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1. RESUMEN

La infeccion de Aspergillus flavus en los granos de maiz es un problema de salud muy
importante porque la produccion de aflatoxinas genera un riesgo muy elevado para la poblacion
humana y animal de contraer diversos tipos de cancer, para resolver el problema de
contaminacion de este hongo se han desarrollado una gran variedad de estrategias enfocadas
en comprender los mecanismos de resistencia y defensa que tienen los granos de maiz, sin
embargo los estudios enfocados a los mecanismos de infeccion de A. flavus son escasos, por
lo que es de vital importancia el estudio de los factores de virulencia, como son las enzimas

secretadas para degradar las distintas partes del grano de maiz (secretoma).

Con el presente estudio se realizé el analisis comparativo de las enzimas secretadas de dos
cepas del hongo, A. flavus CECT 2687 (productora de aflatoxinas) y A. flavus NRRL 6541 (no
productora de aflatoxinas), inoculadas directamente en el endospermo de tres diferentes tipos
de granos de maiz mexicano (blanco, rojo y morado), lo que nos permitira ampliar el

conocimiento del mecanismo por el cual este hongo invade diferentes sustratos.

En el andlisis comparativo de la actividad de las enzimas secretadas (amilasas, celulasas,
xilanasas y exo-pectinasas) por las cepas de Aspergillus flavus en tres tipos de maiz mexicano
solo se observaron diferencias significativas en las actividades enzimaticas de la cepa no
toxigénica, por lo que la identificacion de las enzimas con 100% de probabilidad de pertenecer
al secretoma solo se realiz6 en maiz blanco en diferentes dias de incubacion, encontrandose
las siguientes diferencias entre las cepas: A. flavus NRRL 6541 (no toxigénica) se identificaron
33 enzimas, las cuales se agruparon en: 9 proteasas, 6 celulasas, 6 xilanasas, 5 enzimas
accesorias, 4 amilasas y 3 pectinasas. En el caso de la cepa A. flavus CECT 2687 (cepa
toxigénica), se identificaron 23 enzimas, las cuales se agruparon en: 7 proteasas, 4 celulasas,

3 xilanasas, 6 enzimas accesorias, 2 amilasas y 1 pectinasa.

Con el analisis protedomico se tiene evidencia experimental de las enzimas secretadas de las
cepas Aspergillus flavus cuando infectan el grano de maiz lo anterior sirve de base para

dilucidar el mecanismo de infeccion del hongo en el grano de maiz.



2. INTRODUCCION

Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. oryzae pertenecen a un grupo de hongos filamentosos
saprofitos capaces de utilizar un rango muy amplio de sustratos como fuente de carbono.
Particularmente, A. flavus y A. parasiticus se encuentran frecuentemente en cultivos como
maiz, cacahuate y algodon. Estas dos especies producen aflatoxinas, las cuales han sido
ampliamente estudiadas debido a que son altamente toxicas y potentes carcindégenos, lo que
hace que la presencia de Aspergillus flavus y sus toxinas en cualquier tipo de alimento sea

poco deseable (Bennet, 2009).

La degradacion de materiales complejos requiere que los hongos produzcan y secreten
diversas enzimas que les ayudan a utilizarlos para crecer y también, en el caso de las plantas,

a colonizar el tejido vegetal.

El estudio de las enzimas (xilanasas, pectinasas y celulasas) que degradan los polisacaridos
qgue constituyen la pared celular de las plantas, secretadas por A. flavus, es de gran interés
porque juegan un papel importante en el mecanismo de patogenicidad, ya que son

consideradas factores de virulencia.

Con base en estudios anteriores se sabe que existe gran variabilidad en el tipo de enzimas
secretadas por cepas de Aspergillus flavus que dependen del origen de la cepa y el tipo de

sustrato que utiliza como fuente de carbono, entre otros factores.

Con el presente estudio se pretende identificar las enzimas de dos diferentes cepas de
Aspergillus flavus con la finalidad de realizar un andlisis comparativo del tipo y cantidad de
enzimas secretadas por cada cepa; lo que nos permitirdA ampliar el conocimiento del

mecanismo por el cual este hongo invade diferentes sustratos como el grano de maiz.



3. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de los hongos filamentosos.

Los hongos filamentosos son microorganismos eucariontes y heterétrofos, y muchos de estos
tienen capacidad saprofitica, por lo que obtienen sus nutrientes de la materia organica en
descomposicion, o bien se alimentan de otros organismos vivos como las plantas (parasitos)
(Walker y White, 2011).

Se considera que los hongos son cenociticos, es decir que tienen un citoplasma continuo a
través de todo su cuerpo, el cual esta constituido por filamentos tubulares microscopicos que
se ramifican y entrecruzan. Su pared celular es muy rigida porque esta compuesta de un
polisacarido llamado quitina por lo que los hongos no son sensibles a la presion osmatica
elevada. Cada filamento se llama hifa y pueden medir de 5 a 10 um de didmetro, un conjunto

de hifas forma lo que se llama micelio (Garcia, 2004; Arenas, 1993).

Las hifas del hongo se pueden clasificar segun su funcién o por la posicion que ocupan en el
medio en donde se encuentran, de acuerdo con su funcion pueden ser hifas vegetativas (de
crecimiento) o hifas fértiles (de reproduccién) y segun su posicion en el medio pueden ser hifas
sumergidas o aéreas (Garcia, 2004).

Su forma de reproduccion es asexual y/o sexual, por medio de unas estructuras llamadas
esporas, las cuales son cuerpos resistentes que forman los hongos en estado latente. Las
esporas sexuales tienen nucleo derivado de las células progenitoras, y sus esporas son
haploides; dos nacleos de las células antecesoras se funden para formar un nucleo diploide
(zigoto) y las estructuras que producen las esporas sexuales son casi siempre
morfoldégicamente diferenciadas de las esporas asexuales. Por el contrario, las estructuras que
producen las esporas asexuales, denominadas conidias, se forman por simple diferenciacion

en la hifa de crecimiento (Arias y Pifieros, 2008).

Dentro de sus requerimientos nutricionales esta la glucosa como principal fuente de carbono,
pero muchos hongos filamentosos también son capaces de usar fructosa, manosa y galactosa;
asi como sustratos complejos como el almidon y la celulosa. Utilizan nitrato y amonio como
fuente de nitrdgeno, algunos otros utilizan urea, aminodacidos, polipéptidos y proteinas.

También necesitan sulfatos o metionina como fuente de azufre (Kendrick, 2000).



Los hongos filamentosos son capaces de crecer en un rango de temperaturas entre 0° a 50°C,
y la mayoria tiene un rango 6ptimo de 25°C a 30°C. El pH también es un factor importante para
la proliferacion de estos microorganismos pues pueden crecer en un rango de 2 a 9, el pH

optimo es de 4 a 6 (Arias y Pifieros, 2008).

Los hongos filamentosos pueden ser cultivados en el laboratorio en una variedad de medios
de cultivo liquidos y sdlidos. En agar forman colonias radiales con morfologias que caracterizan

a la especie por la formay el color (Walker y White, 2011).

Muchas especies de hongos filamentosos son patdgenos de plantas, animales y humanos,
teniendo gran impacto negativo en la salud de la poblacién humanay en pérdidas econémicas
en la industria agricola y ganadera. Recientemente se ha incrementado la investigacion de los
mecanismos de patogenicidad de los hongos filamentosos con ayuda de las técnicas actuales

de biologia molecular y genética.

3.2 El género Aspergillus

El género Aspergillus pertenece a la Divisibn Eumycota subdivision Deuteromycotina, clase
Hyphomycetes en la que la reproduccién se realiza solamente por mecanismos asexuales o
parasexuales, Aspergillus corresponde a la fase asexual o conidial de algunos ascomicetos de
los géneros Eurotium, Emericellay Neosartorya, entre otros, es decir, corresponden a los
estados conidiales de ascomicetos que nunca desarrollan estados sexuales o ascdégenos en
condiciones naturales, o que raramente lo hacen y es dificil encontrarlos (Herrera, 2004;
Mossel, 2002). En el género Aspergillus han sido descritas unas 200 especies y una gran
cantidad de variedades (Herrera, 2004).

Los conidiéforos de Aspergillus terminan en un hinchamiento llamado vesicula, a partir de la
cual nace una hilera de fialides, en las especies monoseriadas, o una de métulas sobre la cual
se encuentra una hilera de fialides, en las especies biseriadas, productoras de cadenas de
conidios. A la vesicula junto con las cadenas de conidios se le conoce como cabeza conidial
(Herrera, 2004).

Las caracteristicas macro y micromorfolégicas, tales como el color de los conidios, la forma de
la cabeza, la superficie y dimensiones del conidioforo, la forma y textura de las esporas, han
permitido agrupar a los Aspergillus en secciones o grupos, como el Flavi, Terrei y Nigri, entre
otros (Carrillo, 2003).



Aspergillus no puede importar compuestos poliméricos dentro de la célula, por lo que requiere
la degradacion enzimatica para producir monomeros y fuentes de carbono oligoméricas
pequefias. Debido a las diferencias estructurales de los polisacaridos de las plantas, la
eficiente degradacion de estas depende de la produccion de una amplia variedad de enzimas.
Ademas, se requiere de un sistema regulatorio para asegurar la produccion de la mezcla
correcta de enzimas en la presencia de un polisacarido en especifico (de Vries y Visser, 2001;
de Vries, 2003).

Muchas de las especies de este género tienen una gran importancia econdémica como el A.
oryzae y A. sojae, las cuales han sido usadas por mucho tiempo en Asia para la produccién de
sake (vino de arroz), miso (pasta de soya) y shoyu (salsa de soya). A. niger es otra especie de
importancia, pues es usado para la producciéon de acido citrico y numerosas enzimas
comerciales. Estos microorganismos tienen la denominacién GRAS (“Generally Regarded As

Safe”) por la FDA, son microorganismos muy seguros (Bennet, 2009).

Aspergillus terreus es otro miembro del género pues produce el metabolito secundario
lovastatina, un farmaco de gran importancia econémica y farmacéutica, empleado para el

tratamiento de hipercolesterolemia, al inhibir la enzima HMG-CoA reductasa (Bennet, 2009).

Sin embargo, también existen especies que causan pérdidas econOmicas al contaminar
diferentes granos de cereales como Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Estos hongos
son integrantes del grupo flavi los cuales son productores de aflatoxinas, unos compuestos

altamente cancerigenos (Bennet, 2009).

3.2.1 Aspergillus flavus

Es un patégeno oportunista que infecta diversos cultivos agricolas, principalmente maiz,
cacahuate y algodén. Ha sido aislado de unos rangos muy diversos de climas, pero mas
frecuentemente de zonas con climas humedos entre latitudes de 16° y 35° (Amaike y Keller,
2011).

La composicién atmosférica tiene un alto impacto en su crecimiento, siendo la humedad la
variable mas importante pues crece mejor con una actividad de agua (aw) de entre 0.86 y 0.96.
La temperatura Optima para su crecimiento es 37°C, pero puede crecer en intervalos de
temperatura de 12 a 48°C (Hedayati et al., 2007).



El hongo pasa el invierno ya sea como micelio o como estructura resistente conocida como
esclerocio, una masa de hifas compacta, usualmente globosa, la cual puede germinar y
producir una hifa adicional o un conidio cuando existen condiciones favorables para su
desarrollo. Esta especie ha sido clasificada dentro de dos grupos con base en el tamafio y
forma del esclerocio: la forma L (grupo 1) con un esclerocio largo >400nm de diametro y la
forma S (grupo Il) con un esclerocio pequefio <400nm, ambas formas son productoras de
aflatoxinas (Hedayati et al., 2007; Amaike y Keller, 2011; Frisvard et al., 2019).

Los conidiéforos tienen paredes gruesas, incoloras, rugosas y miden menos de 1 mm de
longitud. Las vesiculas son elongadas cuando son jévenes, més tarde llegan a ser subglobosas
o globosas, variando de 10 a 65 um de didmetro. Las fialides son uniseriadas o biseriadas, las
ramas primarias tienen 10 um de longitud y las secundarias 5 um. El conidio es globoso o
subgloboso, con un didmetro de 3.5 a 4.5 um. Forma colonias aterciopeladas de color amarillo
a verde y el reverso de la colonia es de color ligeramente dorado a rojo marrén (Figura 1)
(Hedayati et al., 2007).

Figura 1. Caracteristicas macro y microbiolégicas de A. flavus
(http://www.clt.astate.edu/mhuss/Asperqgillus%20flavus%20pict.jpg)

Aspergillus flavus ha sido descrito como una especie de reproduccién asexual, pero también
se ha reportado el estado sexual del hongo clasificado como Petromyces flavus. En el
laboratorio se reproduce de forma exclusivamente asexual, pero en la naturaleza son

altamente polimorficas (Amaike y Keller, 2011; Hedayati et al., 2007).

A. flavus es una cepa heterotalica y tipicamente contiene uno de los dos tipos de genes de
apareamiento MAT1-1 y MAT1-2. La cruza en el laboratorio entre las cepas del tipo de
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apareamiento opuesto da como resultado la produccién de ascocarpos que contienen
ascosporas que estan incrustadas dentro de la matriz de los esclerocios. La reproduccion
sexual en A. flavus produce progenie recombinante a través de la distribucion independiente
de cromosomas y al cruzarse dentro del grupo de genes de aflatoxinas, asi como otras partes
del genoma. La recombinacion probablemente explica la alta variacion genética en las
poblaciones de campo de A. flavus, en las cuales las cepas varian en su capacidad toxigénica,

pues hay cepas productoras o no de aflatoxinas (Horn, et al., 2016).

3.3 Factores de virulencia de Aspergillus flavus.

Las infecciones por hongos son procesos muy complejos que se desarrollan desde el contacto
inicial del hongo con la superficie del huésped, la colonizacién, la propagacion de las células
infecciosas hasta el establecimiento de la infeccion. El progreso y el resultado de la infeccion
dependen de varios factores del hongo y del huésped, incluido el estado inmunoldgico de este
altimo, la localizacién del area infectada y la produccion de factores de virulencia fangica. En
la mayoria de los casos, esos factores de virulencia son complejos y multifactoriales, pueden
clasificarse en dos categorias: las que promueven la colonizacion e invasion y las que causan

dafio directo al huésped, como toxinas y enzimas extracelulares (Enguita, et al., 2015).

La virulencia de Aspergillus flavus es multifactorial y esta intimamente conectada con el
proceso de esporulacion y la sintesis de metabolitos secundarios, adaptabilidad a las
condiciones de estrés, la intercepcion de las moléculas de defensa del hospedero y la

interaccién planta-hongo (Amaike y Keller, 2011).

Dentro de los factores de virulencia ampliamente estudiados son las aflatoxinas, metabolitos
secundarios que son secretados por el hongo, un estudio de microscopia del crecimiento de
A. flavus en el tejido del grano de maiz mostraron que los componentes celulares, como las
paredes celulares, se descomponian antes del micelio. Esto se ha interpretado como indicativo
de patogenicidad necrotrdfica, sin embargo no todas las investigaciones coinciden con esta
conclusioén. Investigaciones recientes han comenzado a dilucidar que el propdsito especifico
de su produccion es la proteccion antioxidante para el género Aspergillus, pues se han
explorado los roles del estrés oxidante en la regulacion de la biosintesis de aflatoxinas, asi
como de los principales factores reguladores de las vias, sin embargo, el mecanismo de accion

antioxidante de la aflatoxina ain no se ha dilucidado por completo (Fountain, et al., 2014).



A. flavus es un hongo sapréfito que tiene la habilidad de utilizar un amplio intervalo de sustratos
porque tiene una capacidad de producir una gran diversidad de enzimas capaces de
degradarlos (Amaike y Keller, 2011). Este complejo conjunto de enzimas constituye un
importante factor de virulencia para este hongo, ya que le permite no solo penetrar el tejido del
hospedero al mediar la maceracion tisular y disgregacién de la estructura de la pared celular,
Sino que es un mecanismo necesario para la obtencion de nutrientes (Solis, 2014). Ejemplos
de estas enzimas son: amilasas, celulasas, quitinasas, cutinasas (p. €j., Fito cutinasa), lipasas,

pectinasas (P2c), proteasas como proteasa alcalina y xilanasas (Fountain, et al., 2014).

3.3.1 Aflatoxinas

A. flavus forma S (con esclerocio largo >400nm de didmetro) y forma L (con esclerocio pequefio
<400nm) producen aflatoxinas B1 y B2, pero A. flavus forma S solo produce aflatoxinas Gi1 y
Go. Las letras B y G se refieren al color de la fluorescencia observada bajo la luz UV ("Blue" y
"Green"), mientras que los subindices 1 y 2 indican el componente mayor y menor,
respectivamente (Bennet, 2011; Carrillo, 2003). Las aflatoxinas M1 y M2 son el producto
metabdlico hidroxilado de las B1 y B2. Alrededor de 1% de las aflatoxinas B1 consumidas por
rumiantes en el forraje es excretada en la leche como M, de ahi su nhombre derivado de la
palabra "Milk" (Carrillo, 2003).

Estas toxinas contienen un ndcleo cumarina fusionado a un bifurano y a una estructura
pentanona, en el caso de aflatoxinas B, que esta sustituido por una lactona de seis miembros
en aflatoxinas G (Figura 2) (Carrillo, 2003).
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Figura 2. Estructura quimica de las aflatoxinas (Carrillo, 2003)



La aflatoxina B1 es un potente carcinégeno que induce la formacion de tumores, en higado y
otros 6rganos como el rifién, pulmon y colon en humanos y animales. Se ha reportado la
muerte de mas de 150 personas en Kenya en los afios 2004-2005 resultado del consumo de
maiz contaminado con A. flavus grupo S. En el mismo periodo de tiempo se reportd la muerte
de 100 perros en Estados Unidos por alimento compuesto de maiz contaminado con 600
mg/Kg de aflatoxina B1 por alimento procesado para perro (Amaike y Keller, 2011). La
exposicion a aflatoxinas es dificil de evitar porque no es sencillo prevenir el crecimiento fungico
en los granos y otros productos. Los limites a la concentracion de aflatoxinas para proteger la
salud humana y animal establecida por distintos paises e instituciones son diversos. La FDA
establece como limites maximos la concentracion de 20 pg/kg para granos y otros forrajes
destinados a la crianza animal y vacas lecheras, 100 pg/kg para granos destinados a ganado
y cerdos reproductores, asi como gallinas ponedoras, 200 pg/kg para granos empleados en el
engorde de cerdos y 300 pg/kg para destinados en el engorde en hacienda (Carrillo, 2003).

En México la NOM-188-SSA1-2002, establece que los cereales para consumo humano no
deben exceder los 20 pg/kg, en el caso de tener concentraciones entre 21- 300 pg/kg el cereal
Unicamente podra utilizarse para consumo animal y deberd ajustarse a lo dispuesto en la

siguiente Tabla 1.

Tabla 1. Limites de aflatoxinas establecidos en NOM-188-SSA1-2002, Productos y Servicios.
Control de aflatoxinas en cereales para consumo humano y animal.

Especieletapa de produccion Limite maximo pg/kg

Aves (excepto pollos de engorda) 100

Cerdos en engorda:

Entre 25y 45 kg 100
Mayores de 45 kg 200
Maduros destinados a reproduccion 100
Rumiantes:

Maduros destinados a reproduccién 100

De engorda en etapa de finalizacion 300

Tomado de NOM-188-SSA1-2002 (https://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=719385&fecha=15/10/2002)

Existen normas mas estrictas en Europa donde cultivos de cacahuate con 2 ppb de aflatoxina
B1 son rechazados (Amaike y Keller, 2011). Otras micotoxinas que secreta Aspergillus flavus

son: la esterigmatocistina, acido ciclopiazonico, acido kojico, acido B-nitropropionico,



aspertoxina, aflatrem, gliotoxina y acido aspergilico. Ademas, también puede producir otros
metabolitos secundarios como dihidroxiaflavinona indol, paspalinina y versicolorina A (Carrillo,
2003). La pérdida econémica producida por la contaminacion de micotoxinas es estimada en
aproximadamente un billon de dolares en donde las aflatoxinas representan una gran
proporcion de la perdida en Estados Unidos, por ejemplo, en cacahuate 25 millones en los
estados de Georgia, E.U.A., y por 15 millones en Texas, E.U.A., por cultivos de maiz en 1999

y en los paises en desarrollo se estiman perdidas mas severas (Amaike y Keller, 2011).

Su biosintesis es un proceso complejo que implica reacciones multienzimaticas que se han
descrito mediante estudios genéticos y bioquimicos, ocurren al menos 23 reacciones
enziméaticas y se forman 15 intermediarios, se involucran 25 genes conglomerados en una
region de 70 kb, es regulada positivamente por el gen aflR, que codifica una proteina acoplada
a DNA con secuencia especifica de “dedos de zinc” dicho gen es requerido para la transcripcion
de la mayoria de los genes estructurales de las aflatoxinas. Luego, el gen regulador aflJ (o
aflS), adyacente a aflR, se asocia con la expresion de pksA, norl, verl y omtA. Por otra parte,
la perdida de toxicidad se basa en la presencia de mutaciones puntuales o deleciones en el
conglomerado de genes, por ejemplo la cepa no toxigénica AF36 muestra reemplazo de G por
A en el sitio nt591 del gen de sintasa de poliquétido, introduciendo un codén de terminacién en
la posicion 176 del gen, deteniendo la sintesis enzimatica y la producciéon de aflatoxinas. A su
vez, la cepa NRRL21882 presenta una delecién en el conglomerado de genes completo desde
la region codificadora de hexA en el grupo de genes de utilizacion de azucares a la region
telomérica. También se han observado cepas de A. flavus no toxigénicas con todo el grupo de
genes que presentan las cepas toxigénicas. En este caso, la atoxigenicidad se explico debido
a defectos a nivel molecular como modificaciones postranscripcionales o proteinicas, aunque

aun no se tienen los elementos completos al respecto (Martinez y Hernandez, 2013).

Muchos factores afectan la biosintesis de aflatoxinas incluyendo factores nutricionales como
la fuente de carbono y nitrégeno, efectos del medio ambiente como aw, temperatura y

condiciones fisiolégicas como el pH y metabolitos de plantas.

Fuente de Carbono: Se ha establecido una relacion entre la fuente de carbono y la produccién
de aflatoxinas, cuando la fuente de carbono es un azdcar simple como la glucosa, sacarosa,
fructosa y maltosa, inducen la formacion de aflatoxinas la cual es reprimida en las fuentes de

carbono como peptona, sorbosa y lactosa. Se ha reportado una conexion entre la actividad de
10



la amilasa y la produccion de aflatoxinas, el grupo de genes relacionado con la utilizacion del
azucar en A. parasiticus esta junto al grupo de genes que codifican para las aflatoxinas, se
cree que esta cercania puede explicar la induccién que tiene la fuente de carbono con la
biosintesis de las aflatoxinas. Los lipidos como los &cidos grasos poliinsaturados (&cido
linoleico), el &cido esteérico saturado y la oxidacion del ergosterol también son una fuente de
carbono que induce la formacion de aflatoxinas, tal como lo comprueba un estudio donde se
clono el gen LipA que codifica para una lipasa en A. flavus y A. parasiticus (Yu, 2012; Yu, et
al, 2002; Yu, et al, 2003, Yan, et al., 2015).

Fuente de Nitrégeno: Fuentes de nitrdgeno como: asparagina, aspartato, alanina, nitrato de
amonio, sulfato de amonio, glutamina, glutamato y prolina contenidos en el medio inducen la
produccion de aflatoxinas, mientras que otros compuestos que reprimen su biosintesis son el
nitrato de sodio y el nitrito de sodio. Se ha reportado un efecto supresor del nitrato sobre la
produccién de aflatoxinas, en una sobre expresion del gen aflR producida por copias
adicionales del aflR supera la regulacién negativa sobre la produccion de aflatoxinas (Yu,
2012).

Temperatura: La produccion 6ptima de aflatoxinas ocurre a una temperatura cercana a los
30°C (28°C a 35°C), cuando la temperatura incrementa los 36°C la produccion de aflatoxinas

es practicamente inhibida (Yu, 2012).

Humedad, pH, estrés oxidante y metabolitos de plantas: Se ha reportado una alta
produccién de aflatoxinas en maiz bajo condiciones de calor y sequia. La biosintesis de
aflatoxinas en A. flavus ocurre en medio acido, pero es inhibida en medio basico. Se ha
reportado que el tratamiento de A. flavus con terbutilhidroperdxido o acido galico incrementa
significativamente la sintesis de aflatoxinas, al igual que el metabolito octanal aislado de maiz
incrementa 500% la produccion de aflatoxinas en A. parasiticus. Los taninos hidrolizables,
acido ascorbico y acido cafeico, al igual que el 13(S)- hidroperéxido derivado del &cido linoleico
(resultado de la reaccion de la lipo-oxigenasa codificada por L2 LOX del gen de maiz) inhiben

significativamente la biosintesis de aflatoxinas (Yu, 2012).

La sintesis de aflatoxinas tiene un papel ventajoso para la supervivencia de A. flavus, la
conexion entre el estrés oxidativo y la biosintesis de aflatoxinas parece indicar la propiedad

antioxidante de las aflatoxinas que puede favorecer el crecimiento del hongo. Adicionalmente
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se tiene la hipétesis que las células fungicas o vegetales puedan metabolizar la aflatoxina en
subproductos toxicos (AFBi1-exo0-8,9-epoxido) que reaccionan facilmente con las estructuras
del ADN dando como resultado mutaciones y dafio oxidativo en varias macromoléculas que
puede conducir a la muerte celular localizada, como ha sido demostrado en estudios del
metabolismo de la aflatoxina Bi (AFB1) en los hepatocitos humanos, donde las
monooxigenasas del citocromo p450 son capaces de oxidar la AFBi. Dado que las
monooxigenasas p450 son universalmente abundantes en los organismos eucariotes, incluido
el maiz, es posible que la aflatoxina se metabolice de manera similar en el maiz, lo que podria
dar como resultado un dafio oxidativo de los componentes celulares y su posible papel

necrotrofico (Fountain, et al., 2015).

