar una induccion
significativa del 9.76 % superior a la muestra sana, en el caso del F1, se observd mayor expresion
del gen en estado basal que con el patégeno. Finalmente, el gen perl tuvo el menor nivel de
expresion en coledptilos con y sin infeccion fangica que disminuy6 mas con la infeccién de A.
parasiticus. Comparando la expresion de perl en el F1 con sus progenitores, el F1 presento

mayor expresion del gen a diferencia de Zd.

Expresion de los genes glx-1y perl

BbI F1 zd Bbl F1 zd

MAc1 glx-I perl

45.00

40.00

35.00

30.00

25.00

%

20.00

15.00

10.00

5.0

o

0.00

Figura 26. Niveles de expresion de los genes glx-1y perl en Bolita, F1 y Zea diploperennis
con y sin infeccion de A. parasiticus.
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En gel de agarosa la sefial de glx-1 (905 pb) fue superior al gen MAc1l en todas las muestras
analizadas tanto sanas como en presencia de A. parasiticus (Figura 27), en la figura 28 se
presenta un gel de agarosa con los productos obtenidos del gen perl, en ella se observa una
menor trascripcion de perl (770 pb) en las muestras analizadas con respecto al gen de referencia

ante la infeccion del hongo.

Control Infectado
f . 1 I I 1
MP MAc-Abl Bbl F1 Zd MP MAc-Abl Bbl F1 Zd
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 27. Gel de agarosa al 1.5 % de los productos obtenidos del gen glx-1 en Bolita, F1y
Zea diploperennis. Carril 1y 6: marcador de peso molecular, carril 2 y 7: gen de referencia.

Control Infectado
1 A
[ 1
MP  'Mdcl Bblc Fle Zdc MP  Mdcl Bbl Fl zd
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 28. Gel de agarosa al 1.5 % de los productos obtenidos del gen perl en Bolita, F1y Zea
diploperennis. Carril 1y 6: marcador de peso molecular, carril 2 'y 7 gen de referencia.
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IX. DISCUSION

El desarrollo y uso de maices resistentes tanto a la infeccion fungica de Aspergillus como a la
acumulacion de aflatoxinas representa una alternativa de manejo de bajo costo (Ortega y Cotty
2018) particularmente para pequefios productores y de autoconsumo. El uso de la genética
reversa ha permitido identificar genes que estan asociados con la resistencia a la infeccion
fungica y acumulacion de aflatoxinas conduciendo al descubrimiento de marcadores que
permiten transferir resistencia natural en el cultivo de maiz (Mesterhazy et al. 2022; Han et al.
2020). Al evaluar la expresion de tres genes relacionados a la resistencia, gix-1, perl y
zeamatina en maices nativos de raza bolita y raza arrocillo y en la primera generacion filial Bbl-
Zea diploperennis (F1) ante la infeccion por A. parasiticus, los coledptilos de las muestras de
maiz presentaron diferencias significativas entre los controles sanos y los infectados con el
hongo. Los granos de ambas razas mostraron menor germinacion y crecimiento del coleoptilo,
ademas de baja densidad radicular y en casos severos marchitamiento en los apices del
coleoptilo, en contraste, los granos sin infeccion presentaron mayor crecimiento del coleoptilo
y densidad radicular, esta sintomatologia fue similar a lo reportado en granos inoculados con A.
parasiticus (Varapizuela et al. 2019) y A. flavus (Varapizuela et al. 2022) en diferentes muestras

de maiz oaxaquefio.

De los tres genes analizados en este estudio, el gen perl present6 la menor expresion génica en
las muestras de maiz y el F1 tanto sanas como inoculadas. En reportes previos se encontrd que
la transcripcion de perl en semillas de cebada y Arabidopsis se relacionaba con la latencia y
disminuia durante la germinacion (Stacy et al. 1996, Chen et al. 2016, Chen et al. 2020)
resultados semejantes fueron reportados para la actividad de la proteina PER1 que disminuy6
considerablemente en semillas no latentes de cebada (Stacy et al. 1999); estos hallazgos podrian
explicar la baja trascripcion de perl en coledptilos de maiz en este estudio. En genotipos de
maiz, Chen et al. (2007) observaron en condiciones de desarrollo normal, un incremento de la
expresion del gen durante la etapa de maduracion y deshidratacion del grano tanto en genotipo
resistente (MP420) como en el susceptible (B73) sin embargo, tras la inoculacion con A. flavus