3.3.2 Oxilipinas.

Aspergillus flavus coloniza semillas con alto contenido de grasas saturadas como los acidos
linoleicos (18:2) y oleico (18:1), siendo sustratos de las oxigenasas para producir oxilipinas,
estas moléculas estan involucradas en la produccion de esclerocios, conidios y la producciéon
de aflatoxinas en este hongo. La estructura de las oxilipinas es muy similar a las sintetizadas
por las plantas, las cuales funcionan como intermediarios del mecanismo de defensa contra
los patdbgenos y como moléculas de comunicacion entre plantas y varios hongos como es el
caso especifico entre el maiz y A. flavus. En un estudio se descubri6 que la lipoxigenasa-3 del
maiz (ZmLOX3) es necesaria para la resistencia a A. flavus, ciertas 9-oxilipinas pueden
desempeiiar un papel importante en la supresion de la biosintesis de aflatoxinas, mientras que
otras oxilipinas pueden promover la biosintesis de las mismas lo que parece implicar cierto
grado de especificidad en el papel de las enzimas LOX o sus productos en la resistencia a

ciertas especies de Aspergillus (Amaike, 2011; Scarpari, et al., 2014; Fountain, 2014).

3.3.3 Enzimas hidroliticas
Existen estudios que demuestran que algunas hidrolasas son determinantes para que el hongo
invada los tejidos de las plantas, por lo que varias enzimas hidroliticas son consideradas

factores de virulencia (Mellon, et al, 2007).
a) a-Amilasa

Es una hidrolasa importante involucrada en la degradacién del almidén. Un estudio demuestra

gue al reprimir el gen amyl, que codifica para la a-amilasa en una cepa toxigénica de A. flavus,
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se reduce el crecimiento en un medio de cultivo con almidén en comparacién con una cepa de
tipo salvaje. La cepa sin la capacidad de secretar a-amilasa produce aflatoxinas en granos de
maiz con su embridn dafiado, pero no produce aflatoxinas cuando se inocula en granos con el
germen o embriéon removido, (considerando que el embridn contiene azlcares simples del cual
se alimenta el hongo), por lo que la secrecion de esta enzima es un factor crucial para acceder
a las fuentes de carbono que son un rol critico en la induccion de la biosintesis de aflatoxinas.
En este mismo estudio se identificd un inhibidor de tripsina de 14 kDa del maiz capaz de inhibir
a la a-amilasa provocando una disminucion de la germinacion de los conidios y crecimiento de
las hifas del hongo (Amaike y Keller, 2011; Mellon, et al, 2007).

En otro estudio se compararon cepas de A. flavus con baja y alta virulencia encontrando un
aumento en los nimeros de isoenzimas de a-amilasa en estas ultimas, por lo que desempefian
un papel fundamental en el acceso a las fuentes de carbono del almidén y en la induccion de

la biosintesis de aflatoxinas (Mellon, et al, 2007).
b) Pectinasas

Se ha caracterizado una pectinasa de Aspergillus flavus, conocida como P2c, codificada por
el gen pecA, la cual contribuye a la capacidad del hongo de infectar algoddn, lo cual fue
demostrado en un estudio en donde se alter6 genéticamente la expresién de P2c, por adicién
y delecién del gen pecA en cepas del hongo, cuando se adicioné el gen para P2c en una cepa
gue inicialmente no lo tenia, incremento la capacidad de causar dafio a la membrana
intercarpelar y la habilidad de expandirse, por el contrario la delecion del gen pecA elimind la
expresion de P2c causando una reduccion significativa de la capacidad de causar dafio a la
membrana intercarpelar y la habilidad de expandirse, comparados con las cepas control
(Mellon, et al., 2007; Sheih, et al.,1997).

c) Proteasas

La principal enzima es la elastasa y esta directamente relacionada como factor de
patogenicidad en la aspergilosis invasiva humana, la cual es una infeccién en el pulmén
causada por la inhalacion de esporas de A. flavus y A. fumigatus en personas
inmunosuprimidas. Otras enzimas secretadas son las serin-proteasa y las metaloproteinasas,
estas Ultimas han sido purificadas y caracterizadas con tamafio molecular de 35kD son
altamente autocataliticas dando lugar a la forma activa 23kD muy termoestable y tolerante a
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un rango amplio de pH, se cree que dichas enzimas son utilizadas por el hongo como factor
invasivo y de defensa. Sustratos naturales sensibles a la escision por esta proteasa, ademas
de la elastina, incluyen la proteina de almacenamiento de semilla de algodon, zeina (proteina
de reserva del grano de maiz), la coldgena, la ovoalbumina y la albimina de suero bovino
(Mellon et al, 2007).

d) Cutinasas

Aspergillus flavus puede infectar a los granos de maiz no dafiados y producir aflatoxinas antes
de la cosecha. Se han realizado ensayos para determinar si A. flavus produce cutinasas e
investigar su posible papel en la infeccién de los granos de maiz. Los ensayos in vitro han
mostrado que A. flavus puede crecer en la cutina purificada como Unica fuente de carbono y
secretar una cutinasa. A. flavus crece mejor en cultivo liquido a pH 8 que a pH 6 con cutina
(butirato de p-nitrofenilo [PNB]) la mayor actividad de hidrdlisis del sustrato de la enzima
cutinasa se encontro en la fraccion de sulfato de amonio al 30 %. Se aislaron dos proteinas
con diferente actividad de hidrolisis de PNB, C1 y C2, a patrtir de los filtrados de cultivo de A.
flavus utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida. C2 mostré mayor actividad de hidrélisis
de PNB que C1. Los pesos moleculares para C1 y C2 fueron 36 kDa y 22 a 23 kDa,
respectivamente. Los granos tratados previamente con cutinasa bacteriana o la fraccion de
sulfato de amonio 30 % del filtrado del cultivo de A. flavus, aumento los niveles de produccion
de aflatoxinas. La actividad de cutinasa fue fuertemente inhibida por el fluorofosfato de
diisopropilo (DFP), un inhibidor especifico de cutinasa de hongos, lo que indica que la cutinasa
de A. flavus puede ser una esterasa de serina. Estos datos demuestran que A. flavus secreta
cutinasa extracelular cuando se cultivan en un medio que contiene cutina y sugieren un posible

papel de la enzima en la patogenicidad de A. flavus (Mellon et al, 2007; Gou, 1996).
e) Lipasas

Las lipasas son codificadas por el gen lipA y estas enzimas tienen un pH 6ptimo de 7.0, son
termoestables a los 45°C y tienen una temperatura Optima de 35-40°C, las cuales son
secretadas para utilizar los lipidos como fuente de carbono. Un estudio revel6 que A. flavus
prefiere acidos grasos de cadena corta y aceites que contienen acidos grasos saturados
(Mellon et al, 2007).
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f) a-D-xilosidasa

Ha sido aislada y purificada de A. flavus usada en la fermentacion de soya (Mellon et al, 2007).
Muchas otras hidrolasas involucradas en la degradacion de la pared celular han sido aisladas
y caracterizadas de multiples especies de Aspergillus incluyendo glucanasas (endo y exo),
xilanasas, manasas, ramnogalacturonasas, pectin-liasas, arabinofuranosidasas,
galactosidasas, feruloil/acetil/metil esterasas, pero no de Aspergillus flavus (de Vries and
Visser, 2001).

3.4 La planta de maiz.

3.4.1 Aspectos botanicos.

El maiz (Zea mays L.) pertenece a la familia de las gramineas, tribu Maydeae. Se reconocen
6 especies, como sigue: Seccion LUXURIANTES: Zea perennis, Zea diploperennis, Zea
luxurians. Seccion ZEA: Zea mays Sssp. mexicana, Zea mays Ssp. parviglumis, Zea
mays ssp. mays. Se trata de una planta anual de gran desarrollo vegetativo con un tamafo
promedio de 1-2 m (puede alcanzar 4 m de altura), cuyo tallo lleva de 12 a 20 hojas de limbo
bien desarrollado (35 a 65 cm de longitud; 2.5 a 10 cm de ancho). El tallo puede emitir varios
brotes. El sistema radicular de tipo fasciculado est4 formado por tres tipos de raices: las raices
seminales (nacidas de la semilla), las raices secundarias (que constituyen la casi totalidad del
sistema radicular), y las raices adventicias que aparecen en el ultimo lugar, a nivel de los
primeros nudos situados por encima de la superficie del suelo. La inflorescencia masculina
mide de 15 a 25 cm de largo y ancho, y las espigas por lo comun de varias a muchas, de 5 a
8 cm de largo, cada una envuelta por una sola bractea. Las espigas femeninas, varias en una
vaina, de 5 a 8 cm de longitud y de 1 a 1.5 cm de ancho; pedunculos hasta de 1.5 cm de largo
(Fleury, et al., 1979; Hugh, 1980; Rzedowski y Rzedowski, 2001; Mc Vaugh, 1983).

3.4.2 Origen y distribucion.

Maiz, palabra de origen indio caribefio, significa literalmente «lo que sustenta la vida». El maiz
(Figura 3), es junto con el trigo y el arroz uno de los cereales mas importantes del mundo,
suministra elementos nutritivos a los seres humanos y a los animales, es la materia prima
basica de la industria de transformacion, con la que se producen almidén, aceite y proteinas,
bebidas alcohdlicas, edulcorantes alimenticios, materiales de embarque biodegradables y

combustible (FAO, 1993).
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Figura 3. Planta del maiz

(https://casamejicu.com/blogs/personajes-deidades-y-simbolos/dios-del-maiz
https://www.nobbot.com/general/plantas-de-america-dieta/)

El cultivo del maiz tuvo su origen, con toda probabilidad, en América Central, especialmente
en México, de donde se difundio hacia el norte hasta Canada y hacia el sur hasta Argentina.
La evidencia mas antigua de la existencia del maiz, de unos 7 000 afios de antigliedad, ha
sido encontrada por arquedlogos en el valle de Tehuacan (México) pero es posible que hubiese
otros centros secundarios de origen en América. Este cereal era un articulo esencial en las
civilizaciones maya y azteca y tuvo un importante papel en sus creencias religiosas,
festividades y nutricién; ambos pueblos incluso afirmaban que la carne y la sangre estaban
formadas por maiz (FAO, 1993)

3.4.3 Descripcion botanica de la semilla del maiz.
Esta compuesta principalmente de cuatro partes anatémicas que son: el pericarpio y la
aleurona, el pedicelo, el endospermo y el germen. En la Figura 4 se muestran las principales

partes estructurales del grano.

a) Pericarpio. Este es la verdadera cubierta o cascara del grano, compuesta por todas las
capas exteriores. El pericarpio estd compuesto por una capa de cuticula cerosa (cutina) que
cubre a la epidermis para retrasar la absorcion de humedad al interior del grano por el
mesocarpio, compuesto por células alargadas y estrechamente adheridas con numerosas
cavidades que proveen interconexiones capilares entre todas las células y facilitando la

absorcion de agua. La porcion mas interna del peso seco del grano. Todas las partes del

16


https://casamejicu.com/blogs/personajes-deidades-y-simbolos/dios-del-maiz%20/

pericarpio estan compuestas por células muertas que son de forma tubular (Earle et al, 1946;
Watson, 1988; Jackson y Shandera, 1995).

Esta estructura externa es importante porque le confiere resistencia a los ataques de insectos
y posibles patdégenos, se ha encontrado una relacion positiva entre la composicién de acidos
fendlicos (acido trans-fertlico y acido p-cumarico), acidos diferdlicos y extensinas
(glicoproteinas ricas en hidroxiprolina) y la resistencia a la infeccion de insectos como los
curculionidos. Los acidos ferulicos forman enlaces éster con los polisacaridos de la pared
celular y en conjunto estas moléculas le proporcionan un mecanismo bioquimico para controlar
las propiedades mecanicas y limitar la biodegradacién de los polisacaridos de la pared celular
(Garcia, 2004).

b) Pedicelo. Representa aproximadamente el 0.8% del grano y es la estructura celular con la
gue el grano se encuentra unida al olote. Estd compuesto de haces vasculares que terminan
en la porcién basal del pericarpio, consta de una capa exterior de abscision que sella la punta
del grano maduro. A esta capa le sigue una serie de células parenquimatosas en forma de
estrellas, ligadas por sus puntas, formando una estructura fragil y porosa, conectada con la
capa de células cruzadas del pericarpio. Esta estructura es responsable de la absorcién de

liquidos del pedicelo al pericarpio (Earle et al., 1946; Jackson y Shandera, 1995).

c) Endospermo. Esta compuesto por células alargadas con delgadas paredes de material
celulésico, empacadas con granulos de almidén (de 5 a 30 um) sumergidos en una continua
matriz proteica (almidén-proteina), es depositada y contenida en grandes estructuras
celulares. La unién e integridad estructural entre la proteina y los granulos de almidén hace

completamente duro al grano de maiz.

El endospermo esta compuesto de dos regiones: una harinosa y otra cérnea, generalmente en
unarelacion de 2 a 1. La region harinosa del endospermo es caracterizada por células grandes,
por granulos grandes y redondos y una delgada matriz proteica. El endospermo cérneo tiene
pequefias células, pequefios granulos de almidén y una densa matriz proteica. El endospermo

constituye aproximadamente el 82.3% del grano en peso seco y estd compuesto
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principalmente por almidon (86.4%) (Earle et al., 1946; Watson, 1988; Jackson y Shandera,
1995).

d) Germen. Es el embrion u 6rgano reproductor del grano y estd compuesto por plumula,
radicula y escutelo. El escutelo constituye el 90% del germen y funciona como un érgano o
almaceén de nutrientes y hormonas que son movilizados por enzimas sintetizadas durante la
etapa inicial de germinacion hacia la plumula (Earle et al., 1946; Watson, 1988; Jackson y
Shandera, 1995). Todas las células del embrion y el escutelo son potencialmente activadas
metabdlicamente durante la hidratacion de la semilla (Watson, 1988).

Ceuias que
contienen granulos
o 3IMICon en und
M3tr proteicy

Tez
Capa de deurcna

——Endocspermo crstaline
Encosperm™o harnoso

EmDron 0 germen

Figura 4. Principales partes estructurales del grano de maiz.
(http://repositorio.uaaan.mx:8080/xmlui/bitstream/handle/123456789/494/62151s.pdf?sequen
ce=1&isAllowed=y)

3.4.4 Composicion quimica del grano de maiz.
Como se muestra en el Tabla 2, las partes principales del grano de maiz difieren

considerablemente en su composicion quimica. La cubierta seminal o pericarpio se caracteriza
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por un elevado contenido de fibra cruda, aproximadamente el 87%, la que a su vez esta
formada fundamentalmente por hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y lignina (0,1%) (Burge y
Duensing, 1989).

Tabla 2 Composicion quimica de las diferentes partes del grano de maiz

Componentes | Grano Componentes fisicos del grano
guimicos (%) | entero Endospermo Germen Pericarpio Punta
Almidén 72.4 86.6 8.3 7.3 53
Grasa 4.7 0.86 34.4 0.98 3.8
Proteina 9.6 8.6 18.5 35 9.7
Ceniza 1.43 0.31 10.3 0.67 1.7
Azlcar 1.94 0.61 11.0 0.34 15
Fibra 2.66 - -- -- -

(Gonzélez, 1995)

El arabinoxilano (59.06 g/Kg) y la xilosa (29.53 g/Kg) son los principales componentes del

pericarpio crudo, lo que se muestra en la Tabla 3 (Martinez-Bustos, et al, 2001).

Tabla 3. Composicion aproximada del pericarpio crudo de maiz

Componente Pericarpio crudo
Arabinosa (g/Kg CNT) 2.47
Xilosa (g/Kg CNT) 29.53
Galactosa (g/Kg CNT) 0.45
Acido D-glucurdnico (g/Kg) 2.46
Arabinoxilano (g/Kg) 59.06

CNT=Carbohidratos Neutros Totales (Martinez-Bustos, et al, 2001)

3.4.4.1 Carbohidratos simples

Los azucares simples varian de 1 a 3 % del peso total del grano y cerca del 65% de los
azucares del grano se encuentran en el germen y, de ellos, el 69% son glucosa. Ademas,
contienen monosacaridos (D-fructuosa y D-glucosa en igual proporcion) libres del endospermo;
disacaridos como sacarosa y maltosa; trisacaridos como rafinosa, y oligosacéaridos (Boyer y
Shannon, 2001; Jackson y Shandera, 1995; Serna, 2001).
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3.4.4.2 Carbohidratos complejos (polisacaridos).

Generalmente representan un poco mas del 71.5% del peso total del grano. Los polisacéaridos
de mayor importancia en el maiz son los estructurales y los de reserva. Los carbohidratos
estructurales son aquellos componentes que forman parte de la estructura de las paredes
celulares del grano. Estos carbohidratos son sustancias como las pectinas, hemicelulosa y
celulosa (Jackson y Shandera, 1995). Los carbohidratos de reserva (almidon) son
polisacaridos de almacenamiento energético de gran importancia en el maiz, constituyen

aproximadamente el 70 al 75% del grano (Serna, 2001).

3.4.4.2.1 Almidén

El almidon estad formado por dos polimeros de glucosa: amilosa y amilopectina (Figura 5),
unidos por dos diferentes ligaduras, a(1—4) y a(1—6). La amilosa es una molécula
esencialmente lineal de unidades de glucosa, que constituye hasta el 25-30% del almidon. El
polimero amilopectina también consiste en unidades de glucosa, pero en forma ramificada y
constituye hasta el 70-75% del almidon. La composicion del almidon es determinada
genéticamente. En el maiz, ya sea con un endospermo de tipo dentado o cérneo, el contenido
de amilosa y amilopectina del almidon es tal como se ha descrito anteriormente, pero el gen
gue produce maiz ceroso contiene un almidén formado totalmente por amilopectina. Un
mutante del endospermo, denominado diluente de la amilosa (da), hace aumentar la
proporcion de amilosa del almidon hasta el 50% y més. Otros genes, solos o combinados,
pueden modificar la composicién del almidon al alterar la proporcion entre la amilosa y la

amilopectina (Boyer y Shannon, 2001).
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Figura 5. Estructura quimica del almidén (amilosa y amilopectina) (adaptado de Tester et al.,

2004).
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3.4.4.2.2 Celulosa

La celulosa es el constituyente principal de la pared celular, esta formada por un polimero lineal
de D-glucosa unida por enlaces B-1,4, no presenta ramificaciones y los polimeros se presentan
como estructuras ordenadas, esto es en fibras (Figura 6). Los multiples grupos hidroxilo de la
glucosa de una cadena forman puentes de hidrégeno con los oxigenos de las cadenas vecinas
uniendo las cadenas firmemente y formando una estructura cristalina llamada microfibrillas con
una alta resistencia a la traccion, estas microfibrillas estan constituidas por cadenas con mas
de 250 residuos de glucosa unidas por hemicelulosa (de Vries, 2001). La celulosa cristalina es
un sustrato insoluble y su degradacién por enzimas bacterianas o fungicas en general es
limitada. Ademés de las regiones cristalinas, la celulosa contiene regiones amorfas no

cristalinas dentro de las microfibrillas (de Vries, 2001).

HOH,C HOH,C

, H 0
0 o HO _O N\ A O

"0 A O ~
HO HO— 0
OH " Hom,C © H

Celulosa
(enlaces [}-1.4)

Figura 6. Estructura quimica de la celulosa (Berg, et al.,2007)

3.4.4.2.3 Hemicelulosa
La hemicelulosa es un polisacarido heterogéneo y el segundo compuesto organico mas
abundante en la pared celular. Tiene la funcién de aglutinar las fibras cristalinas de celulosa,

dando consistencia a la pared celular (Paz-Lago y Hernandez, 2000).

En cereales y maderas duras, el principal compuesto hemicelulésico es el xilano (Figura 7), el
cual esta formado por una cadena principal de D-xilosa unida por enlaces p-1,4. La cadena
principal de xilosa puede estar sustituida con diferentes grupos laterales, como L-arabinosa,
D-galactosa, D-xilosa, acido glucuroénico, acido ferulico y acido p-cumarico. La L-arabinosa se
encuentra como monémero o como cadenas cortas unidas a la cadena principal de xilosa por
enlace a-1,2 0 a-1,3. A estos residuos o cadenas cortas de L-arabinosa puede unirse D-xilosa
mediante enlace 3-1,2. A su vez, residuos de D-galactosa pueden unirse a los residuos de L-

arabinosa por enlace 3-1,5 o bien unirse a los residuos laterales de D-xilosa por enlace 3-1,4.
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También se encuentran residuos de acetilo unidos a la cadena principal de xilosa en la posicién
0O-2 u O-3. El acido glucuronico es otro residuo que se encuentra unido a la cadena principal
de xilosa mediante enlace a-1,2. Los residuos feruloil y p-cumaroil se encuentran en el xilano

como residuos terminales de las cadenas secundarias unidos a la posicién O-5 de L-arabinosa.

m xylose > -
3 glucuronic acid {1} —, > {} @ Y «@b (]
_ A L w -
< arabinose S 8 S 8B 5 R BN ENENENE N B N
v galactose A &> & & <>

ferulic acid

v acetyl

Figura 7. Representacion esquematica de la estructura del xilano (de Vries, 2001)

Un segundo compuesto de la hemicelulosa son los galacto- y gluco-mananos (Figura 8) que
consisten en una cadena principal de manosa y glucosas unidas por enlace B-1,4, las maderas
blandas generalmente contienen galactoglucomananos, mientras que la madera dura

generalmente contiene glucomananos (de Vries, 1999)

L —r

Bl mannose N N N | i Il . . -
Y galactose e b ol
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eyl - — - - .- - .-

Figura 8. Representacion esquematica dos estructuras de galactoglucomananos (De Vries, 2001)

3.4.4.2.4 Pectina

La pectina es otro grupo de heteropolisacaridos, estd formado por una cadena principal de
acido galacturénico unido por enlaces a-1,4 la cual puede estar metilada o acetilada. Esta
compuesto por tres dominios estructurales distribuidos en dos regiones: la regién “lisa” y la

region “ramificada” (de Vries, 1999)

Los polisacaridos de pectina tienen una estructura compleja o ramificada (Figura 9), pero
pueden ser divididos generalmente en homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano | (RGI),
ramnogalacturonano Il (RGII) y xilogalacturonano (XGA). Aparentemente estos polisacéaridos
suelen estar presentes en todas las células, pero su abundancia relativa y detalles

estructurales difieren entre tipos de células y especies (de Vries, 1999).
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El HG representa la cadena principal de la molécula de pectina, que contiene enlaces a-1,4
entre residuos de acido-D-galacturonico que pueden estar metilados en la posicién 6 (Yadav
et al, 2009). Es conocido como la region lisa de la pectina. RGIl se compone de la repeticion
del disacarido ramnosa-acido galacturénico. Los residuos galacturonicos pueden ser
acetilados y ambos residuos puede llevar cadenas laterales de azlcares neutros como
galactosa, arabinosa y xilosa. RGIl es, a pesar de su nombre, una cadena de
homogalacturonano con cadenas laterales de complejos unidos a los residuos de &cido

galacturoénico (Biscaro et al, 2009).

1 =Acido L-acérico A = LFuecces & = xoc

G = D-Apiosa 0 = pcamcto= = Lramnos
@ = Lacbinos © = reamcem £} = Domyiosa
€)= Bomte {I} = frido Galscturdnico @& = Grupos Acetio
.— = D-Dhs Q = MAoids Glucwrsnico @ = Grupos Metilo

Figura 9. Representaciéon esquematica de los 4 tipos de polisacaridos de la pectina
ramnogalacturonano | (RG-I), xilogalacturonano (XGA), homogalacturonano (HG) vy

ramnogalacturonano Il (RG-II) (Mohnen, 2008).

3.4.4.3 Lignina

La lignina es un biopolimero aromatico complejo; constituye cerca del 15% de la biomasa
terrestre y su fuente natural es la madera. Es importante para el soporte mecanico de las
plantas, el transporte del agua y como sistema de defensa. La lignina consta de una red
hidrofébica compleja formada de unidades fenilpropanoides, los cuales son el resultado de la
polimerizacién oxidativa de uno o mas de tres tipos de alcoholes hidroxinamilicos precursores
(Figura 10). La composicién, cantidad y distribucién de la lignina depende del tipo de planta,
especie y tejido, pero en general representa del 10 al 25% de la pared celular de residuos
agroindustriales, y de ello depende el uso que se le pueda dar (Jung y Ni, 1998; Wong et al.,

2000; Grabber, 2005; Quintero et al., 2006).
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Figura 10. Representacion estructural de la lignina
(https://lwww.palermo.edu/ingenieria/pdf2015/15/CyT_15 11.pdf)

3.4.4.4 Proteinas.
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Después del almidon las proteinas constituyen el siguiente componente quimico del grano por

orden de abundancia. En las variedades comunes el contenido de proteinas puede oscilar

entre 8 y 11 % del peso del grano y en su mayor parte se encuentra en el endospermo (Serna,

2001).

La distribucion de las proteinas en el maiz es de 8% albuminas (proteinas solubles en agua),

9% de globulinas (solubles en soluciones salinas), 40% de glutelinas (solubles en hidréxido se

sodio) y 39% de prolaminas (zeina), ver Tabla 4 (Paredes-Lopez y Saharopulos-Paredes,

1983).

Tabla 4. Composicion proteica de las partes principales de los granos de maiz

Componente Grano entero % Endospermo % Germen % Pericarpio y
pedicelo %
Proteina Total 9.8 8.8 19.0 5.1

Fraccion proteica

Albuminas 8.0 4.0 30.0 -
Globulinas 9-0 4.0 30.0 -

Zeinas 39.0 47.0 6.0 -
Glutelina 40.0 39,0 25.0 -

Tomado de Watson y Ramstad, 1987.
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3.4.4.5 Lipidos

Constituyen aproximadamente el 4.8% del peso total del grano. Se encuentran en mayor
proporcion en el germen, conteniendo el 84% de los lipidos del grano y el 16% restante se
encuentra en el endospermo. Casi todos los lipidos del maiz son triacilglicéridos libres y los
principales acidos grasos que los componen son el linoleico (18:2) con 50% de los lipidos del
grano, el oleico (18:1) con 35%, palmitico (16:0) 13%, el estearico (18:0) menos del 4% vy el
linolénico (18:3) menos del 3%. El maiz no es considerado una oleaginosa, pero es una
excelente fuente de acidos grasos. Los lipidos en el maiz son altamente poliinsaturados y
estables porque contienen altos niveles de antioxidantes naturales y muy poco &cido linolénico
(Watson, 1988; Weber, 1988; Jackson y Shandera, 1995).

3.4.4.6 Vitaminas liposolubles

El grano de maiz contiene dos vitaminas solubles en grasa, la pro-vitamina A, o carotenoide y
la vitamina E. Los carotenoides se hallan sobre todo en el maiz amarillo, en cantidades que
pueden ser reguladas genéticamente, en tanto que el maiz blanco tiene un escaso o nulo
contenido de ellos. La mayoria de los carotenoides se encuentran en el endospermo duro del
grano y Unicamente pequefias cantidades en el germen. El beta-caroteno es una fuente
importante de vitamina A, aunque no totalmente aprovechada pues los seres humanos no
consumen tanto maiz amarillo como maiz blanco (Squibb, Bressani y Scrimshaw, 1957)
determinaron que el beta-caroteno equivalia aproximadamente al 22% del total de
carotenoides (11.3 ug/g) de tres muestras de maiz amarillo. El contenido de criptoxantina

equivalia al 51% del total de carotenoides. La proporcién de vitamina A variaba de 1.5 a 2.6

ua/g.

3.4.4.7 Vitaminas hidrosolubles

Las vitaminas solubles en agua se encuentran sobre todo en la capa de aleurona del grano de
maiz, y en menor medida en el germen y el endospermo. Se han encontrado cantidades
variables de tiamina y riboflavina en el grano del maiz; su contenido esta determinado en mayor
medida por el medio ambiente y las practicas de cultivo que por la estructura genética, aunque
se han encontrado diferencias en el contenido de estas vitaminas entre las distintas
variedades. La vitamina soluble en agua a la cual se han dedicado mas investigaciones es el
acido nicotinico y la niacina con valores medios de aproximadamente 20 ug/g (Patterson et al.,
1980).
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El maiz no tiene vitamina B12 y el grano maduro contiene solo pequefias cantidades -en caso
de que las haya- de acido ascorbico. Yen, Jensen y Baker (1976) hallaron un contenido de
aproximadamente 2.69 mg/Kg de piridoxina asimilable. Otras vitaminas, como la colina, el

acido folico y el 4cido pantoténico, se encuentran en concentraciones pequefiisimas.

3.4.4.8 Minerales.

La mayor parte (78%) de los minerales del maiz se encuentran en el germen, probablemente
porque estos son esenciales para el desarrollo del embridn. EI mas abundante es el fésforo
gue representa el 0.08% del grano integral, este mineral se encuentra principalmente
almacenado en forma de sal fosforo-magnesio del &cido fitico y es liberado por la enzima fitasa.
El azufre es uno de los cuatro elementos mas abundantes en el grano, se encuentra en forma
inorganica como un constituyente de los aminoacidos metionina y cistina. Otro elemento
inorganico que constituyen al grano es el potasio, que se encuentra en forma organica como
componente de los amino&cidos azufrados. Metales de alta toxicidad se encuentran presentes
en cantidades por abajo del nivel que causan toxicidad, a menos que el maiz se encuentre en
la etapa de maduracion o que el maiz sea cultivado en tierras que son expuestas a lodos de

aguas residuales con un contenido alto de estos minerales (Watson, 1988).

3.4.4.9 Antocianinas

Las antocianinas (del griego anthos flor y kyanos azul), son el grupo mas importante de
pigmentos solubles al agua visibles para el ojo humano. Las antocianinas forman parte de la
familia de los polifenoles y se definen como flavonoides fendlicos (Figura 11). Los colores rosa,
rojo, azul, malva y violeta de las flores, frutas y verduras se deben a la presencia de estos
pigmentos. Las antocianinas se localizan principalmente en la piel de frutas como manzanas,
peras, uvas, zarzamoras, ciruelas, de flores como la jamaica, rosas y verduras como col y maiz
morado. La funcién que cumplen es la de atraer seres vivos (principalmente insectos y pajaros)
para propadsitos de polinizacion y dispersién de semillas. La diferencia de color entre las frutas,
flores y verduras depende de la naturaleza y concentracién de antocianinas. Existen factores
adicionales que afectan el color como el pH de la célula, el efecto de copigmentacion
determinado por la presencia de otros flavonoides, temperatura, luz, etc. Las antocianinas, al
igual que otras sustancias polifendlicas, se encuentran en la naturaleza en forma de
glucésidos, siendo conocidas sus agliconas como antocianidinas, a las cuales se les une un

azucar por medio de un enlace B-glicosidico. Se trata de flavonoides, es decir, sustancias
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derivadas del nucleo flavano, con un anillo-A benzoil y un anillo-B hidroxicinamoil. La estructura

de la antocianina es el 2- fenilbenzopirilio de la sal de flavilio (Cuevas-Montilla et al., 2008).

R1 R2

Cianidina OH H

Peonidina OCH;s H

Delfinidina OH OH

Petunidina OCH;s OH
Malvidina OCHs OCHjs

Pelargonidina H H

Figura 11. Estructura de las principales antocianinas (Durst y Wrolstad, 2001).

Un estudio reciente revela que antocianidinas, precursores y flavonoides relacionados, fueron
probados en concentraciones 0.3-9.7 mM (0.1-3.0 mg / mL) resultando tener actividad contra
el crecimiento y la biosintesis de aflatoxina B1 de Aspergillus flavus NRRL 3357. La produccion
de aflatoxina B1 fue inhibida por todas las antocianidinas probadas, los compuestos 3-hidroxi
son mas activos que las formas 3-desoxi. Los dos glucésidos principales que se producen en
el maiz (pelargonidina y cianidina 3-glucésido) fueron evaluados resultando inhibitorios de la
sintesis de aflatoxinas, pero la concentracibn combinada de estos dos compuestos en el tejido
de aleurona de los granos de maiz maduro es muy baja para producir el efecto inhibitorio. Sin
embargo, otras cepas de A. flavus podrian ser mas sensibles y las posibles interacciones de
estos compuestos con copigmentos y otros flavonoides pueden mejorar su actividad inhibitoria
(Norton, 1999).

3.5 Tipos de maiz

La diversidad genética del maiz se distribuye en razas. En América se han originado el 90%
de todas las razas. Segun Goodman y Brown (1988), en América hay 260 razas (Figura 12).
Dos factores son la causa de esa gran diversidad: la variacion en usos y la gran variacion
ecoldgica. La diversidad fenotipica del maiz se expresa en una extraordinaria variabilidad en

color, tamafio, forma, textura del grano y de la mazorca. El maiz es un elemento cultural de la

27



misma importancia que el lenguaje, el vestido, la musica, la culinaria, las costumbres y otras
manifestaciones culturales. La vigencia de las razas de maiz es universal. Las razas se
mantienen en el tiempo. Hay muchas evidencias de que las razas de maiz son mas perennes
gue otras manifestaciones culturales. Se mantienen porque constituyen un fuerte elemento
cultural. Si desaparecen las culturas desaparecen también las razas de maiz. En México el
maiz es uno de los cultivos mas importantes constituyendo uno de los alimentos basicos de la
poblacién, actualmente el desarrollo de la tecnologia en este pais ha permitido explotar el maiz
como una materia prima de gran importancia para la industria, tanto en lo basico como en la

complementaria (Cuevas-Montilla., et al, 2008).

Figura 12. Diferentes tipos de maiz mexicano (https://chemazdamundi.wordpress.com)

El maiz morado es una variedad de maiz que posee la coronta y los granos de color morado y
es originario del altiplano andino (Bolivia y Pera). Contiene diferentes tipos de antocianinas,
siendo la cianidina-3-B-glucésido, su pigmento mayoritario el cual es un importante
antioxidante. También el extracto de maiz morado puede ser usado en productos acidos (p. €j.
bebidas, jugos) donde se desee un color rojo. Ademas del pigmento principal cianidina-3--
glucésido, se han encontrado en variedades de maiz morado: pelargonidina-3-glucésido,
peonidina-3-glucésido, cianidina-3-maloilglucésido, pelargonidina-3-malonilglucésido, vy
peonidina-3-malonilglucosido en extractos comerciales de maiz morado y granos de este.
Ademas, cianidina - 3-dimalonilglucésido como compuesto minoritario en algunas variedades.

Las antocianinas del maiz morado son mas estables que la enocianina de la uva, a la luz, al
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calor y principalmente a los cambios de pH. Las antocianinas del maiz morado a un pH entre
3y 3.5 permanecen de un color rojo amarillento, mientras que la enocianina se torna azulada

en esa condicion (Cuevas-Montilla., et al, 2008).

3.6 Microbiota del maiz

Los hongos productores de micotoxinas estan distribuidos en el medio ambiente y son
contaminantes frecuentes de los alimentos, especialmente los de origen vegetal (Figura 13).
Entre los hongos toxigénicos de mayor importancia se encuentra el género Fusarium. Dentro
de este género las especies de mayor interés en el grano de maiz son F. verticillioides, F.
proliferatum y F. subglutinans. F. verticillioides es endémico del maiz causando en la planta
pudricién de tallo, raiz y mazorca, también se caracteriza por producir diversos tipos de
micotoxinas como las fumonisinas, la mas importante es la fumonisina B1 porque comprende
mas del 70% de las fumonisinas totales presentes en el maiz (Gallardo, et al., 2006).

Un estudio realizado en el norte de México sobre el microbiota presente en el grano de maiz
determind que los géneros de hongos aislados con mayor frecuencia son: Fusarium,
Aspergillus, Alternaria y Penicillium, en menor proporcion se aislé a Rhizopus, Mucor y
levaduras (Gallardo, et al., 2006).

Las especies Fusarium mas frecuentes fueron F. verticillioides y F. solani. Del género
Aspergillus se aislé con mayor frecuencia A. flavus, A. terreus, y con menor incidencia A.

oryzae y A. fumigatus. La Unica especie que se aislé del género Penicillium fue P. notatum y

del género alternaria se aislo A. alternata (Gallardo, et al., 2006).

Figura 13. Crecimiento de diferentes hongos filamentosos en agar Sabouraud de diferentes

granos de maiz mexicano.
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3.7 Infeccion de Aspergillus flavus en los granos de maiz.

Para resolver el problema de la contaminacién en los granos de maiz se han desarrollado una
gran variedad de estrategias que deben ser usadas simultaneamente para evitar la
contaminacion de Aspergillus flavus en los granos de maiz almacenados y asegurar que estén

libres de aflatoxinas (Cary, et al, 2011).

La mayoria de estos estudios se enfocan en comprender los mecanismos de resistencia y
defensa que tienen los granos de maiz, se sabe que hay una resistencia nativa de algunas
variedades del maiz la cual es compleja. Hay una necesidad continua de identificar y darle
utilidad adicional a las variedades resistentes del maiz. Para identificar y evaluar las variedades
de los granos de maiz resistentes a la contaminacion de aflatoxinas se ha desarrollado un
ensayo rapido de seleccion en el laboratorio llamado KSA por sus siglas en inglés (Kernel
Screening Assay), los resultados de este ensayo indican la presencia de dos niveles de
resistencia, una en el pericarpio y otra en el subpericarpio. Este ensayo permite seleccionar
los genotipos de maiz resistente a la contaminacion de A. flavus para posteriormente estudiar
las proteinas de los granos resistentes y compararlos con los granos susceptibles, de esta
forma se han encontrado moléculas, principalmente proteinas, a las cuales se les atribuye un
papel importante en la resistencia y la defensa de los granos de maiz contra la infeccién de
Aspergillus flavus (Cary, et al, 2011).

Las primeras proteinas que estan potencialmente involucradas en la resistencia del grano de
maiz son: las inductoras de la germinacion proteina de inactivacion de ribosoma (RIP) por sus
siglas en inglés y las zeamatinas. Estas proteinas han mostrado una inhibicién del crecimiento
in vitro de A. flavus. En otro estudio en la variedad Tex6 de maiz resistente se identifico una
quitinasa de 28 kDa que inhibe el crecimiento de A. flavus y otra proteina de 100 kDa que
inhibe la formacioén de la toxina con un pequefio efecto en el crecimiento del hongo. En otro
estudio en donde se analizaron 13 genotipos de maiz revelo la presencia de una proteina de
14 kDa identificada como proteina inhibidora de tripsina (T1) su mecanismo de accién es inhibir

la a-amilasa del hongo (Cary, et al, 2011).

La B-1,3-glucanasa demostro tener un papel importante en la inhibicion del crecimiento de A.
flavus en los granos de maiz de la variedad Tex6 (Lozovaya, et al., 1998).
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Los estudios enfocados a los mecanismos de infeccion de Aspergillus flavus sobre todo en lo
gue se refiere a la produccion de enzimas que degradan la pared celular de las plantas son
escasos, en el laboratorio de Fisiologia de Hongos Filamentosos se ha purificado e identificado
una pectin liasa producida por A. flavus CECT 2687 con la finalidad de entender el mecanismo
de infeccién de este hongo en los granos de maiz (Camacho, 2014).

3.8 Protedmica

En 2005 el genoma de Aspergillus flavus fue secuenciado, tiene 37 Mb en 8 cromosomas, con
alrededor de 12,000 genes funcionales de un total de 43,165 y se encuentra disponible en
http://www.asperqillusflavus.org/genomics/. Un estudio de la comparacién de numero de genes

por familia CAZy involucrados en la degradaciéon de biomasa de la planta, revel6 que A. flavus
cuenta con 16 genes codificantes para celulasas, 18 xilanasas, 12 para mananasas, 8 para
xiloglucanasas, 73 para pectinasas; mayor numero reportado en comparacién con otras
especies del género, 4 para inulinasas y particularmente, al menos con 25 genes codificantes
de diversas isoenzimas de amilasas comprendidas en familias como GH13, GH15, GH31 y GH
113 (de Vries et al.,2017).

La informacién arrojada por el estudio del genoma no es suficiente para comprender la
complejidad de los sistemas eucariotes, pues la presencia de un gen no conlleva
necesariamente su expresion para producir un RNA mensajero, que a su vez, de lugar a una
proteina activa, la cual esta sujeta a un riguroso control de activacién y deméas modificaciones
postraduccionales. La proteémica estudia mezclas complejas de proteinas que proceden los
cultivos de microorganismos y nos da informacion sobre la sintesis, distribucion, vias de
secrecion y la respuesta fisiologica de un organismo a la variacion de las condiciones
ambientales. Estas diferencias son representadas en forma de patrones de proteina obtenidas
bajo diferentes condiciones y se denomina patrones de expresion diferencial, que son
aprovechados para identificar proteinas utiles en diversas funciones. (Amaike, 2011; Torres y
Aguilar, 2012).

En un estudio reciente se crecio A. flavus en tres diferentes de fuentes de carbono: flavonoide
rutina (quercetina-3-O-glucosido), glucosa y papa dextrosa, se analizaron las proteinas
secretadas en cada medio, como resultado encontraron 10 proteinas secretadas exclusivas en

el medio con rutina, 5 proteinas en glucosa, una en papa dextrosa, 16 proteinas comunes en
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los tres medios y 14 proteinas de funcion desconocida. La informacion que obtuvieron indica
gue las proteinas producidas en las tres condiciones son tan diversas que no fue posible
relacionarlas para establecer un patron particular de proteinas para cada condiciéon (Medina,
et al., 2005).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Identificar las enzimas secretadas de dos cepas de Aspergillus flavus cuando invade granos

de maiz mexicano, con la finalidad de realizar un analisis comparativo del tipo, orden y cantidad

de enzimas secretadas por cada cepa en los diferentes tipos de granos de maiz mexicano; lo

gue nos permitira ampliar el conocimiento del mecanismo por el cual este hongo invade

diferentes sustratos.

4.2 Objetivos particulares

Determinar el medio de cultivo 6ptimo entre la infeccion directa del grano de maiz, el
medio de cultivo sélido y el medio de cultivo liquido para desarrollar el analisis
enzimatico de las siguientes cepas: Aspergillus flavus CECT 2687 (productora de
aflatoxinas) y la cepa Aspergillus flavus NRRL 6541 (no productora de aflatoxinas).

Realizar un analisis comparativo de la actividad de las enzimas secretadas (amilasas,
celulasas, xilanasas y pectinasas) por las dos cepas de Aspergillus flavus en tres tipos

de granos de maiz mexicano (blanco, rojo y morado).

Identificar las enzimas secretadas de la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687
y la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL 6541 en granos de maiz mexicano
secretadas en diferentes dias de incubacion para determinar el orden en que son

secretadas.

Realizar un andlisis comparativo de las enzimas identificadas por espectrometria de

masas de ambas cepas en los diferentes dias de incubacion.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El maiz es el cultivo mas representativo de México por su importancia econémica, social y
cultural pues histéricamente es la base de la alimentacion de la mayoria de la poblacién y es
consumido de diversas formas principalmente como tortilla y también es poseedor de una gran
variedad de tipos de maiz. Se estima que el consumo promedio de maiz blanco per capita al
afio es de 196.4 Kg (SAGARPA, 2017).

La infeccion de A. flavus en los granos de maiz es un problema de salud muy importante
porque la produccion de aflatoxinas genera un riesgo muy elevado para la poblacion humana
y animal de contraer diversos tipos de cancer. Ademas las pérdidas econdmicas que se
generan por la infeccion de A. flavus se han estimado en millones de ddlares en los ultimos
afos, para resolver el problema de la contaminacion en los granos de maiz se han desarrollado
estudios enfocados en comprender los mecanismos de resistencia y defensa que tienen los
granos de maiz a la infeccion del hongo, sin embargo no existen estudios suficientes para
entender los factores de virulencia de estos hongos como son las enzimas secretadas para
degradar la pared celular y demas partes del grano de maiz, dilucidar el secretoma del hongo
en la infeccion del grano de maiz es el inicio de estudios enfocados en entender los

mecanismos de patogenicidad del mismo.
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6. HIPOTESIS

Los perfiles de produccién de las enzimas hidroliticas secretadas por las cepas de Aspergillus
flavus CECT 2687 (productora de aflatoxinas) y Aspergillus flavus NRRL 6541 (no productora
de aflatoxinas) seran diferentes durante la colonizacion de los granos de tres diferentes tipos

de maiz mexicano (blanco, rojo y morado).
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Recuperacion de microorganismos
Aspergillus flavus CECT 2687 (toxigénica)
Aspergillus flavus NRRL 6541 (no toxigénica)
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Determinar el medio de cultivo 6ptimo para la produccion y andlisis enzimatico de ambas cepas

S
=

J

Medir la actividad de las enzimas secretadas (amilasas, celulasas, xilanasas y pectinasas) de ambas
cepas en los tres tipos de granos de maiz

Realizar un analisis comparativo de la actividad de las enzimas secretadas por las dos cepas de
Aspergillus flavus en los tres diferentes tipos de maiz mexicano

Diferencia significativa

NO Sl
Medir la actividad enzimatica de la Medir la actividad enzimatica en los tres
cepa en maiz blanco en diferentes diferentes tipos de maiz en diferentes
tiempos de incubacion tiempos de incubacion
Identificar las enzimas de la cepa en Identificar las enzimas en los tres
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incubacién tiempos de incubacion

|

Realizar un analisis comparativo del
secretoma de la cepa en diferentes
tiempos de incubacion en maiz blanco

Realizar un analisis comparativo del
secretoma de la cepa en diferentes
tiempos de incubacion, en los tres tipos de
granos de maiz 36




8. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

8.1 Recuperacion de microorganismos
Como primera etapa se recuperaron las cepas del cepario del laboratorio, el cual esta
constituido por 78 cepas del género Aspergillus. Parte del cepario esta conformado por cepas

autoctonas mexicanas.

Las cepas se encontraban preservadas por desecacion a temperatura ambiente en silica gel.
Se recuperaron las siguientes cepas: Aspergillus flavus CECT 2687, obtenida de la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo, Parque Cientifico de la Universidad de Valencia, en Paterna
Espafa, productora de aflatoxinas y la cepa Aspergillus flavus NRRL 6541(no toxigénica), se

sembraron en medios solidos agar Sabouraud a 37°C por cuatro dias (Figuras 14 y 15).

Figura 14. Aspergillus flavus CECT 2687 Figura 15. Aspergillus flavus NRRL 6541

8.2 Granos de maiz
Se utilizé maiz criollo blanco, rojo y morado originario de sembradios de la alcaldia Milpa Alta,
Ciudad de México.

8.3 Cultivo de microorganismos

Se realiz6 una siembra masiva del microorganismo en medios PDA o Sabouraud con la
finalidad de obtener una suspensién de esporas con una concentracion conocida para la
posterior inoculacion de los medios sélidos y liquidos. Con un asa micologica se tomo6 una
asada de las esporas de cada cepa. Esta asada se inocul6 por picadura central en los medios,
las esporas se esparcieron en toda la superficie del medio con un asa Drigalsky. Este cultivo
se incubo por 4 dias a 37 °C, al final de este periodo se cosecharon las esporas y esta

suspension fue utilizada para la inoculacion de resguardos.
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8.4 Cosechay cuenta de esporas

Se propagd cada microorganismo en medio solido PDA o Sabouraud por siembra masiva. La
caja se incubd por 4 dias a 37 °C. La cosecha de esporas se obtuvo deslizando un asa
Digralsky sobre las esporas germinadas. Las esporas se suspendieron en 10 mL de solucién
salina de NaCl al 0.9% (m/v) con Tween 80 al 0.005% v/v, después se lavéd tres veces por
centrifugacion a 5000 rpm por 5 minutos, finalmente las esporas se resuspendieron en un

volumen igual al original de solucién salina.

Se determind la concentracion de esporas mediante el método de cuenta directa en la camara
de Neubauer. Se realizd una dilucion pertinente de la cosecha con la finalidad de obtener de
10 a 50 esporas por cuadrante, se tomaron 20 pL de la diluciéon y se colocaron en la camara.
Se contaron 16 cuadros de uno de los cuatro cuadrantes y con este valor se realizo el calculo

de la siguiente manera:

[Esporas / mL] = Promedio de esporas contadas por cuadro X 4 (cuadrantes) X factor de

dilucion X 2500 (factor de la camara)

8.5 Cultivo en medio solido

Para observar el crecimiento de las cepas en medio sélido, se trituraron los granos de maiz
con ayuda de una licuadora y se prepararon cajas petri con agar bacterioldgico y maiz triturado
al 1% ajustando a un pH de 6.0. Se inocularon las cajas por picadura central y se incubaron

las cajas a 37°C por cuatro dias y se observé el crecimiento.

8.5.1 Extraccién de las enzimas secretadas en el medio solido

Para medir la actividad enzimética en el medio solido con maiz blanco, maiz rojo y maiz
morado, como Unica fuente de nutrientes en agar bacterioldégico 15% y maiz triturado al 1%
ajustados a pH=6.0. Se inocul6 sobre una membrana porosa de policarbonato (Isopore™
Membrane filters 0.2 um) con 2 uL de una suspension de esporas de 5000 esporas/uL y se
delimité un area circular en el agar de 4 cm de diametro Se incubaron por 4 dias a 37°C. Se
retiraron las membranas con el hongo y se extrajo el cilindro de agar de 4 cm, el cual se triturd
con ayuda de Micro-Dismembrator en un ciclo de 1 a 2 min. El agar homogéneo resultante se
colocé en un tubo de 15 mL y se agregé 5 mL de Buffer de acetatos 100 mM pH=6.0 frio.
Posteriormente se agitaron 1 min en el vortex y se centrifugaron 10 min a 15000 r.p.m. El
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sobrenadante se decantd, se colocd en un tubo y se conservo en congelacion (Castafieda,
2013).

8.6 Cultivo en medio liquido

Se prepararon matraces de 500 mL con 100 mL de medio liquido que contenia 1% (m/v) de
maiz triturado y agua destilada a un pH igual a 6. Se esterilizaron los matraces y se inocularon
con una cantidad total de 1x10° esporas en el total de volumen, de las diferentes cepas. Se
incubaron por 72 h a una temperatura de 37°C con agitacion rotacional de 300 rpm para
favorecer la aireacion y homogenizacion del medio. Se muestrearon 5 mL del medio a las 0,

24, 48 y 72 horas de fermentacion (Figura 16).

Figura 16. Fermentacion liquida de Aspergillus flavus en los diferentes tipos de granos de
maiz
8.7 Ensayo de seleccidn de granos resistentes (KSA, “Kernel Screening Assay”)
Es un estudio desarrollado y usado para evaluar la resistencia a la produccién de aflatoxinas
en diferentes poblaciones de granos de maiz. EL KSA esté dirigido al hecho de que el hongo
infecta al grano maduro y no en desarrollo. La semilla es el blanco primario del hongo
aflatoxigénico y es la porcion comestible del maiz, el objetivo del KSA es seleccionar a las

especies resistentes a la infeccién de Aspergillus flavus (Brown, et al., 1995).

La mitad de los granos de cada tipo se punzaron con una aguja estéril a través del pericarpio
y el germen a una profundidad de 1 mm y luego se desinfectaron con una solucion de etanol
al 70% vy agitacion constante por 4 minutos. Posteriormente se lavaron con agua estéril tres
veces por un periodo de 3 min, con agitacién. Se secaron sobre una caja petri estéril y papel
filtro Whatman N°1 y se sumergieron en una suspension de esporas con una concentracion de
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4X10° esporas/ mL. Cada grano de maiz inoculado se deposité en una tapa de vial de plastico

estéril (20mm de diametro y 6 mm de altura) y se introdujeron 7 tapas en una caja petri estéril.

Las cajas de petri con los granos inoculados se introdujeron en un recipiente hermético que
contenia una cama de papel filtro Whatman N°1 humedecido con 30 mL de agua estéril (Figura
17).

Se incubaron los granos 24h a 37° C y después los siguientes dias a 31°C, la humedad alta
se mantiene adicionando al papel 30 mL de agua destilada estéril cada tercer dia. (Brown R.L.
et al., 1995).

Figura 17. Granos de maiz inoculados e incubados a 31°C por 10 dias

8.7.1 Cultivo en los granos de maiz

Basandonos en el KSA (Brown, et al., 1995) los granos de maiz se sometieron a un tratamiento
antes de inocularlos. Se preparan lotes de 20 granos de maiz y se registro el peso de cada
lote, después fueron punzados en el germen y fueron esterilizados a 120°C por 20 min con la

finalidad de esterilizar e inactivar las enzimas contenidas en el grano de maiz.

Después se enfriaron los granos y cada uno se inocul6 en la zona de puncién con 2 uL de una

suspension de concentracion conocida (5000 esporas / uL). Cada grano de maiz inoculado se
depositdé en una tapa de vial de plastico estéril (20mm de diametro y 6 mm de altura) y se
introdujeron 7 tapas en una caja petri estéril.

Las cajas de petri con los granos inoculados se introdujeron en un recipiente hermético que

contenia una cama de papel filtro Whatman N°1 humedecido con 30 mL de agua estéril.
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Se incubaron los granos 24h a 37° C y después los siguientes dias a 31°C, la humedad alta

se mantuvo adicionando al papel 30 mL de agua destilada estéril cada tercer dia.