la expresion génica disminuyé en ambos genotipos, estos resultados son similares a los
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obtenidos en la presente investigacién, donde, de las siete muestras analizadas, tres presentaron
altos niveles de expresion en muestras sin infeccién fangica (Bamc, Bazc, Ablc y Aazc) con
respeto al gen de referencia. Sdnchez-Medina (2016) reporto en coleoptilos de cuatro muestras
de maices nativos entre ellas una muestra de la raza arrocillo inoculadas con A. parasiticus bajos
niveles de expresion del gen perl, por su parte, Varapizuela et al. (2019), encontraron
diferencias en la actividad peroxidasa en coledptilos y raiz de variedades sanas y con infeccion
de A. parasiticus, los autores concluyeron que esto puede deberse a que estas variedades
proceden de diferentes regiones geogréficas y que esto podria propiciar diferencias en el

mecanismo de respuesta.

La actividad enzimatica de la proteina sintetizada por el gen glx-1 se ha reportado en diversas
especies vegetales bajo condiciones de estrés abidtico entre ellas, Erianthus arundinaceus, un
pariente silvestre de la cafia de azUcar, en el cual se observé un incremento del gen/proteina en
condiciones de estrés salino e hidrico (Manoj et al. 2019), mientras que en palma datilera (
Phoenix dactylifera L.) se observé una induccion glx-1 bajo estrés por altas concentraciones de
NaCl (Jana y Yaish 2020), estos hallazgos denotan la importancia que tiene el gen en la
tolerancia a diferentes condiciones de estrés abidtico. En maiz, el gen glx-1 ha mostrado
respuesta ante estrés bidtico ante la infeccion por A. flavus, en genotipos resistentes mostraron
un incremento en la expresion del gen y una alta actividad enzimética en comparacion con los
genotipos susceptibles (Chen et al. 2004, Fountain et al. 2010). En maiz, la actividad de la
proteina en embriones de granos infectados por A. flavus fue significativamente mayor en seis
lineas de maiz resistentes en comparacion con las cinco lineas susceptibles analizadas (Chen et
al. 2004). En maices nativos de Oaxaca, Sanchez (2016) reportd niveles elevados de glx-1 en
coleoptilos de la raza vandefio blanco, arrocillo morado, arrocillo blanco y elotes conicos negro
inoculados con A. parasiticus; posteriormente, Varapizuela et al. (2022) analizaron nueve
muestras de maiz oaxaquefio de las cuales bolita Belatove y conejo veloz presentaron un
incremento en la actividad enzimatica de la proteina GLX-I en coledptilo de maiz infectado con
A. flavus en comparacion con el coledptilo sin infeccion flngica, estos datos se correlacionaron
con mayores niveles de expresion de gIx-1 en estas muestras, sin embargo, otras muestras

analizadas prestaron una disminucién del gen/proteina tras la inoculacion con el patdgeno, en
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este estudio varias muestras de maiz y el F1 también presentaron mayor expresion del gen en
estado sano, la cual disminuy6 en presencia del patdgeno. En un estudio donde se analizé la
transcripcion de varios genes relacionados con la patogénesis y genes relacionados con estrés
oxidativo en genotipos de maiz resistentes y susceptibles a Fusarium y A. flavus, los autores
reportaron altos niveles de expresion génica en estado basal concluyendo que las plantas
presentan un sistema basal de defensa constitutiva con el fin de mejorar la resistencia a los

hongos patégenos (Lanubile et al. 2015).

En cuanto al gen zeamatina, se ha reportado la actividad de la proteina como respuesta al estrés
causado por A. flavus y Fusarium moniliforme en genotipos de lineas endogamicas resistentes
(GT-MAS: gk y Mp420) y de hibridos susceptibles (Pioneer 3154 y Deltapine G-4666), en
ambos bioensayos se reportd inhibicidn en el crecimiento de hifas en los discos de cultivo,
paralelamente se identifico mayor actividad antifingica en ensayos con granos germinados a las
72 h, en contraste con los no germinados, sugiriendo una resistencia asociada a la germinacion
(Guo etal. 1997). Una investigacién adicional identifico mayores concentraciones de la proteina
zeamatina en el germen del grano en comparacion con el endospermo (Guo et al. 1999).
Posteriormente, Chen y colaboradores (2001) reportaron altos niveles de zeamatina y otras
proteinas antifingicas en embriones de genotipos de maiz resistentes a A. flavus respecto a las
semillas no germinadas de genotipos susceptibles. En otro estudio en donde se analizé la
expresion de los genes ZmCOR y zeamatina ante la infeccidn por A. flavus en embriones de
maiz nativo elotes conicos negro (susceptible a la infeccidn por Aspergillus), elotes conicos rojo
(resistente) y B73 linea endogamica susceptible formada en Estados Unidos, no se identificaron
trascritos del gen zeamatina en ninguna de las muestras analizadas (Sandoval-Flores, 2016).
Estos resultados difieren con los obtenidos en la presente investigacion, en la cual se observo
expresion del gen en las seis muestras de maiz y en el F1 tanto sanas como inoculadas con A.
parasiticus, la diferencia entre los resultados en ambas investigaciones podria deberse a que se

evaluaron en etapas diferentes de desarrollo de la planta.