8.7.2 Extraccion de las enzimas secretadas por el hongo en el grano de maiz

Después del tiempo de incubacién a los granos se les retird el crecimiento manualmente con
ayuda de un algoddn y espatula hasta que fueron retirados todos los micelios posibles. Los
granos fueron envueltos en papel aluminio y sumergidos 1 min en nitrégeno liquido.
Posteriormente el lote de granos se tritur6 en molino de granos de café con un ciclo de 40 s.
Se pesaron muestras de 2 g y se agregaron 10 mL de Buffer de fosfatos pH=6.0, se agitaron
1 min en el vortex, se centrifugaron 10 min a 1500 r.p.m.y se filtraron con papel filtro whatman
N°1, por ultimo se colocaron en un tubo que fue sumergido inmediatamente en nitrégeno

liquido para conservarlo en congelaciéon (Figura 18).

Granos de maiz morado infectados Granos de maiz después Granos de maiz antes de
después de 10 de dias de incubacion de retirarle el hongo. triturarlos

Extractos enziméaticos obtenidos

Figura 18. Esquema del proceso de extraccion de las enzimas secretadas de Aspergillus

flavus en los granos de maiz.

8.8 Determinacion de actividades enzimaticas
Se determinaron las actividades enziméticas xilanoliticas, celuloliticas, exopectinoliticas y

amiloliticas, las tres primeras cuantificando los azucares reductores liberados por la actividad
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enzimatica con la técnica de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). El producto de reaccion se
cuantifico espectrofotométricamente a una longitud de onda de 575 nm. Todos los blancos se
incubaron con filtrado enzimatico, el cual se agregd a la mezcla después de la adicion del
reactivo DNS (Miller, 1959).

8.8.1 Determinacion de la actividad xilanolitica

Se incubd en un bafio a 50 °C por 20 minutos la mezcla de reaccion que consistié en 0.5 mL
de xilano de abedul al 1% p/v, 0.4 mL de buffer de acetatos 100 mM pH=5.0y 0.1 mL de filtrado
enzimatico. Al término de la incubacién se agrego 1 mL del reactivo DNS. La mezcla se calento
a ebullicién por 5 minutos. Finalmente se afiadieron 5 mL de agua destilada y las muestras se
agitaron en vortex a maxima velocidad. Se leyo6 la absorbancia a una longitud de onda de 575
nm y la concentracion de azucares reductores se calculé con una curva patron de xilosa. Se
definié como unidad de actividad xilanolitica (U) la cantidad de enzima necesaria para catalizar
la produccién de un micromol de xilosa en 20 minutos en las condiciones de ensayo (Ruedas,
2012)

8.8.2 Determinacion de la actividad exopectinolitica

Para la medicion de la actividad exopectinolitica se incub6 en un bafio a 45 °C por 20 minutos
la mezcla de reaccidn que consistio en 0.5 mL de pectina citrica al 1% p/v, 0.4 mL de buffer de
acetatos 100 mM pH=5.0 y 0.1 mL de filtrado enzimatico. Al término de la incubacion se
agregaron 2 mL del reactivo DNS. La mezcla se calenté a ebullicibn por 5 minutos. Se
afladieron 5 mL de agua destilada y se agitaron los tubos en un vértex a maxima velocidad.
Las muestras fueron centrifugadas 5 minutos a 500 rpm. Finalmente el producto de reaccién
se separ6 de la pectina residual y se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 575 nm.
El valor se interpolé en una curva patrén de acido galacturénico. Se definié como unidad de
actividad pectinolitica (U) la cantidad de enzima necesaria para catalizar la produccién de un

micromol de acido galacturénico en 20 minutos en las condiciones dadas. (Ruedas, 2012)

8.8.3 Actividad celulolitica.

La actividad celulolitica se determin6é a partir de la cuantificacion de azucares reductores
utilizando una curva patron de glucosa. Se uso como sustrato 0.5 mL de una solucion de
carboximetilcelulosa (1% p/v) en 0.4 mL de buffer de acetatos 100 mM (pH 5.0) y 0.1 mL de
filtrado enzimatico libre de células. Se incubd la mezcla a 50 °C durante 1 hora. Al término se
afiadid 1 mL de reactivo DNS para detener la reaccién, se calenté a ebullicion durante 5
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minutos y se adicionaron 5 mL de agua destilada. Las muestras se agitaron y finalmente se
leyeron a 575 nm. Para el blanco el filtrado enzimatico fue adicionado después del reactivo de
DNS. Se definié como una unidad de celulasas (U) como la cantidad de enzima necesaria para
catalizar la produccion de un micromol de glucosa a partir de una soluciobn de

carboximetilcelulosa en dichas condiciones (Ruedas, 2012).

8.8.4 Determinacién de la actividad amilolitica

La actividad amilolitica se midié con el método de tincion de yodo empleando una curva patrén
de almidon soluble. La mezcla de reaccion contenia 0.1 mL del filtrado enzimatico y 1.0 mL de
una solucién de almidon al 1% p/v en buffer de acetatos 100 mM (pH 5.0). La mezcla se incub6
durante una hora a 40°C. Para detener la reaccion se agregé 0.1 mL de HCI 1M. A tubos de
ensayo con 2.4 mL de una solucion de lugol (5g 12/10g KIl) diluida 1/100 se afiade 0.1 mL de la
mezcla de reaccién, se agitd e inmediatamente midi6 la absorbancia a 620 nm. En el caso del
blanco, las enzimas se agregan después del HCL 1M. Una unidad de actividad amilolitica (U)
se defini6 como la cantidad necesaria de enzima que hidroliza 1 mg de almidon en las

condiciones de ensayo (Solis, 2014).

8.9 Medicion de proteina por el método de Bradford
Se prepard una solucion stock de albumina (0.1 mg/mL) para hacer una curva estandar La
curva se hizo por duplicado empleando las cantidades adecuadas en los pozos de una

microplaca de policarbonato.

Las muestras a las que se les midi6 la concentracion de proteina se diluyeron, agregando 20
pL de muestra y 80 pL de agua en cada pozo. Finalmente, se agregaron 200 pL del reactivo
de Bradford a todos los pozos de reaccion, incluyendo a la curva estandar. Se dejé reaccionar
durante 5 minutos medidos a partir de agregado el reactivo al ultimo pozo y se leyé a 595nm.
(Camacho, 2014)

8.10 Preparacion para las muestras de los geles SDS-PAGE

A 5 mL del filtrado enziméatico obtenido en el punto anterior se dializaron 2 h en agua destilada
para posteriormente someterlas a proceso de liofilizacion para concentrar todas las enzimas
posibles, El liofilizado obtenido se re suspendié en un maximo de 100 uL de buffer Tris-SDS

5X. (Romo, 2012).
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8.11 Obtencion de geles de SDS-PAGE

La preparacion de los geles de poliacrilamida de 8x8 cm con SDS se realizé en condiciones
desnaturalizantes. Se tomaron 5 pyL de muestra concentrada a la cual se adicion6 un volumen
equivalente de buffer de tratamiento desnaturalizante (SDS 4%, glicerol 20%, 2-B-
mercaptoetanol 10%, buffer Tris-HCIl 125 mM a pH 6.8 y azul de bromofenol 0.005%) 2X. El
gel separador se preparé al 12 % de acrilamida. La electroforesis se corrid a corriente
constante (15 mA/gel), por alrededor de 1 hora, a través de una unidad de geles verticales de
1.0 mm Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Los geles para determinar
peso molecular se sumergieron en una solucién de azul de Coomasie R-250 al 0.025%,
metanol al 40% v/v y acido acético al 7% v/v durante una hora con agitacién suave (70 rpm)
para tefiir la proteina y se destifieron con una solucién de acido acético al 10% v/v (Romo,
2012).

8.12 Zimogramas para xilanasas

Cada vez que se corrié un gel para determinar proteina, uno analogo se corrié para generar
su zimograma. Después de la electroforesis SDS-PAGE, el gel para zimograma se incub6 en
una solucién amortiguadora de renaturalizacién (Tris-HCI 10mM, pH 7.5) a 37°C por 1 h con
un recambio a los 30 minutos; luego se incubd a 37°C durante 30 minutos en una solucién
amortiguadora de acetatos 100mM (pH 5.0); en seguida se sumergié en el sustrato
correspondiente (xilano de abedul) al 1% p/v en buffer de acetatos (pH 5.0) e incub6 a 37°C
por 1 hora. Después se enjuagd con agua destilada hasta eliminar el exceso de sustrato, se
deshidrat6 con alcohol etilico (96°) a temperatura ambiente por 15 min y finalmente se rehidrato
con agua destilada por 20 min., el gel se tifié con una solucion de rojo Congo (0.1% p/v) durante
30 min con agitacion suave y se destifid con una solucion de NaCl 1M por 15 min, y

posteriormente se acidificd con acido acético (10% v/v) (Romo, 2012).

8.13 Zimogramas para pectinasas

Después de la electroforesis SDS-PAGE, el gel para zimograma se incub6 en una solucién
amortiguadora de renaturalizacion (Tris-HCI 10mM, pH 7.5) a 37°C por 1 h con un recambio a
los 30 minutos; luego se incub6 a 37°C durante 30 minutos en una solucion amortiguadora de
acetatos 100mM (pH 5.0); en seguida se sumergié en el sustrato correspondiente (pectina

citrica al 1% m/v en buffer de acetatos (pH 5.0), se incub6 a 37°C por 1 hora. Después se
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enjuagod con agua destilada hasta eliminar el exceso de sustrato, se deshidraté con alcohol
etilico (96°) a temperatura ambiente por 15 min y finalmente se rehidraté con agua destilada
por 20 min. El gel se tifié con una solucion de rojo de Rutenio (0.05% p/v) por 30 min con

agitacion suave y se destifio con agua destilada (Romo, 2012).

8.14 Zimograma para pectin-liasas

Los geles de acrilamida, por separado, se incubaron en buffer de renaturalizacion (Tris-HCI 10
mM pH 7.5) a 37°C por 1 h; se decantaron e incubaron en buffer de Tris- acetatos 100 mM (pH
9.0) a 37°C durante 30 min. Se decantaron y se incubaron, para observar la actividad de las
pectin liasa, en una mezcla 50:50 de pectina citrica al 1% p/v (pH 5) y buffer Tris-acetatos
100mM (pH 9.0), a 37°C por 1 h. Se decantaron y se elimino el exceso de sustrato con agua
destilada; se deshidrataron en etanol al 96% a temperatura ambiente por 15 min, y se
rehidrataron con agua destilada por 20 min. El gel se tifié con una solucion de rojo de Rutenio
al 0.05% p/v por 30 min con agitacién suave, y se lavé con agua destilada para remover el

exceso de colorante (Romo, 2012).

8.15 Zimograma para amilasas

Después de la electroforesis SDS-PAGE, el gel para zimograma se incubd en una solucion
amortiguadora de renaturalizacion (Tris-HCI 10mM, pH 7.5) a 37°C por 1 h con un recambio a
los 30 minutos; luego se incubd a 37°C durante 30 minutos en una solucién amortiguadora de
acetatos 100mM (pH 5.0); en seguida se sumergi6 en el sustrato correspondiente (almidén)
1% p/v en buffer de acetatos (pH 5.0) e incub6 a 37°C por 1 hora. Después se enjuagd con
agua destilada hasta eliminar el exceso de sustrato. El gel se tifid con una solucion de lugol
(59 12/10g KI) diluida 1/10, inmediatamente después de escanea en el equipo BIO-RAD (Solis,
2014).

8.16 Identificacion de proteinas usando espectrometria de masas.

Las muestras para identificacion de proteinas fueron recortadas directamente de los geles de
electroforesis 1D y se enviaron al Laboratorio Universitario de Prote6mica IBT/UNAM, servicios
de identificacién, caracterizacion estructural y cuantificacibn de proteinas a través de
Espectrometria de masas de alta resolucion. El informe técnico fue realizado el 22 de Octubre

del 2014 por la M.I. Lorena Hdz. Orihuela Técnico Académico del LUP.
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Las muestras fueron previamente reducidas con ditiotreitol (DTT), alquiladas con
iodoacetamida (obtenida con Sigma-Aldrichy) digerida “in gel” con tripsina (Promega
Sequencing Grade Modified Trypsin). Los péptidos resultantes fueron aplicados en un sistema
LC-MS bomba de nanoflujo EASY-nLC Il (Thermo-Ficher Co. San Jose, CA) acoplado a un
espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Ficher Co., San Jose, CA) con sistema
de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). La calibracion del espectrometro fue realizada con
una solucién Calmix (N-butilamina, cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621 se
utilizan para calibrar Thermo Scientific LTQ Velos de trampa de iones y Orbitrap
espectrometros de masas en el modo de ionizacion positiva ESI. La N-butilamina se incluye
para extender a menor rango de calibracibn de masas) esto permite determinaciones con
exactitudes menores a 5 ppm (partes/millén). En el sistema de cromatografia de liquidos se
utilizé un sistema gradiente de 10-80% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido
férmico) en 120 minutos utilizando una columna capilar hecha en casa (ID 0.75 pm y 10cm
largo RP-C18) . El flujo del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto. Para la fragmentacion de
los péptidos se utilizo los métodos de CID (Collision-Induced Dissociation) y HCD (High energy
Collision Dissociation) donde solamente los iones con carga 2+, 3+ y 4+ fueron seleccionados
para los eventos de fragmentacion. Fueron desconsiderados los iones con cargas 1+,
superiores a 5+ y de cargas indefinidas. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de
deteccidn positivo. La ejecucion y captura de los datos de fragmentacion fueron realizados de
forma dependiente del escaneo total de iones segun las cargas pre-determinadas con un
ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colision normalizada de 35 unidades arbitrarias,
activacién Q de 0.250, tiempo de activacion de 10 milisegundos y tiempo maximo de inyeccion
de 10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura automéatica de los datos fue utilizado
la exclusion dinamica de iones: (i) lista de exclusién de 400 iones, (ii) tempo de pre-exclusion
de 30 segundos y (iii) tiempo de exclusién de 300 segundos. Los datos espectrométricos fueron
sometidos a la busqueda restringida contra PDB de UniProt de Aspergillus y Zea mays en el

Proteome Discovererl.4 (datos reportados).
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9. RESULTADOS

9.1 Resultados de la fermentacion liquida

Con la finalidad de determinar la produccion de las enzimas secretadas por las cepas de
Aspergillus flavus en medio liquido se inocularon medios conteniendo maiz triturado y se
fermentaron durante 72 horas. Se observo el crecimiento y se cuantificaron las actividades
enzimaticas (exo-pectinasas, amilasas y xilanasas) en los tres tipos de maiz con diferentes

cantidades de antocianinas.

Después de muestrear el liquido de la fermentacion en el tiempo correspondiente se midio el

pH de cada muestra obteniendo los siguientes resultados.

Grafica de pH vs tiempo de fermentacion

4 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo de fermentacion (horas)

A.flavus 2687 MB === A. flavus 2687 MR emmt=mm A, flavus 2687 MM

A. flavus 6541 MB =il A flavus 6541 MR el A. flavus 6541 MM

Figura 19. Evolucién del pH de los cultivos liquidos en maiz blanco (MB), maiz rojo (MR) y maiz
morado (MM) de A. flavus CECT 2687 (A. flavus 2687) y A. flavus NRRL 6541 (A. flavus 6541).

Como se observa en la Figura 19, las dos cepas tienden a acidificar el medio conforme pasa
el tiempo, siendo la cepa no toxigénica (A. flavus NRRL 6541) la que acidifica un poco mas en

los maices rojo y morado, lo que nos muestra una diferencia en el metabolismo entre las cepas.
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9.1.1 Resultado de la cantidad de azucares reductores en la fermentacion liquida

A Azucares reductores B Azucares reductores
35 35
30 30
I
25 25
E E
£ 20 E 0
g T
E 15 g
10 10 T
L
5 5
0 0
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tiempo (h) Tiempo(h)
A. flavus 2687 MB A. flavus 6541 MB
—O—A. flavus 2687 MR e=fi== A. flavus 6541 MR
—O—A: flavus 2687 MM e=fl== A, flavus 6541 MM

Figura 20. Cantidad de azUcares reductores en la fermentacién liquida en maiz blanco (MB), maiz rojo
(MR) y maiz morado (MM) A. Aspergillus flavus CECT 2687 (A. flavus 2687) B. Aspergillus flavus NRRL
6541 (A. flavus 6541)

Como puede observarse en la Figura 20 de los azlcares reductores hay una gran diferencia
en su produccion, la cual esté ligado al tipo de enzimas que se producen, en la cepa toxigénica
A. flavus CECT 2687 el maximo de los azucares reductores se da en las primeras 24 horas de
fermentacion, en los tres diferentes tipos de maiz, la cepa no toxigénica A. flavus NRRL 6541
tiene un méximo de concentracion de azlcares reductores en el medio hasta las 48h, esta
diferencia la podemos atribuir al metabolismo del hongo principalmente en la regulacién de la
produccion de las enzimas degradadoras de polisacaridos, si relacionamos la cantidad de
azucares reductores con la presencia de enzimas degradadoras de los polisacaridos presentes
en el grano de maiz como el almidén podemos inferir que la cepa toxigénica produce la mayoria
de las enzimas en las primeras 24h y la cepa no toxigénica hasta las 48h con la finalidad de

disponer de los azlcares como la glucosa e incorporarlas a su metabolismo.

48



9.1.2. Actividad amilolitica, xilanolitica y exo-pectinolitica de la fermentacion liquida.

Las actividades enzimaticas de A. flavus CECT 2687 tiene un maximo de actividad a las 24
horas en los tres diferentes tipos de maiz y la cepa no toxigénica A. flavus NRRL 6541 tiene
una maximo de actividad a las 48 h lo que nos indica que la cepa toxigénica secreta
tempranamente las enzimas degradadoras de los polisacaridos que componen al grano para
disponer de los azucares simples a comparacion de la cepa no toxigénica que secreta las
enzimas degradadoras de polisacaridos después de las 24h. A pesar de que la Unica diferencia
entre las cepas es la presencia o ausencia de la produccion de aflatoxinas podemos darnos
cuenta que también existen diferencias a nivel metabdlico por las diferencias que se observan
en la Figura 20 de azucares reductores y de las correspondientes actividades enzimaticas

como puede observarse en la Figura 21.

La actividad enzimatica es reducida, es decir, la magnitud de las actividades nos indica una
baja produccién enzimatica y con esta fermentacion tuvimos problemas de reproducibilidad en
cuanto a la medicion de las actividades enzimaticas y debido a la gran variabilidad de los datos
obtenidos no pudimos realizar un analisis estadistico para determinar si existe o0 no una
diferencia significativa de las actividades enzimaticas con respecto al tipo de maiz utilizado

como fuente de nutrientes.
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Actividad xilanolitica de A.flavus CECT 2687
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20 40 60 80

Tiempo (h)

A. flavus 6541 MB el A. flavus 6541 MR es=lll=ss A flavus 6541 MM

Actividad exo-pectinolitica A.flavus CECT 2687

25

Actividad U/mL

20

40 60 80

Tiempo (h)

A. flavus 2687 MB  em=ggm=m A flavus 2687 MR emmgmmm A, flavus 2687 MM

Actividad U/mL

Actividad exo-pectinolitica A.flavus NRRL 6541

20

40 60 80

Tiempo (h)

A. flavus 6541 MB  esslllsss A flavus 6541 MR esslllsss A flavus 6541 MM

Figura 21. Actividad enzimética en cultivos liquidos:

A. Actividad amilolitica de Aspergillus flavus CECT 2687
C. Actividad xilanolitica de Aspergillus flavus CECT 2687

B. Actividad amilolitica de Aspergullus flavus NRRL 6541
D. Actividad xilanolitica de Aspergillus flavus NRRL 6541

E. Actividad exopectinolitica de Aspergillus flavus CECT 2687 F. Actividad exopectinolitica de Aspergillus flavus NRRL 6541

Un dato importante que nos muestra la fermentacion liquida es la mayor actividad de las

amilasas de la cepa toxigénica A. flavus CECT 2687 con respecto a la cepa no toxigénica A.

flavus NRRL 6541, lo que demuestra una mayor y mas rapida produccién de amilasas, en las

condiciones de este estudio.

50




9.2 Resultados del crecimiento de las cepas en medio sélido

Crecimiento de la cepa Aspergillus flavus CECT 2687 en medio sélido con maiz blanco, maiz

rojo y maiz morado como unica fuente de nutrientes Figura 22.

TIPO DE FRENTE REVERSO TAMANO DE LA
MAIZ COLONIA (cm)
(4 dias)
BLANCO
0.5
ROJO 0.4
MORADO ) 1.5

Figura 22. Crecimiento de la cepa Aspergillus flavus CECT 2687 en medio solido con maiz blanco, maiz rojo y
maiz morado como Unica fuente de nutrientes en agar bacterioldgico 1.5% y maiz triturado al 1%. Se incubaron
por 4 dias a 37°C.

Crecimiento de la cepa Aspergillus flavus NRRL 6541 en medio soélido con maiz blanco, maiz

rojo y maiz morado como unica fuente de nutrientes Figura 23.
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TIPO DE FRENTE REVERSO TAMANO DE

MAIZ LA COLONIA
(cm) (4 dias)

BLANCO | 0.5

ROJO 0.5

MORADO 0.8

Figura 23. Crecimiento de la cepa Aspergillus flavus NRRL 6541 en medio sélido con maiz blanco, maiz rojo y
maiz morado como Unica fuente de nutrientes en agar bacteriolégico 1.5% y maiz triturado al 1%. Se incubaron

por 4 dias a 37°C.

En el caso de la cepa toxigénica, se observé crecimiento en los tres tipos de maiz ver Figura
22, el que presenta mayor crecimiento de la cepa es el maiz morado (1.5 cm diametro de la
colonia y con esporulacion), seguida del blanco (0.5 cm de diametro de la colonia con
esporulacion) y el maiz rojo (0.4 cm de diametro de la colonia y sin esporulacion). El diametro
de la colonia se midi6 considerando la parte mas densa de la misma. En el caso de la cepa no
toxigénica, se observa crecimiento en los tres tipos de maiz es escaso (menor a 1 cm de

didmetro de la colonia) considerando la regibn mas densa de la misma, ver Figura 23.
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9.2.1 Crecimiento de las de las diferentes cepas en placas de agar con maiz triturado al
1% inoculadas sobre membrana.

Las dos cepas resultaron tener un crecimiento deficiente y escaso ver Figura 24 y 25 (colonias
con diametro menor a 1 cm y con nula o poca esporulacion) sobre las membranas que fueron

retiradas después de cuatro dias.

TIPO DE MAIZ FRENTE REVERSO TAMANO
DE LA

COLONIA

BLANCO

ROJO 0.5

MORADO 0.6

Figura 24. Crecimiento de la cepa Aspergillus flavus CECT 2687 en medio sélido con maiz blanco, maiz rojo y
maiz morado como Unica fuente de nutrientes en agar bacterioldgico 1.5% y maiz triturado al 1%. Se inocularon
sobre una membrana y se delimito un area circular en el agar de 4 cm de diametro Se incubaron por 4 dias a
37°C.
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FRENTE REVERSO TAMANO
DE LA
COLONI

A (cm) (4
dias)
BLANCO _ __ 0.6

ROJO 0.6

MORADO _ 0.3

Figura 25. Crecimiento de la cepa A. flavus NRRL 6541 en medio solido con maiz blanco, maiz rojo y maiz
morado como Unica fuente de nutrientes en agar bacteriolégico 1.5% y maiz triturado al 1%. Se inocularon sobre
una membrana y se delimité un area circular en el agar de 4 cm de didmetro Se incubaron por 4 dias a 37°C.

En este ensayo se delimité un area circular de 4 cm para extraer las enzimas y cuantificar las
actividades enziméaticas de amilasas, xilasas y exo-pectinasas por triplicado, resultando una
magnitud y reproducibilidad muy baja, debido al escaso crecimiento que presenta el hongo
sobre la membrana por el escaso contacto que tiene el hongo con los granos de maiz triturado

y suspendido en el agar.
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9.3 Resultado del crecimiento de Aspergillus flavus NRRL 6541 en los diferentes tipos de granos de maiz mexicano.

MAIZ BLANCO MAIZ ROJO MAIiZ MORADO
afgsbdaec o Inoculacion con Inoculacién sin Inoculacién con Inoculacién sin Inoculaciéon con Inoculacién sin
1 u 1 s -, -z .z 0z .,
puncién puncién puncién puncién puncién puncién
2

r '

Figura 26. Crecimiento de Aspergillus flavus NRRL 6541 sobre los granos de maiz de diferentes tipos, incubados durante 7 dias a 31 °C inoculados con
puncién y sin puncion.
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9.4 Resultado del crecimiento de Aspergillus flavus CECT 2687 en los diferentes tipos de granos de maiz mexicano.

MAIZ BLANCO MAIZ ROJO MAIZ MORADO

Dias de incubacion Inoculacibn  con Inoculacién sin Inoculacion  con Inoculacion sin Inoculacibn  con Inoculacién sin
puncion puncion puncién puncion puncion puncion

Figura 27. Crecimiento de Aspergillus flavus CECT 2687 sobre los granos de maiz de diferentes tipos, incubados durante 7 dias a 31 °C inoculados con
puncién y sin puncion.
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9.5 Morfologia de Aspergillus flavus NRRL 6541 infectando granos de maiz.

Figura 28. Crecimiento de Aspergillus flavus NRRL 6541 en maiz blanco con puncion. A Grano de maiz inoculado

con cero dias de incubacién B, C y D Diferentes granos con 7 dias de incubacion,

Figura 29. Crecimiento de Aspergillus flavus NRRL 6541 en maiz rojo con puncién. A Grano de maiz inoculado

con cero dias de incubacion B, C y D Diferentes granos con 7 dias de incubacion,

Figura 30. Crecimiento de Aspergillus flavus NRRL 6541 en maiz morado con puncion. A Grano de maiz

inoculado con cero dias de incubacion B, C y D Diferentes granos con 7 dias de incubacion.
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9.6 Morfologia de Aspergillus flavus CECT 2687 infectando el grano de maiz.

Figura 31. Aspergillus flavus CECT 2687 en maiz blanco  Figura 32. Aspergillus flavus CECT 2687 en maiz morado

Figura 33. Aspergillus flavus CECT 2687 en maiz blanco  Figura 34. Aspergillus flavus CECT 2687 en maiz blanco

Figura 35. Aspergillus flavus CECT 2687 en maiz blanco Figura 36. Aspergillus flavus CECT 2687 en maiz morado

En cuanto al crecimiento del hongo en los granos de maiz es favorable a los 5 dias para la

cepa no toxigénica ver Figura 26, sin embargo la cepa toxigénica crece muy poco y comienza
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a tener un crecimiento abundante hasta los dias 7 u 8 ver Figura 27, por lo que el ensayo de
ambas cepas se incubaron por 10 dias para asegurar una mayor produccion enzimatica de la

cepa toxigénica.

Al probarse dos tipos de inoculacion uno con puncién y otro sin puncién, ambos inoculos en el
area del embrién o germen, se observa un mayor crecimiento en los granos con puncion por
el dafio mecénico dejando expuesto el germen para que el hongo tenga acceso a los azucares
simples que lo componen, debido a que Aspergillus flavus crece rapidamente en los granos
con puncién se decide utilizar este procedimiento para acortar los tiempos de incubacién en

los ensayos.

Al observar el crecimiento de ambas cepas Aspergillus flavus NRRL 6541 (no toxigénica) crece
abundantemente en el sitio de la puncién y lentamente va invadiendo las demas estructuras
del grano de maiz (ver Figuras 28, 29 y 30), Aspergillus flavus CECT 2687 (toxigénica) tiene
un crecimiento escaso como puede observarse en las figuras 31 a 36, a pesar de su escaso
crecimiento tiene la capacidad de extender su crecimiento sobre el pericarpio del grano de
maiz a comparacion de la cepa no toxigenica en donde su crecimiento es abundante en la

zona de puncién del germen.

Los resultados de las actividades enziméticas de los extractos enzimaticos de los granos
inoculados directamente resultaron muy satisfactorios en cuanto a la magnitud de amilasas,
xilanasas, celulasas y exo-pectinasas por lo que se selecciona este sistema para la produccién
y analisis de las enzimas secretadas por las cepas de Aspergillus flavus, también es el mas
adecuado para analizar el proceso de infeccion del hongo cuando invade este grano en

particular.

Debido a la gran variacion en los resultados de actividad enzimatica obtenidos de la extraccion
individual de los granos de maiz inoculados con ayuda del desmembrador, se considero aplicar
otra técnica para la extraccion de las enzimas que reduzca la variacion de los resultados. La
técnica considera un mayor niamero de granos de maiz inoculados (20 granos) de cada tipo,
para después de incubarlos, procesarlos con ayuda de un molino de semillas y extraer las
enzimas de 2 gramos de muestra por triplicado (equivalente al peso promedio de 4 granos de
maiz), posteriormente la extraccion se realiza con 10 mL de Buffer de fosfatos 100 mM a pH=
6.0.
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9.7 Crecimiento de A. flavus CECT 2687y A. flavus NRRL 6541 con 10 dias de incubacioén
sobre los granos de maiz.

Crecimiento de las cepas
0.7
0.6
I
0.5
04
2
Q03
0.2
0
A. flavus CECT 2687 A. flavus NRRL 6541
Maiz Blanco B Maiz Rojo B Maiz Morado

Figura 37. Crecimiento de las dos cepas en los tres diferentes tipos de granos de maiz inoculados con
puncion de A. flavus CECT 2687 y A. flavus NRRL 6541, después de 10 dias de incubacion.

La cepa que tiene mayor crecimiento es la no toxigénica A. flavus NRRL 6541 en el maiz
blanco, seguido del maiz rojo y morado ver Figura 37. La cepa con menor crecimiento es la
toxigénica A. flavus CECT 2687 corroborando lo que se observa después de 10 dias de

incubacion de las dos cepas en los granos de maiz inoculados con puncién, ver Figura 38 y

39.

Figura 38. A. flavus CECT 2687 en gramos de Figura 39. A. flavus NRRL 6541 en gramos de
maiz morado después de 10 dias de incubacion  maiz morado después de 10 dias de incubacion
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9.8 Actividad amilolitica en los extractos enzimaticos obtenidos de los granos de maiz
inoculados con puncion de las cepas A. flavus CECT 2687 y A. flavus NRRL 6541, con
10 dias de incubacion.

Se determiné la actividad de amilasas porque el almidon es el principal constituyente del grano
de maiz y existe una relacion entre la produccién de aflatoxinas y la secrecion de amilasas de

Aspergillus flavus (Figura 40).

600.00 -

500.00 -
U/mg [ ] | I
400.00 -
uU/mL I
300.00 -
200.00 - I
I
100.00 - *
O-OO T T T T T T 1

Actividad amilolitica en U/mg y U/mL

MB CTRL MR CTRL MM CTRL MB 2687 MR 2687 MM 2687 MB 6541 MR 6541 MM 6541

Figura 40. Actividades amiloliticas especificas en U/mg n y U/mL de las dos cepas de
Aspergillus flavus (2687= A. flavus CECT 2687 y 6541= A. flavus NRRL 6541) en los tres tipos de maiz
(MB= maiz blanco, MR=maiz rojo, MM= maiz morado, CTRL=maiz control).

Se determinaron las actividades de amilasas una de las mediciones se divide entre los mg de
proteina que se extrajo en cada muestra y la otra se divididé entre el volumen del extracto
enzimatico con el fin de eliminar variaciones entre las muestras de cada lote analizado. En la
mayoria de los casos se observa un incremento de la desviacion estandar en la actividad
especifica medida como U/mg, debido a que aumenta el error del método que se utilizo para

cuantificar la cantidad de proteina.

Para determinar si existe diferencia significativa entre las actividades que se midieron y los tres
diferentes tipos de maiz se realizaron pruebas estadisticas (ANOVA), las cuales se encuentran

en el Anexo 1.

Los resultados obtenidos en las actividades cuantificadas como U/mL de la cepa toxigénica de
A. flavus CECT 2687 no hay diferencia significativa entre las actividades de amilasas y los
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diferentes tipos de maiz. En las actividades especificas U/mg si hay diferencia significativa
entre las actividades de las amilasas y los diferentes tipos de maiz como se observa en la
Tabla 1y Tabla 2 del Anexo 1.

En la cepa no toxigénica de A. flavus NRRL 6541 en las actividades especificas medidas como
U/mL, después de realizar el analisis estadistico, hay diferencia significativa entre las
actividades de las amilasas y los diferentes tipos de maiz como se muestra en la Tabla 3 del

Anexo 1.

Las posibles amilasas del grano se inactivaron con calor, las actividades medidas en los granos

son exclusivamente enzimas secretadas por el hongo.

9.9 Actividad de las exopectinasas en los extractos enzimaticos obtenidos de los
granos de maiz inoculados con puncién de las cepas A. flavus CECT 2687 y A. flavus
NRRL 6541 con 10 dias de incubacion.

Como la pectina es el componente mas expuesto de la pared celular de los vegetales se decide
medir la actividad de exopectinasas de las tres cepas en los diferentes tipos de maiz (Figura
41).

90.00

80.00

70.00 I I
60.00 u/ms THN
50.00
U/mL
£40.00
-}
30.00 I -
20.00 I I
10.00
0.00

MB CTRL MR CTRL MM CTRL MB 2687 MR 2687 MM 2687 MB 6541 MR 6541 MM 6541

L

Actividad exopectinolitica en U/mgy

Figura 41. Actividades exopectinasas especificas en U/mg i y U/mL de las dos cepas de

Aspergillus flavus (2687= A. flavus CECT 2687); (6545= A. flavus NRRL 6541) en los tres tipos de maiz

(MB= maiz blanco, MM=maiz rojo, MA= maiz Morado, CTRL= Control).

La desviacion estandar de las mediciones de la actividad enzimética aumenta en las

representadas por U/mg debido a la suma del error analitico al cuantificar la proteina, por lo

gue solo se realizé el andlisis estadistico con la actividad enzimatica expresada en (U/mL) en
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el que la cepa A. flavus CECT 2687 toxigénica presenta el siguiente andlisis de varianza para
los tres diferentes tipos de maiz que se encuentra en las tabla 5 del Anexo 1. No hay diferencia
significativa con un a=0.05 entre los tres diferentes tipos de maiz este resultado también
concuerda con el obtenido en la actividad de las amilasas, al parecer la produccién de enzimas
no se ve alterada por el tipo de maiz y por ende de la cantidad de antocianinas que tiene el
grano de maiz. En el caso de A. flavus NRRL 6451 no toxigénico el analisis estadistico (Tabla
6 el Anexo 1) arroja que si hay una diferencia significativa entre la produccién de exopectinasas
y los diferentes tipos de maiz, siendo mayor en el maiz rojo al igual que la produccion de

amilasas, dicha diferencia significativa corresponde a las unidades U/mL.

9.10 Actividad de celulasas en los extractos enzimaticos obtenidos de los granos de
maiz inoculados con puncién de las cepas A. flavus CECT 2687 y A. flavus NRRL 6541
con 10 dias de incubacion.

Como la celulosa es un componente importante del pericarpio del grano de maiz se justifica
cuantificar la actividad de la enzima celulasa secretada por el hongo al ser inoculado en el

grano de maiz (Figura 42).

14.00

12.00

10.00
u/ms [N
8.00
u/mL
6.00 I
4.00
I
I I -
2.00
0.00

MB CTRL MRCTRL MM CTRL MB 2687 MR2687 MM 2687 MB6541 MR6541 MM 6541

Actividad celulolitica en U/mgy U/mL

Figura 42. Actividades celulasas especificas en U/mg L y U/mL de las dos cepas de
Aspergillus flavus (2687= A. flavus CECT 2687); 6545= A. flavus NRRL 6541) en los tres tipos de maiz
(MB= maiz blanco, MM=maiz rojo, MA= maiz morado, CTRL= Control).

A. flavus CECT 2687 tiene una produccion de celulasas igual en los tres diferentes tipos de
maiz siendo consistente con las actividades de amilasas y exopectinasas (ver Tabla 7 del

Anexo 1).
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En el caso de A. flavus NRRL 6541 el andlisis de varianza muestra (Tabla 8 del Anexo 1) que
si hay diferencias significativas en la produccién de celulasas al igual que en las otras
actividades siendo el maiz rojo el de mayor actividad. Al parecer la cepa de A. flavus NRRL

6541 se ve afectada por el tipo de maiz en el cual crece siendo mayor en el maiz rojo.

9.11 Actividad de las xilanasas en los extractos enzimaticos obtenidos de los granos de
maiz inoculados con puncion de las cepas A. flavus CECT 2687 y A. flavus NRRL 6541
y con 10 dias de incubacién.

Debido a que el xilano es el principal constituyente de la hemicelulosa y el pericarpio del grano
de maiz tiene una porcion importante de dicha estructura se justifica medir las actividades de

dichas enzimas (Figura 43).
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Actividad Xilanolitica en U/mgy U/mL

Figura 43. Actividades xilanasas especificas en U/mg [ y U/mL de las dos cepas de
Aspergillus flavus (2687= A. flavus CECT 2687); 6545= A. flavus NRRL 6541) en los tres tipos de maiz
(MB= maiz blanco, MM=maiz rojo, MA= maiz morado, CTRL= Maiz Control).

El analisis estadistico que se muestra en la Tabla 9 del Anexo 1 de la cepa A. flavus CECT
2687 muestra que no hay diferencias significativas en la produccion de las xilanasas y con lo

anterior podemos decir que el tipo de maiz no afecta la produccién de las enzimas.

En el caso de la cepa no toxigénica A. flavus NRRL 6541 se muestra una diferencia significativa
de la actividad de xilanasas al igual que las otras actividades solo que esta vez es mayor en el
maiz blanco (ver ANOVA de la Tabla 10 del Anexo 1).La cepa A. flavus NRRL 6541 no

toxigénica es la que tiene el mas alto valor de las actividades debido a que se relaciona con
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Su crecimiento pues es la que mas crece e invade el grano de maiz, la mayor diferencia en
produccion entre las dos cepas se da en las xilanasas. Las actividades de los granos de maiz
control son despreciables pues tienen un valor muy bajo o casi nulo, debido al proceso de
inactivacion por calor de las enzimas por lo que las actividades cuantificadas son

especificamente de las enzimas secretadas por el hongo.

Al parecer la cepa no toxigénica A. flavus NRRL 6541 tiene una mayor secrecion de enzimas
en el maiz rojo no podemos asegurar a que solo sea debido a la presencia de antocianinas,
pues hay que considerar otros factores como los mecanismos de defensa del grano y la

composicién del mismo.

9.12 Actividades enzimaticas (U/mg) la cepa Aspergillus flavus CECT 2687 y Aspergillus
flavus NRRL 6541 en diferentes dias de incubacién de los extractos enzimaticos

obtenidos de los granos de maiz blanco.

Debido a que la cepa Aspergillus flavus NRRL 6541 presenta diferencia en la produccion de
enzimas hidroliticas de la pared celular en los diferentes tipos de maiz utilizados como sustrato
se decidio realizar el ensayo de identificacion de proteinas en el maiz blanco, el cual no tiene
antocianianas (pigmentos) que pudieran interferir en la produccién y cuantificacion de las
actividades enzimaticas y realizar el analisis comparativo de las enzimas secretadas en cada

cepa por diferentes dias de incubacion y realizar un analisis comparativo entre ambas cepas.
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Figura 44. Actividad amilolitica (U/mg) de la Figura 45. Actividad amilolitica (U/mg) de la
cepa toxigénica a Aspergillus flavus CECT 2687 cepa no toxigénica a Aspergillus flavus NRRL
diferentes dias de incubacion 6541 en diferentes dias de incubacion
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La actividad amilolitica se cuantifica hasta el dia 5, y es mayor en la cepa no toxigénica, lo cual
esta relacionado con el mayor crecimiento que presenta la cepa sobre los granos de maiz, ver
Figuras 44 y 45.
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Figura 46. Actividad xilanolitica (U/mg) de la Figura 47. Actividad xilanolitica (U/mg) de la
cepa toxigénica a Aspergillus flavus CECT 2687 cepa no toxigénica a Aspergillus flavus NRRL
diferentes dias de incubacion 6541 en diferentes dias de incubacion

La actividad xilanolitica en la cepa toxigénica se detecta a los 5 dias de incubacion, sin
embargo, en la cepa no toxigénica pudimos detectar actividad de xilanasas a partir del 3er dia.
La cepa no toxigénica produce una mayor cantidad de xilanasas en comparacién con la cepa
toxigénica (Ver Figuras 46 y 47).
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Figura 48. Actividad exopectinolitica (U/mg) de la Figura 49. Actividad exopectinolitica (U/mg) de la
cepa toxigénica a Aspergillus flavus CECT 2687 cepa no toxigénica a Aspergillus flavus NRRL
diferentes dias de incubacion 6541 en diferentes dias de incubacion.
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La actividad exopectinolitica se cuantifico desde el 3 dia en ambas cepas y su produccion es

similar (Ver Figuras 48 y 49).

9.13 Andlisis electroforético de las enzimas producidas por Aspergillus flavus NRRL
6541 con zimogramas.

El objetivo de realizar los zimogramas fue identificar las bandas en donde se encuentran las
enzimas con actividad amilolitica, xilanolitica y pectinolitica para posteriormente recortar las
bandas directamente de los geles de electroforesis 1D y enviarlas al Laboratorio Universitario

de Protedmica IBT/UNAM, para su identificacion, a traves de espectrometria de masas de alta
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2 Control maiz rojo 7 A. flavus NRRL 6541 maiz blanco con puncién
3 Control maiz morado 8 A. flavus NRRL 6541 maiz rojo con puncién

4 A. flavus NRRL 6541 maiz blanco sin puncion 9 A. flavus NRRL 6541 maiz morado con puncion
5 A. flavus NRRL 6541 maiz rojo sin puncion

Figura 50. Resultado del zimograma de amilasas en la cepa A. flavus NRRL 6541 A. Gel de acrilamida
al 15%. B. Gel de acrilamida al 12%.



Como se observa en el zimograma de amilasas (Figura 50), los granos control no muestran
actividad de amilasas, por el contrario los granos inoculados muestran dos bandas de actividad
de amilasas a 45 kDa aprox y 80-85 kDa
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Marcador Molecular 5 A. flavus NRRL 6541 maiz rojo sin puncion

1 Control maiz blanco 6 A. flavus NRRL 6541 maiz morado sin puncién
2 Control maiz rojo 7 A. flavus NRRL 6541 maiz blanco con puncién
3 Control maiz morado 8 A. flavus NRRL 6541 maiz rojo con puncién

4 A. flavus NRRL 6541 Maiz blanco sin puncion 9 A. flavus NRRL 6541 maiz morado con puncion

Figura 51. Resultado del zimograma de xilanasas en la cepa A. flavus NRRL 6541 en Gel de acrilamida
al 12%.

Se observan bandas de degradacion en un rango de 120 a 150 kDa que pueden ser posibles
beta-xilanasas o xilosidasas y se consideraron dichas bandas para enviarlas a identificacion

por Espectrometria de masas, ver Figura 51.
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Marcador Molecular 5 A. flavus NRRL 6541 maiz rojo sin puncion

1 Control maiz blanco 6 A. flavus NRRL 6541 maiz morado sin puncién
2 Control maiz rojo 7 A. flavus NRRL 6541 maiz blanco con puncion
3 Control maiz morado 8 A. flavus NRRL 6541 maiz rojo con puncién

4 A. flavus NRRL 6541 Maiz blanco sin puncion 9 A. flavus NRRL 6541 maiz morado con puncién

Figura 52. Resultado del zimograma de exopectinasas de la cepa A. flavus NRRL 6541 en gel de
acrilamida al 12%.
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Se observan cuatro bandas de degradacion y no hay diferencia entre el tipo de inoculacion y
las enzimas secretadas por el hongo, se observa una banda a 23 kDa y dos de 27 a 33 kDa.
Una banda de degradacion alrededor de 95 a 97 kDa (ver Figura 52).
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Marcador Molecular 5 A. flavus 6541 maiz rojo sin puncién

1 Control maiz blanco 6 A. flavus 6541 maiz morado sin puncién
2 Control maiz morado 7 A. flavus 6541 maiz blanco con puncién

3 Control maiz azul 8 A. flavus 6541 maiz rojo con puncion

4 A. flavus 6541 Maiz blanco sin puncion 9 A. flavus 6541 maiz morado con puncién

Figura 53. Resultado del zimograma de pectin liasas en la cepa A. flavus NRRL 6541 en gel de
acrilamida al 12%

Se observan cuatro bandas de degradacion y no hay diferencia entre el tipo de inoculacion y
las enzimas secretadas por el hongo, se observa una banda a 23 kDa y dos de 27 a 33 kDa
(Figura 53).

Los granos control no presentan actividad en ninguno de los diferentes zimogramas por el

tratamiento con calor previo a la inoculacion del grano de maiz.
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9.14 Proteinas identificadas por espectrometria de masas en los granos de maiz sin

inocular e inoculados con Aspergillus flavus cepa toxigénicay no toxigénica.

Para realizar el andlisis adecuado de las proteinas identificadas es importante sefalar la
cantidad de evidencia con la que se cuenta hasta el momento con respecto a la existencia de
dichas proteinas en Zea mays y en las cepas de Aspergillus flavus, segun lo indica la base de
datos UniprotKB puede ocurrir que la secuencia difiera ligeramente de las secuencias
genOmicas, especialmente para secuencias derivadas de las predicciones del modelo de

genes.

En la base de datos UniProtKB (https://www.uniprot.org) hay 5 tipos de pruebas de la

existencia de una proteina:

1. Evidencia experimental a nivel de proteina.

2. Evidencia experimental a nivel de transcripcion.
3. Proteina inferida por homologia.

4. La proteina predicha.

5. Proteina incierta.

El valor 'Evidencia experimental a nivel de proteina’ indica que existe evidencia experimental
clara de la existencia de la proteina. Los criterios incluyen la secuenciacién parcial o completa
de Edman, la identificacion clara por espectrometria de masas, la estructura de rayos X o RMN,
la interaccién proteina-proteina de buena calidad o la deteccion de la proteina por anticuerpos.
El valor 'Evidencia experimental a nivel de transcripcion' indica que la existencia de una
proteina no se ha probado estrictamente, pero que los datos de expresion (como la existencia
de cDNA (s), RT-PCR o transferencias Northern) indican la existencia de su transcripcion.

El valor 'Proteina inferida por homologia' indica que la existencia de una proteina es probable
porque existen ortdlogos claros en especies estrechamente relacionadas.

El valor 'Proteina predicha’ se usa para entradas sin evidencia en niveles de proteina,
transcripcion u homologia.

El valor 'Proteina incierta' indica que la existencia de la proteina no es segura.
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9.14.1 Proteinas identificadas por espectrometria de masas de los granos de maiz
controles (sin inocular).

Las muestras enviadas al andlisis de identificacion corresponden a los granos de maiz blanco,
ya que el estudio se realiz6 en este maiz para evitar la posible interferencia de las antocianinas
en la cepa no toxigénica, como bien nos indica el andlisis previo de la actividad enzimética de
ambas cepas en los tres diferentes granos de maiz. Cabe aclarar que las bandas enviadas de
proteinas del maiz blanco coinciden con las bandas de los controles de maiz rojo y morado,

como se muestra en el gel de la Figura 54.
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Figura 54. Gel de electroforesis de los granos control en donde se muestran las bandas compartidas
por los tres diferentes tipos de maiz. (M=Marcador de Peso Molecular, MB=maiz blanco, MM=maiz
rojo, MA=maiz morado).

Las proteinas identificadas en los granos de maiz blanco sin inocular, corresponden a dos
globulinas y a una proteina sin caracterizar (Ver Tabla 1 del Anexo 2), los granos control fueron
tratados previamente de la misma forma que los granos inoculados con el hongo e incubados

por 10 dias.

Segun se indica en la base UniProtKB, se identificé una globulina-1 con evidencia experimental
a nivel de transcripcion y una globulina-2 (proteina predicha). En el caso de la proteina no
caracterizada la base de datos UniProtkKB indica que tiene actividad de triosa fosfato
isomerasa, una enzima de la ruta de la glucolisis, con evidencia experimental a nivel de
transcripcion. Con este analisis podemos asegurar que estas proteinas estan presentes en los

granos de maiz a los 10 dias de incubacion en las condiciones que manejamos el ensayo.
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9.14.2 Proteinas identificadas por espectrometria acoplada a masas de la cepa no
toxigénica Aspergillus flavus NRRL 6541 con 3 dias de incubacion.

La totalidad de las proteinas identificadas son de los granos de maiz blanco, debido a que el
crecimiento del hongo es escaso para secretar una cantidad de proteinas suficiente para poder
identificarlas por el método de espectrometria acoplada a masas. Las proteinas se agruparon
como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Grupos de proteinas identificadas en Aspergillus flavus NRRL 6541 con 3 dias de

incubacion.
Grupo de proteinas identificadas Numero de proteinas Numero de Tabla
identificadas del Anexo 2

Proteinas no caracterizadas 9 Tabla 2
Quitinasas 7 Tabla 3
Proteinas defensivas de los granos de maiz 5 Tabla 4
Proteinas estructurales del grano de maiz 2 Tabla 5
Proteinas identificadas que participan en diferentes 18 Tabla 6
procesos metabdlicos

Proteinas transportadoras de lipidos y lipoproteinas 2 Tabla 7
Proteasas 2 Tabla 8
Oxido-reductasas 6 Tabla 9
Proteinas de respuesta al estrés 3 Tabla 10
Proteinas de membrana y extracelulares 3 Tabla 11
Proteinas involucradas en la sintesis de proteinas 2 Tabla 12

Las proteinas que son similares a una proteina caracterizada, pero no hay datos
experimentales de validacion de su funcion, se les nombra como “proteinas putativas”. Las
proteinas que se expresan y que no se han conservado o su funcidon no es conocida o
predecible se nombran como “proteinas no caracterizadas”, de las cuales se identificaron 9

proteinas y se indican en la Tabla 2 del Anexo 2.

Adicionalmente se identificaron 7 diferentes quitinasas (Ver Tabla 3 del Anexo 2) que
probablemente son producidas como mecanismo de respuesta del grano de maiz ante la
infeccion de Aspergillus flavus, ya que las quitinasas son enzimas que hidrolizan los enlaces 3

(1-4) de la N-acetil-D-glucosamina en los polimeros de quitina y quitodextrinas, compuestos
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gue constituyen la pared celular del hongo, como se indica en el apartado de funcién de las
enzimas en la base de datos UniprotKB.

Se identificaron 5 diferentes proteinas caracterizadas como defensa del grano de maiz (Ver
Tabla 4 del Anexo 2) y dentro de las proteinas estructurales del grano de maiz se identificé la
globulina-2, misma proteina identificada en los granos de maiz controles y una proteina

especifica del endospermo, de la cual ain no se conoce su funcién (Ver Tabla 5 del Anexo 2).

El grano de maiz tiene diferentes enzimas que le ayudan al proceso de germinacion y defensa,
por lo que se identifican 18 enzimas propias del metabolismo de carbohidratos, lipidos y

proteinas (Ver Tabla 6 del Anexo 2).

Se identificaron 2 proteinas transportadoras de lipidos y lipoproteinas que conforman la
membrana de las células del grano de maiz, Ver Tabla 7 del Anexo 2,

(https://lwww.uniprot.org/uniprot/Q2XX18).

Dos proteasas se identificaron en los granos inoculados las cuales se indican en la Tabla 8 del
Anexo 2. La base de datos UniprotKB indica que la proteina B6THH6 es una carboxipeptidasa
y el proteasoma es un complejo de proteinasas multicatalitico que se caracteriza por la
capacidad para escindir péptidos Arg, Phe, Tyr, Leu y Glu adyacentes al grupo saliente a pH

neutro o ligeramente basico.

También se identificaron 6 enzimas oxido-reductasas, las cuales se indican en la Tabla 9 del
Anexo 2 y su funcién descrita en la base de datos UniprotKB, dentro de las cuales se identifico
a la betaina aldehido deshidrogenasa, oxidoreductasa dependiente NADP+ /NAD+, una
proteina de estrés general que es una oxido-reductasa que interviene en procesos
metabdlicos. Debido a los procesos metabdlicos de germinacion y defensa se generan

radicales libres, razon por la cual identificamos dos superoxidos dismutasas.