Si bien, estudios previos reportan el aislamiento del gen y la proteina zeamatina en diversos

tejidos del maiz y su aplicaciones en tratamientos contra diferentes especies fungicas con fines
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terapéuticos (Perri et al. 2009; Wilson et al. 2000; Selitrennikoff et al. 1992), su aplicacion para
el control de especies del género Aspergillus en cultivos de importancia economica como el
maiz ha sido escasa, asi como la identificacion de germoplasma nativo con resistencia a la
infeccion por Aspergillus y acumulacion de aflatoxinas. Si bien la resistencia es un fenémeno
multigénico (Singh et al. 2023; Liu et al. 2022; Chen et al. 2015), los resultados de esta
investigacion sugieren la participacion del gen zeamatina como posible respuesta a la infeccion

de A. parasiticus en la primera etapa de desarrollo del maiz.

En cuanto al anélisis de los genes gIx-1y perl en la primera generacion filial maiz-teocintle
(Bolita blanco y Z. diploerennis), los resultados obtenidos mostraron una induccién de glx-1 en
F1 a diferencia de sus progenitores en condiciones de infeccidn fangica, mientras que en el gen
perl, el F1 disminuy6 su expresion ante el patdgeno, comportamiento similar al observado en
Z. diploerennis. Ellstrand et al. (2007) demostraron que dos subespecies de teocintle se hibridan
espontaneamente con el maiz de manera natural y que la primera generacién filial puede servir
para realizar retrocruzas con cualquiera de los progenitores, funcionando como puente genético
para mejoramiento. En otro estudio se identificaron seis marcadores del teocintle ssp.
parviglumis en maiz que le confirieron resistencia significativa ante la infeccion fungica causada
por Cercospora zeae-maydis y Cercospora zeina en la hoja (Lennon et al. 2016). También se
ha reportado que los teocintles albergan rasgos importantes que pueden ser de mucha utilidad
para el mejoramiento y adaptacion del maiz a las nuevas condiciones ambientales provocadas
por el cambio climatico (Sanchez-Gonzalez et al. 2018). Si bien hasta el momento no se han
encontrado estudios a parte del presente que evallen la expresién de genes relacionados con la
resistencia en hibridos generados entre la cruza de maiz nativo y teocintle, es interesante conocer
el comportamiento de estos materiales bajo condiciones de estrés fangico, ya que pueden
representar una alternativa para aminorar el problema causado por la infeccion de Aspergillus y

la acumulacion de aflatoxinas.
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 (Cary et al. 2011; Spencer-Smith et al. 2019), asi como
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también, el uso de la biotecnologia en el cultivo de maiz para resolver el grave problema de la
contaminacion por aflatoxinas (Bhatnagar et al. 2015) como la identificacién de germoplasma

nativo y/o generacion de nuevos hibridos a partir de los maices locales dada la importancia de
este cereal.
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X. CONCLUSIONES

Se identifico la expresion de los genes glx-1, perl y zeamatina en los maices estudiados y en el
F1 tanto en controles sanos como en inoculados con el hongo, sin embargo, perl fue el gen que

present6 el menor nivel de expresion.

De manera general, la muestras Arrocillo blanco control (Ablc) fue la muestra que present6 los
niveles mas elevados de los genes evaluados; en cuanto a induccién, mientras que Bolita blanco
(Bbli), arrocillo azul (Aazi) y el F1 presentaron una induccidn significativa de al menos dos de

los genes estudiados ante la infeccion de A. parasiticus.

En el andlisis del F1 con sus progenitores, las tres muestras presentaron niveles altos de glx-1
tanto en controles como infectados siendo el F1 la Unica muestra que aumento la expresion del
gen en presencia el hongo. Por otra parte, Zea diploperennis presenté menor nivel de expresion
del gen perl en coledptilos sanos como infectados, mientras que Bbl mostro una induccién en

los niveles de expresion del gen bajo condiciones fungicas.
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