Se identificaron tres proteinas de respuesta al estrés (Ver Tabla 10 del Anexo 2) y su funcién
descrita en la base de datos UniprotKB. Estas proteinas estan implicadas en la respuesta al
estrés, un cambio de estado o la actividad de una célula o un organismo (en términos de
movimiento, la secrecién, la produccion de enzimas, la expresion genética, etc.) como
consecuencia de algunas condiciones estresantes. El estrés es usualmente, pero no

necesariamente exdgeno (temperatura, humedad, radiacion, hipertonia). Lo cual es de
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esperarse si consideramos que el grano fue sometido a calor y dafio mecanico por la puncién
en el embrion previo a la inoculacion. El inhibidor de la proteasa es una enzima que se produce

como respuesta al dafio mecanico del grano.

Se identificaron tres proteinas de membrana y extracelulares del grano de maiz (Ver Tabla 11
del Anexo 2). La proteina “Fasciclin-like arabinogalactan” esta involucrada en la adhesion

celular y en algunas plantas en la respuesta al estrés abiotico.

También se identificé una ribonucleasa y un complejo naciente de proteinas de la subunidad
alfa como polipéptido asociado, lo cual puede significar que las células estan activamente

sintetizando proteinas, ver Tabla 12 del Anexo 2.

9.14.3 Proteinas identificadas por espectrometria de masas de la cepa ho toxigénica
Aspergillus flavus NRRL 6541 con 5 dias de incubacién.

La totalidad de las proteinas identificadas son de los granos de maiz blanco, debido a que el
crecimiento del hongo aun es escaso para secretar una cantidad de proteinas suficiente para
poder identificarlas por el método de espectrometria acoplada a masas. Las proteinas se

agruparon de la siguiente forma:

Tabla 6. Grupos de proteinas identificadas en Aspergillus flavus NRRL 6541 con 5 dias de
incubacion.

Grupo de proteinas identificadas Numero de proteinas | Numero de Tabla
identificadas del Anexo 2

Proteinas no caracterizadas 3 Tabla 13
Proteinas defensivas de los granos de maiz 3 Tabla 14
Proteinas estructurales del grano de maiz 1 Tabla 15
Proteinas identificadas que participan en diferentes 7 Tabla 16
procesos metabolicos

Otras proteinas identificadas 4 Tabla 17

Se identificaron 3 proteinas no caracterizadas y comparado con los 3 dias de incubacion la

cantidad es 3 veces menor, y no son las mismas identificadas en los granos de maiz incubados
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por 3 dias, probablemente debido que el proceso de defensa del grano cambia
considerablemente en 2 dias por la invasion del hongo (Ver Tabla 13 del Anexo 2).

Las proteinas de defensa del grano, ver Tabla 14 del Anexo 2, también disminuyen
considerablemente, lo anterior nos da una idea del proceso de invasion de A. flavus al grano,
si observamos que a los 5 dias de infeccién, el grano ya comienza a estar invadido por el
hongo podemos inferir que el mecanismo de respuesta del grano se da con mayor intensidad
en los primeros 3 dias de infeccion y que los mecanismos de defensa del grano fueron
rebasados por los mecanismos de infeccion de Aspergillus flavus. La quitinasa identificada es
diferente a las identificadas en los granos incubados por 3 dias, la endoquitinasa y la 3-1,3-
glucanasa son las mismas que se identificaron en los granos incubados por 3 dias. La
globulina-2 identificada es una proteina que ayudan a la movilizacién de los lipidos en
almacenamiento en el proceso de germinacion y se identifica en los granos control ver la Tabla
15 del Anexo 2.

Se identificaron solo 7 enzimas metabdlicas del grano de maiz (ver Tabla 16 del Anexo 2),
menos enzimas que en los granos de 3 dias de incubacion inoculados, lo que nos indica una
reduccion en los procesos metabdlicos del grano de maiz. Se identifica una proteasa y una
proteina transportadora de lipidos que también encontramos en las muestras de 3 dias.
También se identifica una proteina de unién a cobre y una de reserva de nutrientes (Tabla 17
del Anexo 2).

9.14.4 Proteinas identificadas por espectrometria acoplada a masas de la cepa no

toxigénica Aspergillus flavus NRRL 6541 con 7 dias de incubacion.

Todas las proteinas identificadas en los extractos de maiz infectado corresponden a
Aspergillus flavus NRRL 6541 a los 7 dias de incubacion, no se identificé ninguna enzima que

corresponda al grano de maiz.

Se presenta la probabilidad de pertenecer al secretoma, de acuerdo los criterios en la base de

datos FunSecKB (http://proteomics.ysu.edu/secretomes/fungi.php) y se agruparon como se

indica en la Tabla 7, la funcion de las proteinas identificadas que a continuacion se describen

son las que se indican en la base de datos UniprotKB:
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Tabla 7. Grupos de proteinas identificadas en Aspergillus flavus NRRL 6541 con 7 dias de
incubacion.

Grupo de proteinas identificadas Numero de proteinas | Numero de Tabla
identificadas del Anexo 2
Amilasas 2 Tabla 18
Proteasas 3 Tabla 19
Xilanasas 2 Tabla 20
Enzimas accesorias 2 Tabla 21
Celulasas 3 Tabla 22
Pectinasas 1 Tabla 23
Peptido hidrolasas 1 Tabla 24
Otras proteinas 3 Tabla 25
Proteinas no caracterizadas 3 Tabla 26

Se identificaron 2 tipos de amilasas (ver Tabla 18 del Anexo 2), una a-amilasa que han sido
ampliamente caracterizada y que se le relaciona con la produccion de aflatoxinas,
indispensable para la obtencion de glucosa a partir del almidén, el cual abunda en el grano de
maiz (Fakhoury y Woloshuk., 1999). También se identificO una glucoamilasa putativa, la
identificacion de esta enzima es de gran importancia porque ahora sabemos que esta enzima
es expresada por esta cepa en particular y en las condiciones que utilizamos para el
crecimiento del hongo, ambas amilasas con 100% de probabilidad de pertenecer al secretoma
de Aspergillus flavus.

Se identificaron 3 proteasas en las que la probabilidad de pertenecer al secretoma es del 100%
(ver Tabla 19 del Anexo 2), dichas enzimas son importantes para el proceso de invasion del
hongo, la proteasa alcalina (ALP o aspergilopeptidasa B) permite la asimilacion de sustratos
proteicos. La proteasa neutra es una metaloproteinasa que utiliza como cofactor el Zn?*, es
secretada para permitir la asimilacion de sustratos proteicos. Muestra alta actividad sobre
sustratos nucleares basicos como histonas y protamina. Es inferida por homologia con otras

especies, segun se indica en la base de datos UniProtKB.

La proteina extracelular metaloproteinasa también es considerada factor de virulencia en la
aspergilosis y también necesita Zn?>* como cofactor y es una enzima secretada en sustratos

con alto contenido de proteinas, es inferida por homologia con otras especies relacionadas.
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Con la identificacién de las amilasas y las proteasas podemos inferir que el hongo las secreta
debido a que en este periodo se encuentra invadiendo el endospermo el grano de maiz.

Como el xilano es un compuesto que se encuentra en el pericarpio del grano de maiz, A. flavus
secreta xilanasas para poder utilizar este compuesto como fuente de carbono, lo cual explica
que se identificaran 2 xilanasas a los 7 dias de incubacion. Las cuales son: una a-xilosidasa
putativa, es decir que por homologia se infiere su actividad pero es necesario caracterizarla
para comprobar su actividad y una probable endo-1,4-3 xilanasa B de la cual ahora tenemos
evidencia de que esta enzima se expresa en esta cepa a los 7 dias de incubacién para

degradar el xilano que contiene el grano de maiz (ver Tabla 20 del Anexo 2).

Se identificaron 2 enzimas accesorias (ver Tabla 21 del Anexo 2), la a-L-arabinofuranosidasa
también es putativa y cataliza la hidrdlisis de los residuos no reductores de a-L-arabinofurano
en a-L-arabinosidos, dichas estructuras se encuentran en el xilano y es denominada como
enzima accesoria, al igual que la glicosil-hidrolasa que cataliza la hidrolisis de cualquier O-

glicosil.

La conversion biolégica de celulosa a glucosa requiere por lo general tres tipos de enzimas
hidroliticas: (1) Las endoglucanasas que cortan la parte interna B- 1,4 -glucosidicos; (2)
exocelobiohidrolasas que corta el disacarido celobiosa en el extremo no reductor de la cadena
polimérica de celulosa; (3) Los B- 1,4- glucosidasas que hidrolizan la celobiosa y otros celo -
oligosacaridos cortos en glucosa. Lo anterior explica que se identificaron dos endoglucanasas
putativas o predichas de las cuales no se tiene evidencia suficiente de su existencia, segun se
indica en la base de datos UniprotKB. La enzima 1,4-3-D-glucan celobiohidrolasa A, es una
exocelobiohidrolasa inferida por homologia (ver Tabla 22 Del Anexo 2). La probabilidad de
pertenecer al secretoma de Aspergillus flavus de estas enzimas es del 100% (FunSecKB), lo
anterior nos da una idea de que Aspergillus flavus secreta celulasas y xilanasas con la finalidad

de degradar el pericarpio del grano de maiz.

Las enzimas pectinoliticas consisten en cuatro clases: pectina liasa, poligalacturonasa, pectina
metilesterasa y ramnogalacturonasa. Entre las enzimas pectinoliticas, la pectina liasa es la
mas importante en la despolimerizacion de pectina, ya que escinde los enlaces glucosidicos
internos de pectinas altamente metiladas. Se identificé una pectato liasa con un peso molecular
de 34 kDa que el hongo produce para escindir la cadena de pectina que se encuentra en la

estructura de la pared celular del grano de maiz, esta enzima necesita Ca?* como cofactor para
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su actividad y es denominada como probable porque es inferida por homologia es decir que
existen en especies estrechamente relacionadas, Ver Tabla 23 del anexo 2

(https://www.uniprot.org/uniprot/B8ENE46).

Estas enzimas hidroliticas identificadas nos dan evidencia de que la cepa de Aspergillus flavus

comienza a degradar el pericarpio del grano de maiz.

También se identifico una péptido hidrolasa que se relaciona con el metabolismo de lipidos,
segun indica el apartado de funcidn de esta enzima en la base de datos UniprotKB (ver Tabla
24 del Anexo 2).

Cualquier proceso que resulta en un cambio de estado o la actividad de una célula o un
organismo (en términos de movimiento, secrecion, produccién de enzimas, expresion génica,
etc.) da como resultado estrés oxidativo o debido a la exposicion de niveles altos de especies
de oxigeno reactivas como por ejemplo, aniones superéxido, peréxido de hidrogeno (H202), y
los radicales hidroxilo, es por eso que se identifica una catalasa micelial que responde a ese
estado de estrés oxidante. Se identificé una monoamino-oxidasa es una enzima que participa
en los procesos metabdlicos de compuestos aromaticos, es una proteina predicha de la que
no se tiene evidencia a niveles de proteinas, transcripcion o de homologia (Ver Tabla 25 del

Anexo 2).

Se identifican 3 proteinas no caracterizadas de las cuales no se conoce su funcion (ver Tabla
26 del Anexo 2).

9.14.5 Proteinas identificadas por espectrometria acoplada a masas de la cepa no
toxigénica Aspergillus flavus NRRL 6541 con 10 dias de incubacion.

Se presenta un resumen de las proteinas identificadas en los extractos enzimaticos obtenidos
de los granos de maiz después de 10 dias de incubacién, las cuales pertenecen a Aspergillus

flavus.

También se presenta la probabilidad para las proteinas identificadas de pertenecer al
secretoma, de acuerdo los criterios en la base de datos

(http://proteomics.ysu.edu/secretomes/fungi.php) y se agruparon como se indica en la Tabla 8,

la funcion de las proteinas identificadas que a continuacion se describen son las que se indican

en la base de datos UniprotKB:
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Tabla 8. Grupos de proteinas identificadas en Aspergillus flavus NRRL 6541 con 10 dias de
incubacion.

Grupo de proteinas identificadas Numero de proteinas | Numero de Tabla
identificadas del Anexo 2
Amilasas 4 Tabla 27
Proteasas 12 Tabla 28
Xilanasas 6 Tabla 29
Enzimas accesorias 4 Tabla 30
Celulasas 5 Tabla 31
Pectinasas 3 Tabla 32
Lipasas 2 Tabla 33
Fosfatasas 4 Tabla 34
Proteinas de metabolismo y otras 15 Tabla 35
Proteinas no caracterizadas 13 Tabla 36

Se identificaron cuatro amilasas (Ver Tabla 27 del Anexo 2) en las muestras incubadas a los
10 dias, de las cuales dos también se producen desde los 7 dias (B8N482 - Glucoamilasa y
Q7LV45 - a-amilasa). La enzima glucoamilasa BBNX52 y a-amilasa BBNOS9 ambas identificas
por homologia a los 10 dias de crecimiento del hongo ahora existe evidencia de que se
expresan estas amilasas para poder degradar el componente principal del grano de maiz y con

100 % de probabilidad de pertenecer al secretoma.

Se identificaron 12 proteasas (Ver Tabla 28 del Anexo 2). A los 10 dias ya no se identifican los
factores de virulencia de la infeccion de aspergilosis, las metaloproteinasas, lo anterior debido
a que el sustrato no es un tejido con alto contenido de proteinas, como la elastasa, y se
sintetizan otro tipo de proteasas como la serin-carboxipeptidasa que corta proteinas en los
residuos que tienen serina. En la base de datos del secretoma por su secuencia es muy

probable que sea una enzima extracelular.

Se identificd una serin-proteasa autofagica que es posible se encuentre en algunas vacuolas
gue contienen proteasas con la finalidad de reciclar las proteinas enddgenas. Se identificaron
diferentes proteasas que por homologia inferida son extracelulares con la finalidad de degradar
las proteinas estructurales del grano para tener disponibles los aminoacidos que son fuente de
nitrogeno tal es el caso de la endopeptidasa Pep 2, la di- y tripeptidilpeptidasa, una serin
carboxipeptisa putativa y una carboxipeptidasa.
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La evidencia muestra que la secrecion de proteasas y amilasas aumenta con respecto a los 5
dias de incubacién, lo anterior nos indica que el hongo secreta grandes cantidades de estas
enzimas para continuar disponiendo del almidon del endospermo como principal fuente de

carbono y energia para su crecimiento.

Se identificaron 6 enzimas con caracteristicas de xilanasas, ver Tabla 29 del Anexo 2, solo una
de las cuales también se identifico en la muestra de 7 dias (B8NJ86- Probable endo-1,4- 3-
xilanasa B).

Segun la base de datos UniprotKB la probable enzima endo-1,4-B-xilanasa F3 solo hay
evidencia a nivel de transcripcién y con los resultados obtenidos en nuestro ensayo podemos
asegurar y tenemos evidencia de que la enzima si se expresa en esta cepa en las condiciones
de crecimiento del presente estudio. Se identificd una B-xilanasa que hasta el momento esta
catalogada como putativa por homologia que en la base del secretoma es muy probable que
sea secretada al igual que la Xilanasa F1. La enzima Xiloglucanasa A cataliza endohidrolisis
de enlaces 1,4 -B- D- glucosidicos en xiloglucano con retencion de la configuracién 8 de los
residuos glicosilo, especifica de xiloglucano y no hidroliza otros componentes de la pared
celular, en la base de datos esta inferida por homologia ahora sabemos que también la cepa
A. flavus NRRL 6541 la produce en estas condiciones de crecimiento. La enzima
acetilxilanoesterasa A, también es inferida por homologia, ahora tenemos evidencia de que la
proteina se expresa y tiene actividad de acetilacion del xilano y xilo-oligosacaridos. Todas las
xilanasas identificadas son secretadas segun su homologia en la secuencia de sus

aminoacidos.

Se identificaron 4 enzimas denominadas accesorias en donde solo la L- arabinosidasa es la
misma identificada a los 7 dias (Ver Tabla 30 del Anexo 2). Se identific6 una arabinosidasa
putativa de la que no se tiene evidencia que se expresara en esta cepa, una feruloil esterasa
y una beta galactosidasa A, las cuales se identificaron por homologia ahora tenemos evidencia
de que se expresa en esta cepa. Todas ellas tienen una alta probabilidad de ser secretadas y

ser parte del secretoma de A. flavus.

Para la hidrélisis de la celulosa a los 10 dias se secretan 5 enzimas para dicha funcién (Ver
Tabla 31 del Anexo 2). La celobiohidrolasa D y la endoglucanasa putativa (B8N9Q1) son las

mismas que se identificaron en las muestras de 7 dias, sin embargo se producen otras tres
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como una endoglucanasa putativa inferida por homologia, una probable endoglucanasa B
inferida también por homologia y una celobiohidrolasa putativa que en la base de datos Uniprot
KB esta identificada como una glucanasa por homologia. Todas ellas tienen una alta

probabilidad de ser secretadas y ser parte del secretoma de A. flavus.

La pactato liasa A también se identificé a los 7 dias después de 3 dias se han producido otras
dos enzimas con actividad para degradar la pectina como la pectin liasa la cual escinde por
eliminacion de (1- > 4) metil éster a -D- galacturonano para dar oligosacaridos con grupos 4 -
desoxi - 6 -O -metil -a- D- galact - 4 - enuronosil en sus extremos no reductores.

La enzima ramnoglacturonato liasa escinde los residuos del acido L- a-ramnopiranosil- (1-> 4
)-a- D- galactopiranosiluronico  del ramnogalacturonano en las regiones | peludas de la
pectina ramificadas que salen del extremo L- ramnopiranosa Yy 4 - deoxi -4,5-insaturado D-

galactopiranosiluronico en el extremo no reductor (Ver Tabla 32 del Anexo 2).

La evidencia de una mayor produccion de celulasas, xilanasas, enzimas accesorias y
pectinasas, indican que son secretadas con la finalidad de invadir y degradar el pericarpio del
grano y extender la infeccién del hongo a toda la superficie de este para disponer de fuentes

de nutrientes.

A los 10 dias se producen dos lipasas de las cuales la lipasa extracelular inicia su produccion
antes pues se identificé a los 7 dias, la lipasa secretada es putativa no se habia comprobado

su existencia como proteina (Ver Tabla 33 del Anexo 2).

Se identificaron 4 fosfatasas que participan en diversos procesos (Ver Tabla 34 del Anexo 2).
La fitasa es una enzima que cataliza la reaccion del monoéster ortofosforico + H20 = un alcohol
+ fosfato, con un pH acido éptimo; el hongo secreta esta enzima para tener acceso al fosforo
gue contiene el grano de maiz, hasta el momento esta enzima tiene la categoria de proteina

putativa. Se identific6 una endonucleasa y una fosfatasa acida putativa.
Debido al abundante crecimiento de A. flavus NRRL 6541 a los 10 dias de incubacién se

identificaron bastantes proteinas con diferentes funciones dando una idea del metabolismo del
hongo (Ver Tabla 35 del Anexo 2).
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La B-hexosaminidasa que cataliza la hidrdlisis de los residuos terminales no reductores de N-
acetil-D-acetil-B-D-hexosaminidos.

Una proteina fitotéxica (cerato - platanin) de aproximadamente 12,4 kDa se ha identificado en
filtrados de cultivo de Ceratocystis fimbriata f. sp. platani, el agente causal de la enfermedad
de la mancha cancro, se acumula en el micelio y se encuentra en las paredes celulares de este
hongo, ascosporas, hifas y conidios lo que sugiere que esta proteina tiene un papel en la
formacion de la pared celular fungica, aparte del hecho ya conocido de que se secreta a inicios
del cultivo y provoca la sintesis de fitoalexinas y/o muerte celular de la planta (Boddi, et al.,
2004). Probablemente esta proteina tenga la misma funcién en las cepas de Aspergillus flavus
en la infeccién del grano de maiz, en UniprotKB se encuentra como evidencia inferida por

homologia.

El antigeno MPL1 tiene evidencia experimental a nivel de transcripciéon en A. flavus, esta

proteina se utiliza para el diagndstico de aspergilosis causado por Aspergillus fumigatus

La enzima Rieske 2Fe-2S es una oxidoreductasa que participa en el catabolismo de
compuestos aromaticos, cataliza el primer paso de la sintesis de betaina glicina
osmoprotectora, segun se indica en la base de datos UniprotKB.

La proteina B8BNC16 (Actin-bundling protein Sac6) se une a la actina, y de ese modo puede
modular las propiedades y/o funciones de los filamentos de actina.

La a-1,2-manosidasa es una enzima inferida por homologia que participa en la glicosilacién de
proteinas (la adicién de sacéridos a proteinas) es una de las principales etapas de modificacion
post- traduccion en la sintesis de la membrana y las proteinas secretadas. Involucrada en la
maduracion de las proteinas con oligosacaridos de manosa unidos a Asn (MangsGIcNAc: para
producir MansGIcNAC2).

Se identificaron enzimas pertenecientes al metabolismo de aminoéacidos, lipidos y
carbohidratos como la glutaminasa, la fosfatidilserina descarboxilasa, una aldehido reductasa

y FAD oxidorreductasa.

La familia ECM33 / SPS2 de las proteinas ancladas a glicosilfosfatidilinositol juega un papel

importante en el mantenimiento de la integridad de la pared celular de los hongos vy la
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virulencia, sin embargo, el papel preciso de estas proteinas es desconocido (Romano J., et al
2006).

Una proteina predicha en el mecanismo de infeccion de los virus, pero su funcién no es clara,
la proteina SspA de union a DNA y una esterasa de la que se tiene muy poca evidencia de su

existencia.

Se identificaron 13 proteinas no caracterizadas dos de las cuales también se identificaron en
los granos incubados a los 7 dias (BBNDD7 y B8NJZ8), no se conoce la funcion de dichas
proteinas ni por homologia, pero al comparar su secuencia en la base de datos del secretoma
de Aspergillus flavus algunas por sus caracteristicas pueden ser secretadas por lo que es
importante investigar a fondo estas proteinas para poder caracterizarlas (Ver Tabla 36 del
Anexo 2).

9.14.6 Proteinas identificadas por espectrometria acoplada a masas de la cepa
toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687 con 3 dias de incubacion.

En los primeros 3 dias de incubacion de los granos inoculados con la cepa toxigénica
Aspergillus flavus CECT 2687 pudimos identificar en su mayoria proteinas pertenecientes a
los granos de maiz, al igual que en el ensayo de la cepa no toxigénica, las cuales se agruparon

como se indica en la Tabla 9.

Tabla 9. Grupos de proteinas identificadas en Aspergillus flavus CECT 2687 con 3 dias de
incubacion.

Grupo de proteinas identificadas Numero de proteinas | Numero de Tabla
identificadas del Anexo 2

Proteinas no caracterizadas 7 Tabla 37
Quitinasas 8 Tabla 38
Proteinas defensivas de los granos de maiz 1 Tabla 39
Proteinas transportadoras de lipidos 2 Tabla 40
Proteinas de respuesta al estrés 4 Tabla 41
Proteinas identificadas que participan en diferentes 15 Tabla 42
procesos metabolicos

Proteinas de Aspergillus flavus 2 Tabla 43
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Se identificaron 7 proteinas no caracterizadas pertenecientes al grano de maiz todas con
evidencia experimental a nivel de transcripcion, por lo que podemos inferir que en el presente

estudio se da evidencia de que estas proteinas se expresan (Ver Tabla 37 del Anexo 2).

Se identificaron 8 quitinasas del grano de maiz (Ver Tabla 38 del Anexo 2), en la base de datos

UniprotKB el maiz tiene 202 genes que codifican para posibles enzimas con esta actividad.

Se identificd una enzima de resistencia del grano de maiz en respuesta a la infeccion por el

hongo filamentoso (Ver Tabla 39 del Anexo 2).

El grano de maiz en ambos ensayos expresa la proteina (Q2XX18) transportadora de lipidos
(Tabla 40 del Anexo 2). Igual que en el ensayo de la cepa no toxigénica, se identificaron
proteinas de respuesta ante el dafio mecanico y de respuesta al estrés térmico al que también
fueron sometidos los granos de maiz previamente a su inoculacidn, estas proteinas tienen
evidencia a nivel de homologia y a nivel transcripcional (Ver Tabla 41 del Anexo 2). Son 15
proteinas involucradas en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos del grano de
maiz que se lograron identificar (Ver Tabla 42 del Anexo 2).

En este periodo de incubacion se identificd una proteina perteneciente a Aspergillis flavus, una
enzima aspergilopepsina, proteasa que por su secuencia de aminoacidos es secretada e
hidroliza sustratos como la elastina y el colageno. Esta proteasa no fue identificada en la cepa

no toxigénica en ninguna de las muestras (Ver Tabla 43 del Anexo 2).

84



9.14.7 Proteinas identificadas por espectrometria acoplada a masas de la cepa
toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687 con 7 dias de incubacién.

Todas las proteinas identificadas en este periodo de incubacion pertenecen a Aspergillus
flavus y se agruparon como se indica en la Tabla 10, la funcidn de las proteinas identificadas

gue a continuacion se describen son las que se indican en la base de datos UniprotKB:

Tabla 10. Grupos de proteinas identificadas en Aspergillus flavus CECT 2687 con 7 dias de
incubacion.

Grupo de proteinas identificadas Numero de proteinas | Numero de Tabla
identificadas del Anexo 2
Amilasas 2 Tabla 44
Proteasas 8 Tabla 45
Xilanasas 2 Tabla 46
Enzimas accesorias 3 Tabla 47
Celulasas 3 Tabla 48
Pectinasas 1 Tabla 49
Otras proteinas 6 Tabla 50
Proteinas no caracterizadas 4 Tabla 51

Se identificaron dos amilasas en la muestra de los 7 dias de incubacion, ver Tabla 44 del Anexo
2, ambas con 100 % de probabilidad de pertenecer al secretoma.

Se identificaron 8 proteasas por la cepa toxigénica a los 7 dias de incubacién, 6 de las cuales
tienen 100% de probabilidad de pertenecer al secretoma de Aspergillus flavus (Ver Tabla 45
del Anexo 2).

Se identificd una aspartilaminopeptidasa que utiliza como cofactor el Zn?* es inferida por
homologia, una carboxipeptidasa, una alcalinproteasa 1 de la cual se tiene evidencia
experimental a nivel de proteina y esta bien caracterizada en A. flavus considerada como

alérgeno en los humanos.
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Una aspartilendopeptidasa inferida por homologia, una proteasa neutral metaloproteinasa que
utiliza como cofactor el Zn?* secretada y una aspergilopepsina A que hidroliza elastina y

colageno.

Como bien lo indican las actividades enzimaticas de los granos de maiz, los extractos
mostraron actividad xilanolitica y se identificaron dos xilanasas con 100% de probabilidad de

pertenecer al secretoma, Ver Tabla 46 del Anexo 2.

Se identific6 una B-xilanasa cuya secuencia no concuerda con ninguna del genoma de
Aspergillus flavus se encuentra mayor concordancia con una especie muy relacionada A.
oryzae es ideal que analizar y caracterizar esta proteina. Dentro de las enzimas accesorias
tenemos una arabinasa y una arabinosidasa putativa que eliminan arabinosa en las cadenas

de xilano, ver Tabla 47 del Anexo 2.

Se identificaron 3 enzimas con actividad celulolitica, con 100% de probabilidad de pertenecer
al secretoma, ver Tabla 48 del Anexo 2 y una probable pectin-liasa D secretada (Tabla 40 del
Anexo 2).

También se identificaron 7 enzimas con diferentes actividades a las que se cuantificaron
previamente en los extractos, mismas que forman parte del metabolismo de Aspergillus flavus,
ya que aunque se traté de eliminar el micelio de los granos de maiz inoculados fue dificil y es
muy probable que el extracto llevara enzimas metabodlicas del hongo no necesariamente
secretadas. Se identificaron varias glicosilhidrolasas, enzimas que degradan el peptidoglucano
de la pared celular de las bacterias, el alérgeno cerato-platanin y una catalasa micelial que

también fue identificada en la cepa no toxigénica ver Tabla 50 del Anexo 2.

Se identificaron 4 proteinas no caracterizadas a comparacion de dos de la cepa no toxigénica
(Tabla 51 del Anexo 2).

9.14.8 Proteinas identificadas por espectrometria de masas de la cepa toxigénica
Aspergillus flavus CECT 2687 con 10 dias de incubacion.

Todas las proteinas identificadas pertenecen a Aspergillus flavus CECT 2687 y ninguna
proteina identificada del grano de maiz, las cuales se agruparon como se indica en la Tabla
11, la funcion de las proteinas identificadas que a continuacion se describen son las que se

indican en la base de datos UniprotKB:
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Tabla 11. Grupos de proteinas identificadas en Aspergillus flavus CECT 2687 con 10 dias de
incubacion.

Grupo de proteinas identificadas Numero de proteinas | Numero de Tabla
identificadas del Anexo 2
Amilasas 2 Tabla 52
Proteasas 6 Tabla 53
Xilanasas 1 Tabla 54
Enzimas accesorias 5 Tabla 55
Celulasas 2 Tabla 56
Otras proteinas 7 Tabla 57
Proteinas no caracterizadas 5 Tabla 58

Las amilasas secretadas a los 10 dias son las mismas que a los 7 dias, la cepa no toxigénica
secreta dos amilasa mas, probablemente esto explique porque el crecimiento de Aspergillus
flavus NRRL 6541 sea mas abundante. La identificacion de estas enzimas es de gran
importancia porque se ha demostrado su relacién con la produccion de aflatoxinas, ahora
tenemos evidencia de la expresion de estas dos enzimas en un sistema muy parecido a las
condiciones reales cuando el hongo infecta el grano de maiz, ya que el genoma de Aspergillus
flavus refiere la existencia de 8 probables a-amilasas y dos probables glucoamilasas, ver Tabla
52 del Anexo 2.

Se identifican 6 proteasas, tres de las cuales tienen 100% de probabilidad de ser secretadas,
dos son las mismas que se identificaron a los 7 dias de incubacién (alcalin proteasa 1 y

endopeptidasa aspartica), ver Tabla 53 del Anexo 2.

La cepa toxigénica secreta una B-xilanasa inferida por homologia con 100% de probabilidad
de pertenecer al secretoma, en el genoma de Aspergillus flavus se tienen dos probables beta-
xilanasas, ver Tabla 54 del Anexo 2

Se identificaron 4 enzimas accesorias con 100% de probabilidad de pertenecer al secretoma
(Tabla 55 del Anexo 2) como la Endo-1,5-a-L-arabinonasa C que por homologia ayuda en la
degradacion de la pectina y xilano. Una arabinan-endo 1,5 a-L-arabinasa inferida por similitud
con otras enzimas expresadas en especies relacionadas, pero no se especifica su probable
funcién. Un precursor de lactasa A y una feruloil-esterasa C que ayuda en la degradacion del

xilano
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Para la degradaciéon de celulosa la cepa toxigénica secreta a los 10 dias de incubacion 2
enzimas con actividad celulolitica y alta probabilidad de pertenecer al secretoma (Tabla 56 del
Anexo 2), una probable 1,4-B-D-glucan celobiohidrolasa que también se identificé a los 7 dias.
Una B-glucosidasa inferida por homologia que es secretada para hidrolizar los extremos no
reductores de los residuos B-D-glucosilos en B-D-Glucosa, segun la evidencia encontrada es

100% probable que ambas sean secretadas.

Al igual que la cepa no toxigénica se identificaron proteinas propias del metabolismo del hongo
gue no necesariamente pertenecen al secretoma, ver Tabla 57 del anexo 2, tales como B-1,3-
endoglucanasa anclada a GPI, de la que se ha caracterizado una enzima muy similar en
Aspergillus fumigatus y es expresada porque la quitina y el B-1,3-glucano son los responsables
de la rigidez de la pared celular del hongo, cuando hay cambios morfolégicos durante la
germinacion y el crecimiento de los filamentos, las células necesitan una lisis parcial de estos

compuestos para darle un poco de plasticidad a la pared celular (Hartl L., et al.,2011).

También la proteina taumatina extracelular que se ha caracterizado en Aspergillus fumigatus
en donde se le atribuye la funcion de adhesina y factor importante en el inicio del proceso de

patogénesis en los humanos (Upadhyay., et al, 2009)

Se identificaron dos oxidoreductasas, la superoxidodismutasa es para combatir el estrés
oxidativo al que se someten las células del hongo y dos glucosidasas involucradas en el

metabolismo de carbohidratos, pero no se conoce su funcién en especifico.

Se identifican 5 proteinas no caracterizadas a los 10 dias de incubacion ver Tabla 58 del Anexo
2. La cepa no toxigénica sintetiza una mayor cantidad de proteinas sin caracterizar, también

relacionado con su mayor crecimiento y comparte 3 de estas proteinas con la cepa toxigénica.

9.15 Analisis comparativo del secretoma de las cepas Aspergillus flavus CECT 2687 y
Aspergillus flavus NRRL 6541.

Se realiza el analisis comparativo de las enzimas secretadas de las cepas de Aspergillus flavus
toxigénica y no toxigénica a los 3, 7 y 10 dias de incubacién. Se comparan las enzimas con
100% de probabilidad de pertenecer al secretoma, las cuales se agrupan en amilasas,

proteasas, xilanasas, enzimas accesorias, celulasas y pectinasas. Ver tabla 12.
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Tabla 12. Andlisis comparativo del secretoma de las cepas de Aspergillus flavus CECT 2687
y Aspergillus flavus NRRL 6541 a los 3, 7 y 10 dias de incubacion en maiz blanco.

Aspergillus flavus NRRL 6541 Aspergillus flavus CECT 2687
7 dias de incubacion 10 dias de incubacion 3 dias de incubacion 7 dias de incubacion 10 dias de incubacion
Glucoamylase, putative . Glucoamylase, putative .
(B8N482) Glucoamylase, putative (B8N482) (B3N482) Glucoamylase, putative (B8N482)
Amilasas Alpha-amylase (BE8N0S9) Alpha-amylase (BE8N0S9) Alpha-amylase (B8N0S9)
Alpha-amylase(Q7LV45) Alpha-amylase(Q7LV45)
Glucoamylase (BENX52)
Alkaline protease 1 (B8N106) | Alkaline protease 1 (B8N106) Alkaline protease 1 (B8N106) Alkaline protease 1 (B8N106)
Carboxypeptidase (BBNUL2) Carboxypeptidase (BBNUL2)
Aspartic endopeptidase Pep2 Aspartic endopeptidase Pep2 Aspartic endopeptidase Pep2
(B8N3P1) (B8N3P1) (B8N3P1)
Tripeptidyl peptidase A (BBNPM2) Tripeptidyl peptidase A (BSNPM2)
Autophagic serine protease Alp2 Autophagic serine protease Alp2
(BSNUEO) (B8NUEO)
Aspergillopepsin-1 . o
(BSNLY9) Aspergillopepsin-1 (B8NLY9)
Proteasas [ £yiracellular
metalloproteinase (B8NC58)
Carboxypeptidase Y homolog A
(B8NXS9)
Probable dipeptidyl-peptidase
(BSNBMS3)
Extracellular serine
carboxypeptidase, putative
(B8NQRS5)
Carboxypeptidase (BBNWI1)
Probable endo-1,4-beta- Probable endo-1,4-beta-xylanase B
xylanase (B8NJ86) (B8NJ86)
Probable endo-1,4-beta-xylanase Probable endo-1,4-beta-xylanase
F1 (BBNER4) F1 (BBNER4)
Beta-xylanase (B8NIB9) Beta-xylanase (B8NIB9)
Xilanasas
Probable endo-1,4-beta-xylanase Endo-1,4-beta-xylanase F3
F3 (BBNXJ2) (Q96VB6)
Probable xyloglucan-specific endo-
beta-1,4-glucanase A (B8N3L3)
Probable acetylxylan esterase A
(A9JPEB)
Alpha-L-arabinofuranosidase | Alpha-L-arabinofuranosidase,
(BSNER2) putative (BBNER2)
. . Arabinosidase, putative
Arabinosidase, putative (B8N637) (BBN637)
Probable feruloyl esterase C Probable feruloyl esterase C
(B8N7Z6) (B8N726)
Enzimas Probable beta-galactosidase A Probable beta-galactosidase A
accesorias (B8N6V7) (BBN6V7)
Arabinan-endo 1,5-alpha-L- Arabinan-endo 1,5-alpha-L-
arabinase, putative (B8MVWO0) arabinase, putative (B8MVWO0)
Glycosyl hydrolases family 32 Glycosyl hydrolases family 32 | Glycosyl hydrolases family 32
(BSNTE9) (BSNTE9) (BBNTE9)
Probable arabinan endo-1,5-alpha-
L-arabinosidase C (B8NMD3)
Probable 1,4-beta-D-glucan Probable 1,4-beta-D-glucan Probable 1,4-beta-D-glucan Probable 1,4-beta-D-glucan
cellobiohydrolase A (BBN7G5) | cellobiohydrolase A (B8BN7G5) cellobiohydrolase A (BBN7G5) cellobiohydrolase A (BBN7G5)
Endoglucanase, putative : Endoglucanase, putative
(B8N9Q1) Endoglucanase, putative (BBN9Q1) (BEN9Q1)
. Extracellular .
Celulasas :E;gﬁ%tit;anase, putative Glucanase (B8NIV4) endoglucanase/cellulase, E‘Brg’lzfg))l(ez)b eta-glucosidase A
putative (B8NBF4)
Endoglucanase, putative (BBNGX0)
probable endo-beta-1,4-glucanase
B (B8MW97)
Probable pectate lyase
(BSNE46) Probable pectate lyase A (BBNE46)
. ' Probable pectin lyase D
Pectinasas Probable pectin lyase D (B8NVB7) (BSNVE7)
Probable rhamnogalacturonate
lyase A (BBNCU7)
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A pesar de que la cepa toxigénica crece muy lentamente a comparacién con la cepa no
toxigénica a los tres dias de incubacion ya podemos identificar enzimas propias de Aspergillus
flavus, en comparacion con la cepa no toxigénica que a pesar de tener mayor crecimiento se
identificaron proteinas del hongo hasta los 7 dias de incubacion. Lo anterior es de gran
relevancia si consideramos que la respuesta de los mecanismos de defensa del grano de maiz

es menor que cuando el grano esté infectado con la cepa no toxigénica.

Se identificd una enzima aspergilopepsina, proteasa que por homologia se sabe es secretada
e hidroliza sustratos como la elastina y el coladgeno. Esta proteasa no fue identificada en la

cepa no toxigénica en ninguna de las muestras.

Si comparamos las amilasas producidas por ambas cepas a los 7 dias de incubacion la
glucoamilasa putativa es compartida con la cepa no toxigénica y la a-amilasa es diferente. La
a-amilasa (BBN0S9) identificada en la cepa toxigénica esta codificada en el gen AFLA_ 026140
y la a-amilasa (Q7LV45) identificada en la cepa no toxigénica es codificada en el gen amyl.

En el mismo periodo de incubacion la cepa toxigénica secreta mas proteasas comparada con
la cepa no toxigénica, la enzima con la clave B8N106 es también secretadas por la cepa no
toxigénica. La diferencia de las xilanasas a los 7 dias de incubacion explica la diferencia de
actividades xilanoliticas obtenidas en el ensayo de la cuantificacion de esta actividad
enzimatica. Por las caracteristicas del crecimiento de la cepa toxigénica en donde su
crecimiento es escaso, pero en su mayoria extensivo en el pericarpio del grano se esperaba
una mayor cantidad en el tipo de xilanasas, debido a que el pericarpio tiene un elevado
porcentaje de hemicelulosa en su composicidn. Las enzimas accesorias expresadas entre

ambas cepas son diferentes y con diferente actividad.

Ambas cepas secretan la endoglucanasa putativa BEBN9Q1 y la celobiohidrolasa BBN7G5. La
endoglucanasa extracelular (B8NBF4) solo se identifico en la cepa toxigénica, aunque también

se identific6 una endoglucanasa en la cepa no toxigénica (B8NID4).

Como bien se demostrd en los extractos enzimaticos obtenidos después de inocular el hongo
en los granos de maiz se detectd actividad de pectin-liasa pudiéndose identificar a la enzima
pectin liasa, inferida por homologia y también es secretada por la cepa no toxigénica, pero
hasta los 10 dias pudimos detectar su presencia, en la cepa toxigénica ya se identifica su

presencia a los 7 dias de incubacion.
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A los 10 dias de incubacion la cepa no toxigénica secreta mas enzimas a comparacion de la
cepa toxigénica. Las amilasas secretadas a los 10 dias son las mismas que a los 7 dias, la
cepa no toxigénica secreta dos amilasas mas, probablemente esto explique porque el

crecimiento de Aspergillus flavus NRRL 6541 sea mas abundante.

La cepa no toxigénica expresa una mayor cantidad de proteasas, lo anterior consideramos
esta directamente relacionado con el mayor crecimiento de esta cepa a los 10 dias en
comparacién con la cepa toxigénica. La cepa toxigénica expresa una mayor cantidad de
proteasas al inicio de la infeccion a comparacion de la cepa no toxigénica, sin embargo a mas
dias de incubacioén la cepa no toxigenica secreta una mayor cantidad de proteasas, lo anterior
debido a las caracteristicas del crecimiento de ambas cepas, en donde la cepa no toxigénica

tiene mayor crecimiento e infeccién en el endospermo.

La cepa toxigénica secreta una B-xilanasa, comparando con la cepa no toxigénica también es
detectada esta misma enzima, solo que la cepa no toxigénica expresa otras cinco xilanasas
adicionales, lo cual explica una mayor magnitud de la actividad enziméatica cuantificada en los

ensayos en la cepa no toxigénica.

A los 10 dias ambas cepas secretan el mismo nimero de enzimas accesorias compartiendo
dos (B8N6V7 y B8N7Z6).

La cepa no toxigénica expresa 4 celulasas, adicionales a las secetadas por la cepa toxigénica,

se explica por el mayor crecimiento de la cepa no toxigénica o la expresion de estas enzimas

favorece el crecimiento de Aspergillus flavus en el grano de maiz.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

El mejor método para realizar un analisis enzimatico de Aspergillus flavus es la infeccion directa
en el grano de maiz con puncion en el endospermo, pues se obtiene un mejor crecimiento y

es un ensayo mas cercano a la realidad biologica del grano infectado por Aspergillus flavus.

Con base a las actividades enzimaticas calculadas directamente sobre los extractos liquidos,
sin considerar la cantidad de proteinas totales extraidas (U/mL), se determiné que en A. flavus
CECT 2687 no hay diferencia significativa entre las actividades de amilasas, exopectinasas,
celulasas y xilanasas en los diferentes tipos de maiz (blanco, rojo y morado). En el caso de la
cepa A. flavus NRRL 6541, si hay diferencia significativa entre la producciéon de amilasas,
xilanasas, celulasas y exopectinasas en los diferentes tipos de maiz (blanco, rojo y morado)
siendo mayor la actividad en el maiz rojo y para el caso de la actividad xilanolitica es mayor en
el maiz blanco. Lo anterior no concuerda con lo esperado, pues inicialmente se plante6 que la
cepa toxigénica se veria afectada por la presencia de antocianinas en el grano de maiz, pues
existe evidencia de que las antocianinas afectan la sintesis de aflatoxinas (Norton, 1999),
siendo estas uno de los mecanismos de patogenicidad relacionada con la resistencia al estrés
oxidativo y su posible efecto toxico en el tejido vegetal (Fountain, et al., 2015), sin embargo en
donde se encontraron diferencias en cuanto al crecimiento y la actividad de las enzimas
hidroliticas fue en la cepa no toxigénica por lo que se debe investigar posteriormente si es
debido a la variabilidad biologia de la cepa, pues en comparacién con la cepa toxigénica tiene
un mayor crecimiento y este puede influir en los resultados obtenidos o la diferencia observada
puede deberse a otros componentes del grano de maiz que no fueron considerados, es
conveniente realizar un andlisis quimico del tipo y cantidad de antocianinas presentes en estos

dos tipos de maiz (rojo y morado).

Inicialmente se tenia contemplado identificar el secretoma de la cepa que presentara
diferencias significativas en la actividad enzimatica utilizando diferentes tipos de maiz, sin
embargo solo se realizo la identificacion de las proteinas en el maiz blanco y el analisis
comparativo de la cepa toxigénica y no toxigénica derivado de la diferencia que se observaron
en el crecimiento de las cepas, pues la cepa toxigenica crece menos gque la no toxigenica y
tiene la caracteristica de invadir primero el pericarpio del grano a comparacion de la no
toxigenica en donde gran parte del crecimiento del hongo es en la zona de inoculacion

(germen).
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Se pudieron identificar las proteinas que integran el secretoma (100% de probabilidad de
pertenecer al secretoma segun la base de datos FunSecKB), muchas otras proteinas y
enzimas metabdlicas de las cepas A. flavus CECT 2687 (toxigénica) y A. flavus NRRL 6541(no
toxigénica), cuando utiliza el grano de maiz blanco como sustrato, en diferentes dias de
incubacion. Se determiné el orden en que fueron secretadas a los 3, 7 y 10 dias de incubacion.
Lo anterior es importante debido a que no se tiene evidencia en la literatura cientifica de ningan
estudio del secretoma de Aspergillis flavus cuando utiliza como sustrato granos de maiz, a
pesar de los riesgos que implica a la salud y a las pérdidas econémicas que genera. En el
analisis comparativo no se considero el tiempo de incubacion de 5 dias, debido a que no se
tiene la identificacion de las proteinas en este periodo de la cepa toxigénica y en la cepa no
toxigénica las proteinas identificadas pertenecen al grano de maiz, siendo la cepa que

presenté mayor crecimiento.

En el analisis protedmico de los extractos obtenidos de los granos de maiz blanco infectado
con las dos cepas de Aspergillus flavus (toxigénica y no toxigénica) a los 3 dias, en su mayoria
se identificaron proteinas pertenecientes al grano de maiz, varias de las cuales corresponden
a mecanismos de defensa del grano, solo se identific6 una proteasa en la cepa toxigénica
(Aspergillopepsin-1), es de interés estudiar y caracterizar esta enzima que ha sido identificada
en otras especies de Aspergillus, como Aspergillus saitoi, segun se indica en UniprotKB con
evidencia experimental de la proteina y determinar si es un posible factor de virulencia al ser

secretada en los primeros dias de la infeccion en el grano de maiz de la cepa toxigénica.

Se identificaron 7 diferentes quitinasas en el ensayo de la cepa no toxigénica y 8 quitinasas en
el ensayo de la cepa toxigena (Ver Tabla 3 y Tabla 38 del Anexo 2), tres de las quitinasas
coinciden con las identificadas en el andlisis de ambas cepas (B8QUT5, BEQUVO05 y P29023).
La diferencia en el tipo de quitinasas es probablemente debida al tipo de la cepa inoculada y a
la variabilidad biolégica de los granos de maiz, ya que no se tiene un control estricto del origen

de los mismos.

Las quitinasas son producidas como mecanismo de respuesta del grano de maiz ante la
infeccion de Aspergillus flavus, ya que son enzimas que hidrolizan los enlaces 3 (1-4) de la N-
acetil-D-glucosamina en los polimeros de quitina y quitodextrinas, compuestos que constituyen
la pared celular del hongo. Se han reportado dos bandas con actividad de quitinasas (25-29

kDa) en extractos de granos de maiz (Darnetty, et al 1993) por lo que las quitinasas
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identificadas en nuestros extractos concuerdan con las encontradas en una de las bandas (29
kDa) de dicho estudio, las quitinasas expresadas dependen de la variedad del maiz analizado.
La endoquitinasa B identificada esta catalogada como una enzima de defensa contra

infecciones bacterianas y fungicas que sufre el grano de maiz, como se indica en UniprotKB.

Podemos inferir que el grano de maiz esta respondiendo a la infeccidon del hongo al expresar
estas enzimas que en los granos control no se expresan y a la identificacion de enzimas
especificas de respuesta a la infeccion de hongos filamentosos (Ver Tabla 4 y 39 del Anexo
2), las cuales han sido previamente reportadas en la literatura como es la enzima (-1,3-

glucanasa.

La enzima B-1,3-glucanasa esta reportada como una proteina de defensa del grano de maiz
(Darnetty; et al, 1993) en dicho estudio se encontraron dos bandas de 24 y 36 kDa con dicha
actividad enzimatica en extractos de granos de maiz, dicha enzima nosotros la encontramos
con un peso molecular de 35.977 kDa e igual que las quitinasas debilitan la pared celular de
los hongos. En otro estudio se relaciono el incremento de la actividad de esta enzima en los
genotipos de maiz resistentes (Tex6 X Mol17) con la presencia de A. flavus en los granos de
maiz y una disminucién del crecimiento del hongo (Lozovaya V.V., et al, 1998) La enzima
identificada concuerda con las encontradas anteriormente por lo que el grano de maiz en los

primeros tres dias ya esta defendiéndose de la infeccion de A. flavus.

En el caso del ensayo de la cepa no toxigénica se identificaron otras proteinas de defensa
como la a-amilasa/inhibidor de tripsina que se ha identificado en otro estudio en donde se
analizaron 13 genotipos de maiz que reveld la presencia de una proteina de 14 kDa
identificada como proteina inhibidora de tripsina (Tl) su mecanismo de accion es inhibir la a-
amilasa del hongo (Cary, et al, 2011), la proteina identificada difiere en su peso molecular (22
kDa) pero esta proteina ya se encuentra ampliamente caracterizada y esta descrita como

proteina de defensa anti fungica (Huynh, et al, 1992).

Las otras tres enzimas identificadas, incluidas dos rRNA N-glicosidasas y una proteina de
inactivacion de ribosomas, son designadas como proteinas de inhibicién de Ribosomas y
juegan un papel importante en el mecanismo de defensa de las plantas, incluyendo al maiz,
segun se refiere en la base de datos UniprotKB porque inhiben la actividad de ribosomas de
otras especies.

94



Se identificaron menos proteinas producidas por el grano de maiz para fines de defensa ante
la infeccidn de la cepa toxigénica. Lo anterior es probablemente debido a la secrecion de la
proteasa Aspergillopepsin-1 (B8NLY9) desde los 3 dias de incubacién y a una mayor secrecion
de proteasas en los siguientes dias, lo que podria explicar una degradacion de las proteinas

de defensa del grano de maiz.

La identificacidon de estas proteinas no se esperaba, ya que se sometieron los granos de maiz
a un proceso de esterilizaciéon por calor humedo que conlleva la inactivacion del grano de maiz
con la finalidad de evitar que las enzimas del grano de maiz (amilasas, entre otras) interfieran
con la cuantificacién de la actividad e identificacion de las enzimas del hongo. Sin embargo,
es interesante que aun con este proceso el grano de maiz responda a la infeccion del hongo y
el presente estudio da evidencia experimental de la produccion de algunas enzimas de las
cuales solo se tenia evidencia experimental a nivel de transcripcion, segun se indica en la base
de datos UniprotKB. En cuanto a la respuesta del grano de maiz a la infeccién de ambas cepas
el perfil enzimatico encontrado varia considerablemente por lo que se puede inferir que el
grano de maiz activa diferentes mecanismos de defensa dependiendo de las caracteristicas
del hongo que invade, como podemos observar en el perfil de las quitinasas para ambas cepas.

A los 7 dias de incubacién, la cepa toxigénica secreta 6 proteasas y ninguna lipasa en
comparacion con la cepa no toxigénica, la cual en el mismo periodo solo secreta 3 proteasas
y una lipasa, la identificacion de lipasas se esperaba porque el sitio de inoculacion en el germen
tiene en su composicion lipidos, sin embargo el perfil de las enzimas que degradan el pericarpio
(xilanasas, enzimas accesorias, exo-pectinasas y celulasas) en cuanto a cantidad es el mismo
en ambas cepas. La diferencia radica en el tipo de enzimas que se expresan y en su caso se
secretan en ambas cepas. En donde podemos observar una diferencia es en la cantidad de
proteasas por lo que podemos inferir que las proteasas son un factor de virulencia importante
para la cepa toxigénica. En cuanto a las amilasas a los 7 dias de incubacion se identifican 2
amilasas en ambas cepas, tal como se esperaba a este periodo de incubacién, ya que el hongo
accede al almidén como principal fuente de carbono, en este periodo ambas cepas expresan

la misma glucoamilasa y una a-amilasa diferente.

Se identificaron 4 amilasas después de 10 dias de incubacion en la cepa no toxigénica A.
flavus NRRL 6541 y 2 amilasas en la cepa toxigénica A. flavus CECT 2687 de las cuales solo
se tenia evidencia de proteina predicha e inferida por homologia, sin embargo, con este ensayo

95



se tiene evidencia de que la proteina se expresa y es de gran importancia estudiarlas en un
futuro para caracterizarlas debido a la relacion que tiene las amilasas con la produccion de

aflatoxinas.

En la cepa no toxigénica a los 10 dias de incubacion se identificaron una mayor cantidad de
enzimas hidroliticas (amilasas, proteasas, xilanasas, enzimas accesorias, celulasas y
pectinasas) a comparacion con la cepa toxigénica, lo anterior relacionado directamente con el
mayor crecimiento de Aspergillus flavus NRRL 6541 sobre el grano de maiz, como nos
muestran los resultados del ensayo de crecimiento y la observacién de los granos infectados

bajo el microscopio estereoscopico.

A los 10 dias en la cepa toxigénica se identificaron menos enzimas hidroliticas (amilasas,
proteasas, xilanasas y celulasas) con respecto a los 7 dias de incubacion, solo se incrementan
las enzimas accesorias lo cual puede estar relacionado con el crecimiento observado de la
cepa, la cual invade mas el pericarpio y necesita secretar estas enzimas para degradar el

xilano que compone esta estructura del grano de maiz.

En la cepa no toxigénica se identific6 un grupo de enzimas que no se tenia contemplado, y
gue no se identificaron en la cepa toxigénica, las fosfatasas, dentro de la cual la fitasa es
secretada para tener acceso al fosforo que contiene el grano de maiz, hasta el momento esta

enzima tiene la categoria de proteina putativa.

Segun la evidencia de los secretomas de los hongos filamentosos estos varian con respecto
al sustrato, en este estudio ambas cepas crecieron en el mismo sustrato (grano de maiz
blanco), razon por la cual se identificaron varias de las enzimas en ambas cepas, las
diferencias pueden ser atribuibles a la variabilidad biol6gica de las cepas y a que la cepa
toxigénica crece lentamente. Por lo anterior es ideal realizar un estudio de analisis del
secretoma de A. flavus CECT 2687 con més dias de incubacion para verificar si se identifican
las enzimas que ya fueron identificadas en Aspergillus flavus NRRL 6541 a los 10 dias y
confirmar que ambas cepas comparten el secretoma o existen diferencias debidas a la
variabilidad biologica. Debido a que Aspergillus flavus NRRL 6541 presentd diferencias
significativas en los diferentes tipos de maiz, como perspectiva se deberia realizar un analisis
de la composicion del grano y la identificacion de las enzimas hidroliticas cuando utilice el maiz

rojo y morado como sustrato.
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11. CONCLUSIONES

El método ideal para realizar el analisis enziméatico de Aspergillus flavus es la infeccion directa

en el grano de maiz con puncion en el endospermo.

En la cepa de A. flavus NRRL 6541(no toxigénica) se determind que hay diferencia
significativa entre las actividades enzimaticas de amilasas, exopectinasas, celulasas y
xilanasas en los diferentes tipos de maiz (blanco, rojo y morado), después de 10 dias de

incubacion, en el caso de A. flavus CECT 2687 (toxigenica) no hay diferencia significativa.

En el analisis protedmico de la cepa A. flavus NRRL 6541 (no toxigénica) obtenido después
de su crecimiento en el grano de maiz blanco a los 7 y 10 dias se identificaron 33 enzimas
con actividad para degradar la estructura del grano de maiz, con probabilidad del 100% de
pertenecer al secretoma, las cuales se agruparon en 9 proteasas, 6 celulasas, 6 xilanasas, 5
enzimas accesorias, 4 amilasas y 3 pectinasas; en comparacion con la cepa de A. flavus
CECT 2687 (cepa toxigénica) en donde se identificaron 23 enzimas, las cuales se agruparon

en: 7 proteasas, 4 celulasas, 3 xilanasas, 6 enzimas accesorias, 2 amilasas y 1 pectinasa.

El secretoma de las cepas A. flavus NRRL 6541 (no toxigénica) y A. flavus CECT 2687 (cepa
toxigénica) es diferente a los 3, 7 y 10 dias de incubacion. A los 10 dias de incubacién en la
cepa no toxigénica se identificaron un mayor numero de proteinas (68 proteinas) en
comparacién con la cepa toxigénica (28 proteinas), lo anterior esta directamente relacionado
con la diferencia observada en el crecimiento de ambas cepas sobre el grano de maiz, el cual
es mayor en la cepa no toxigénica en los tiempos de incubacién analizados en el presente

estudio.

Los resultados aqui presentados son los primeros datos descritos de enzimas hidroliticas
secretadas identificadas en condiciones in vitro de Aspergillus flavus cuando utiliza el grano
de maiz como sustrato. Con este trabajo se establecieron las bases para el estudio posterior

del secretoma del hongo en diferentes tipos de granos de maiz.
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13. ANEXOS
13.1 Anexo 1

Tabla 1 Anova de las actividades de amilasas (U/mL) de la cepa A. flavus CECT 2687 en los tres tipos de maiz a=0.05

RESUMEN
Grupos

Columnal
Columna 2

Columna 3

Cuenta
4
4
4

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las
variaciones

Entre grupos

Dentro de los

grupos

Total

Suma de

cuadrados
228.3229303

534.0135643

762.3364946

Suma

507.0281124
522.0883534
479.9196787

Grados de

libertad
2

9

11

Promedio
126.757028
130.522088
119.97992

Promedio de los
cuadrados

114.161465
59.3348405

Varianza

18.3968807

102.820922

56.7867185

F Probabilidad Valor critico
para F

1.92402076 0.20152322 4.25649473

Tabla 2 Anova de las actividades de amilasas (U/mg) de la cepa A. flavus CECT 2687 en los tres tipos de maiz 0=0.05

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos

Columna 1l
Columna 2
Columna 3

Cuenta
3
3
3

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las
variaciones

Entre grupos

Dentro de los

grupos

Total

Suma de

cuadrados
14055.2246

3383.56232

17438.787

Suma
1369.98074
1399.09638
1134.31322
Grados de
libertad

2

6

8

Promedio

456.660247
466.365461
378.104408

Promedio de los
cuadrados

7027.61231
563.927054

Varianza

103.327334

1063.95379

524.500035

F Probabilidad Valor critico
para F

12.4619173 0.00730422 5.14325285

Tabla 3 Anova de las actividades de amilasas (U/mL) de la cepa A. flavus NRRL 6541 en los tres tipos de maiz a=0.05

RESUMEN
Grupos

Columna 1
Columna 2
Columna 3

Cuenta
4
3
3

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las
variaciones

Entre grupos

Dentro de los

grupos

Total

Suma de

cuadrados
16713.67532

1571.211217

18284.88653

Suma

835.3413655
919.6787149
713.8554217

Grados de

libertad
2

7

Promedio

208.835341
306.559572
237.951807

Promedio de los
cuadrados

8356.83766
224.458745

Varianza

24.8651903

590.044247

158.263576

F Probabilidad Valor critico
para F

37.2310629 0.00018599 4.73741413
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Tabla 4 Anova de las actividades (U/mg) de amilasas de la cepa A. flavus NRRL 6541 en los tres tipos de maiz 0=0.05

RESUMEN
Grupos

Columna 1
Columna 2

Columna 3

Cuenta
4
3
3

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de
variaciones
Entre grupos

Dentro de
grupos

Total

Suma de
cuadrados
6459.001117

7680.716287

14139.7174

Suma

1775.004615
1513.254932
1383.936186

Grados de
libertad
2

7

Promedio

443.751154
504.418311
461.312062

Promedio de
cuadrados
3229.50056

1097.24518

los

Varianza

737.429349
2650.98663
83.2274915

F

2.94328069

Probabilidad

0.11813089

Valor critico
para F

4.73741413

Tabla 5. Anova de las actividades de exopectinasas (U/mL) de la cepa A. flavus CECT 2687 en los tres tipos de maiz a=0.05

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos

Columna 1
Columna 2
Columna 3

Cuenta

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de
variaciones
Entre grupos
Dentro de
grupos
Total

Suma de
cuadrados
1.64542071

12.3172815

13.9627022

Suma

78.4309401
82.0524928
80.4309021

Grados de
libertad
2

9

11

Promedio
19.607735
20.5131232
20.1077255

Promedio de
cuadrados
0.82271035

1.36858683

los

Varianza
1.16942226
1.2943262
1.64201202

F

0.60113859

Probabilidad

0.56879302

Valor critico
para F
4.25649473

Tabla 6. Anova de las actividades exopectinosas (U/mL) de la cepa A. flavus NRRL 6541 en los tres tipos de maiz 0=0.05

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos

Columna 1
Columna 2
Columna 3

Cuenta
4
4
3

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de
variaciones
Entre grupos

Dentro de
grupos

Total

Suma de
cuadrados
221.627111

22.5306741

244157785

Suma

127.619193
165.834682
97.3494991

Grados de
libertad
2

8

10

Promedio
31.9047984
41.4586706
32.449833

Promedio de
cuadrados
110.813555

2.81633427

los

Varianza

5.28126968
1.69070751
0.80737127

F

39.346734

Probabilidad

7.2513E-05

Valor critico
para F
4.45897011
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Tabla 7 Anova de las actividades de celulasas (U/mL) de la cepa A.

RESUMEN
Grupos

Columna 1l
Columna 2
Columna 3

Cuenta
4
4
4

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las
variaciones

Entre grupos

Dentro de los

grupos

Total

Suma de
cuadrados
0.18832246

1.21812669

1.40644915

Suma
12.46114565
12.21136767
11.2955151

Grados de
libertad
2

9

11

Promedio

3.11528641
3.05284192
2.82387877

Promedio de los
cuadrados

0.09416123
0.13534741

Varianza
0.12702459
0.03389034
0.2451273

F Probabilidad

0.69570028 0.52367025

flavus CECT 2687 en los tres tipos de maiz a=0.05

Valor critico
para F

4.25649473

Tabla 8. Anova de las actividades de celulasas (U/mL) de la cepa A. flavus NRRL 6541 en los tres tipos de maiz a=0.05

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos

Columna 1l
Columna 2
Columna 3

Cuenta
4
3
4

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las
variaciones
Entre grupos
Dentro de los
grupos

Total

Suma de
cuadrados

15,0939048

0,65348023

15,747385

Suma
10,6294405
16,84613677
14,93117229

Grados de
libertad

2

8

10

Promedio

2,657360124
5,615378922
3,732793073

Promedio de los

cuadrados
7,5469524

0,08168503

Varianza
0,03459639
0,197436911
0,051605747

F Probabilidad

92,3908886 2,9655E-06

Valor  critico

para F
4,45897011

Tabla 9. Anova de las actividades de las xilanasas (U/mL) de la cepa A. flavus CECT 2687 en los tres tipos de maiz a=0.05

RESUMEN
Grupos

Columna 1
Columna 2
Columna 3

Cuenta
3
4
4

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las
variaciones
Entre grupos
Dentro de los
grupos

Total

Suma de
cuadrados
1,12556501

2,659185045

3,784750055

Suma
9,22533804
9,291946979
9,591687204

Grados
libertad
2

8

10

Promedio
3,07511268
2,322986745
2,397921801

de Promedio de
cuadrados
0,562782505

0,332398131

los F

Varianza

0,461791807
0,554131681
0,024402129

1,693097684

Probabilidad

0,243694329

Valor critico
para F
4,45897010
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Tabla 10 Anova de las actividades de xilanasas (U/mL) de la cepa A. flavus NRRL 6541 en los tres tipos de maiz a=0.05

RESUMEN
Grupos

Columna 1
Columna 2

Columna 3

Cuenta
4
3
4

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las
variaciones

Entre grupos

Dentro de los grupos

Total

Suma de
cuadrados

107.751273
39.4786703

147.229943

Suma

83.2278692
40.3983215
60.8139612

Grados de
libertad

2
8

10

Promedio
20.8069673
13.46610715
15.20349031

Promedio de los
cuadrados

53.87563654
4.934833785

Varianza

0.70572067
11.3318311
4.89928201

10.9174167

Probabilidad

0.0051697

Valor
critico
para F
4,4589701
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13.2 Anexo 2

Tabla 1. Proteinas identificadas en los granos controles de maiz blanco incubados por 10 dias.

Clave de la Proteina Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Q7M1Z8 Globulin-2 OS=Zea mays OX=4577 GN=542382 PE=4 SV=1 | Proteina predicha
B6UGJO Globulin-1 S allele OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de transcripcién
COPE24 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia experimental a nivel de transcripcién

Tabla 2. Proteinas no caracterizadas identificadas en los granos de maiz Blanco inoculados con la cepa no toxigena
Aspergillus flavus NRRL 6541 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Proteina Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
B4FRC6 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia a nivel de transcripcion
COP9K2 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia a nivel de transcripcion
B4FHQ4 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia a nivel de transcripcion
B4FQ97 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia a nivel de transcripcion
B4G1C2 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia a nivel de transcripcion
B4F9T3 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia a nivel de transcripcion
B4FZBO Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia a nivel de transcripcion
B6THL2 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia a nivel de transcripcion
COPE24 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia experimental a nivel de transcripcion

Tabla 3. Quitinasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL
6541 con 3 dias de incubacion

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina

B8QUTS5 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiA PE=4 SV=1 | Proteina predicha
B8QUVO Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiA PE=4 SV=1 | Proteina predicha

B8QUZ2 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiA PE=4 SV=1 | Proteina predicha
B8QUZ8 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiA PE=4 SV=1 | Proteina predicha
DOEM57 Chitinase OS=Zea mays OX=4577 GN=chiA PE=4 SV=1 Proteina predicha
B8QV05 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiB PE=4 SV= | Proteina predicha
P29023 Endochitinase B (Fragment) OS=Zea mays OX=4577 PE=1 SV=1 Proteina con evidencia experimental

Tabla 4. Proteinas defensivas de los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL 6541

con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina
E1AFV5 Beta-1,3-glucanase OS=Zea mays OX=4577 GN=glucA PE=2 SV=1 Proteina con evidencia experimental
P13867 Alpha-amylase/trypsin inhibitor OS=Zea mays OX=4577 PE=1 SV=1 Proteina con evidencia experimental
B8QXF6 rRNA N-glycosidase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=rip1 Proteina inferida por homologia
PE=3 Sv=1
B8QXI5 rRNA N-glycosidase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=rip1l Proteina inferida por homologia
PE=3 SV=1
Q2XXF4 Ribosome inactivating protein 1 (Fragment) OS=Zea mays subsp. Proteina Predicha
parviglumis OX=76912 GN=rip1 PE=4 SV=1
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Tabla 5. Proteinas estructurales de los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina
Q7M1z8 Globulin-2 OS=Zea mays OX=4577 GN=542382 PE=4 SV=1 Proteina predicha
004288 Endosperm specific protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Proteina con evidencia experimental

Tabla 6. Proteinas identificadas que participan en diferentes procesos metabélicos en los granos de maiz inoculados por la

de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL 6541 con 3 dias de incubacion

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina

B4FWPO Fructose-bisphosphate aldolase OS=Zea mays OX=4577 GN=100272913 | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcion

Q8S4wW9 Pyruvate decarboxylase OS=Zea mays OX=4577 GN=pdc3 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

B4FVH1 Malate dehydrogenase OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

E9JVD4 Aldose reductase OS=Zea mays OX=4577 GN=AR3 PE=1 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

B6T3P9 Enolase OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

024595 Glutathione transferase OS=Zea mays OX=4577 GN=GST5 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

B6UAKO Probable  6-phosphogluconolactonase OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de
GN=100285843 PE=2 SV=1 transcripcion

B8A0J4 Phospholipase D OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

I1ZVEW1 Granule-bound starch synthase | OS=Zea mays subsp. mays OX=381124 | Evidencia experimental a nivel de
GN=wx1 PE=2 SV=1 transcripcion

B6T2R0 Triosephosphate isomerase, cytosolic OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

B6SMQ5 Triose phosphate isomerase5 OS=Zea mays OX=4577 GN=100280823 | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcion

COPKO05 Lactoylglutathione lyase 0OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia experimental a nivel de
Lactoylglutathione lyase OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 transcripcion

B4FAL9 Fructose-bisphosphate aldolase OS=Zea mays OX=4577 GN=542261 | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcion

B4FQQ1 Reactive Intermediate Deaminase A chloroplastic OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de
GN=100273379 PE=2 SV=1 transcripcion

COP5Y3 5methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine methyltransferase 1 | Evidencia experimental a nivel de
OS=Zea mays OX=4577 GN=541942 PE=2 SV=1 transcripcion

B4FWU6 Glutathione reductase OS=Zea mays OX=4577 GN=100273659 PE=2 | Evidencia experimental a nivel de
Sv=1 transcripcion

B4FFK9 Oil body-associated protein 2A OS=Zea mays OX=4577 GN=OBAP2A | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcion

B4G1G1 Desiccation-related protein PCC13-62 OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 | Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
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Tabla 7. Proteinas transportadoras de lipidos y lipoporoteinas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica

Aspergillus flavus NRRL 6541 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina
Q2XX18 Non-specific lipid-transfer protein (Fragment) OS=Zea mays subsp. | Proteina inferida por homologia
parviglumis OX=76912 GN=pltl PE=3 SV=1
B4FFZ9 Oil body-associated protein 1A OS=Zea mays OX=4577 GN=OBAP1A | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcion

Tabla 8. Proteasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina
B6THH6 Prolyl carboxypeptidase like protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
B6TJB6 Proteasome subunit alpha type OS=Zea mays OX=4577 GN=100283546 | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcion

Tabla 9. Oxido-reductasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus
NRRL 6541 con 3 dias de incubacion

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina
Q53CF4 Betaine aldehyde dehydrogenase OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
Q7FS90 Putative aldose reductase-related protein OS=Zea mays OX=4577 | Proteina predicha
GN=Z138B04_7333J11.16 PE=4 SV=1
B4FNZ9 General stress protein 39 OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
B6TIS2 Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=Zea mays OX=4577 GN=103639134 | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcic’m
B4FN24 Peroxiredoxin OS=Zea mays OX=4577 GN=100283392 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
P23345 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 4A OS=Zea mays OX=4577 GN=SODCC.3 | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=2 transcripcion

Tabla 10. Proteinas de respuesta al estrés identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica

Aspergillus flavus NRRL 6541 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina
C4J410 Heat shock proteinl OS=Zea mays GN=ZEAMMB73_501274 PE=2 SV=1 - | Evidencia experimental a nivel de
[C4J410_MAIZE] transcripcion
K7VJIF3 Heat shock 70 kDa protein 5 OS=Zea mays OX=4577 GN=100272911 | Proteina inferida por homologia
PE=3 SV=1
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Q2XX01

Protease inhibitor OS=Zea mays subsp. parviglumis GN=mpi PE=4 SV=1 -
[Q2XX01_ZEAMP]

Proteina predicha

Tabla 11. Proteinas de membrana y extracelulares en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica

Aspergillus flavus NRRL 6541 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina

B6TZG5 Fasciclin-like arabinogalactan protein 10 OS=Zea mays OX=4577 PE=2 | Evidencia experimental a nivel de
Sv=1 transcripcion

B6SJS2 Protein Z OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

B6UI56 Oil body-associated protein 2B OS=Zea mays OX=4577 GN=OBAP2B | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcion

Tabla 12. Proteinas involucradas en la sintesis de proteinas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica

Aspergillus flavus NRRL 6541 con 3 dias de incubacion.

Clave de la | Nombre dela Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina
B4FBD6 Ribonuclease 1 OS=Zea mays OX=4577 GN=100192110 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
B6TQL6 Nascent polypeptide-associated complex alpha subunit-like protein OS=Zea | Evidencia experimental a nivel de
mays OX=4577 GN=100281315 PE=2 SV=1 transcripcion

Tabla 13. Proteinas no caracterizadas identificarlas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica

Aspergillus flavus NRRL 6541 con 5 dias de incubacién.

Estado de la proteina en UniProtKB

Clave de la | Nombre de la Proteina
Proteina
B6TIF2 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
B8AOW?7 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
B6UHT3 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 GN=100279102 PE=2 | Evidencia experimental a nivel de
sv=1 transcripcion

Tabla 14. Proteinas de defensa identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus

flavus NRRL 6541 con 5 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina
B8QUU3 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiA PE=4 | Proteina predicha
Sv=1
P29023 Endochitinase B (Fragment) OS=Zea mays OX=4577 PE=1 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
proteina
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E1AFVS5

Beta-1,3-glucanase OS=Zea mays OX=4577 GN=glucA PE=2 SV=1

Evidencia  experimental a nivel

transcripcional

Tabla 15. Proteinas estructurales de los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 5 dias de incubacion.

Clave de la Proteina

Nombre de la Proteina

Estado de la proteina en UniProtKB

Q7M1Z8

Globulin-2 OS=Zea mays PE=4 SV=1 - [Q7TM1Z8_MAIZE]

Proteina predicha

Tabla 16.

la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL 6541 con 5 dias de incubacion.

Proteinas identificadas que participan en diferentes procesos metabdlicos de los granos de maiz inoculados por

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB
Proteina

B4FVH1 Malate dehydrogenase OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

B4FZU8 Malate dehydrogenase OS=Zea mays OX=4577 GN=100274264 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

B6SLL8 Malate dehydrogenase OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

COPHR4 Adenosylhomocysteinase OS=Zea mays OX=4577 GN=100282150 | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcion

COPKO05 Lactoylglutathione lyase OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

B6T7A4 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcion

B6TZG5 Fasciclin-like arabinogalactan protein 10 OS=Zea mays OX=4577 PE=2 | Evidencia experimental a nivel de
sv=1 transcripcion

Tabla 17. Proteinas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 5 dias de incubacion.

Clave de la Proteina

Nombre de la Proteina

Estado de la proteina en UniProtKB

Q2XX18

Non-specific lipid-transfer protein (Fragment) OS=Zea mays subsp.
parviglumis OX=76912 GN=pltl PE=3 SV=1

Proteina inferida por homologia

B6THH6 Prolyl carboxypeptidase like protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 | Evidencia experimental a nivel de
sv=1 transcripcion

B6SKJ7 Early nodulin-like protein 3 OS=Zea mays OX=4577 GN=100280687 | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcion

Q03865 Vicilin-like embryo storage protein OS=Zea mays OX=4577 GN=GIbl- | Proteina predicha

L PE=4 SV=1
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Tabla 18. Amilasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 7 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkB pertenecer al
secretoma

B8N482 Glucoamylase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_034950 PE=4 SV=1

Q7LV45 Alpha-amylase OS=Aspergillus flavus OX=5059 GN=amyl | Proteina inferida por 100%
PE=3 SV=1 homologia

Tabla 19. Proteasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 7 dias de incubacion.

/ SRRC 167) OX=332952 GN=mep PE=3 SV=1

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkKB pertenecer al
secretoma

B8N106 Alkaline protease 1 OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 | Evidencia experimental de 100%
/ FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167) | la proteina
0X=332952 GN=alpl PE=1 SV=1

BBNWE1 Neutral protease 2 homolog AFLA_119780 OS=Aspergillus | Proteina inferida por 0%
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JcM | homologia
12722 /| SRRC 167) OX=332952

B8NC58 Extracellular metalloproteinase mep OS=Aspergillus flavus | Proteina inferida por 100%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 | homologia

Tabla 20. Xilanasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 7 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkKB pertenecer al
secretoma

B8NF60 Alpha-xylosidase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina  inferida  por 0%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167) | homologia
0OX=332952 GN=AFLA_061040 PE=3 SV=1

B8NJ86 Probable endo-1,4-beta-xylanase B OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina  inferida  por 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC | homologia
167) OX=332952 GN=xInB PE=3 SV=1
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Tabla 21.

flavus NRRL 6541 con 7 dias de incubacién.

Enzimas accesorias identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkB pertenecer al
secretoma

BB8NER2 Alpha-L-arabinofuranosidase, putative OS=Aspergillus flavus | Proteina predicha 100%

(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM

12722 | SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_063490 PE=4

Sv=1
BBNTE9 Glycosyl hydrolases family 32 superfamily OS=Aspergillus | Proteina inferida por | 100%

flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / | homologia

JCM 12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_097890

PE=3 SV=1

Tabla 22. Celulasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 7 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkKB pertenecer al
secretoma
B8N7G5 Probable 1,4-beta-D-glucan cellobiohydrolase A | Proteina inferida por
OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / | homologia 100%
NRRL 3357 /JCM 12722 /| SRRC 167) OX=332952 GN=cbhA
PE=3 Sv=1
B8NID4 Endoglucanase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA_066300 PE=4 SV=1
B8N90Q1 Endoglucanase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA_111970 PE=4 SV=1

Tabla 23. Pectinasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 7 dias de incubacion.

(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL
3357/ JCM 12722 / SRRC 167) OX=332952 GN
SPFN =plyA PE=3 SV=1

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de pertenecer al
Proteina UniProtkKB secretoma
BBNE46 Probable pectate lyase A OS=Aspergillus flavus | Proteina inferida por homologia 100%
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Tabla 24. Péptido hidrolasa identificada en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus
NRRL 6541 con 7 dias de incubacion.

ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_065540
PE=3 SV=1

Clave de la | Nombre de la Proteina Estado de la proteina en | Probabilidad de
Proteina UniProtkB pertenecer al secretoma
B8NJC1 Peptide hydrolase OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina inferida por 100%

homologia

Tabla 25. Proteinas y enzimas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus
flavus NRRL 6541 con 7 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkB pertenecer a
Secretoma
B8NLE2 Catalase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 | Proteina inferida por 100%
/ FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC | homologia
167) OX=332952 GN=AFLA_090690 PE=3 SV=1
C5H8J4 SspA OS=Aspergillus oryzae (strain ATCC 42149 / | Proteina predicha -
RIB 40) OX=510516 GN=sspA PE=4 SV=1
H6UZJ5 Monoamine oxidase OS=Aspergillus flavus OX=5059 | Proteina predicha -
GN=maoA PE=4 SV=1

Tabla 26. Proteinas no caracterizadas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica

Aspergillus flavus NRRL 6541 con 7 dias de incubacion.

Clave de la Proteina

Nombre de la Proteina

Estado de la proteina en UniProtKB

B8NDD7

0X=332952 GN=AFLA_056980 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain ATCC
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)

Proteina predicha

B8NJZ8

0X=332952 GN=AFLA_070470 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain ATCC
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)

Proteina predicha

Q2UAM5

Uncharacterized protein OS=Aspergillus oryzae (strain ATCC
42149 / RIB 40) OX=510516 GN=A0090102000327 PE=4 SV=1

Proteina predicha
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Tabla 27. Amilasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 10 dias de incubacion.

Clave de Nombre de la proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
identificacion UniProtkB pertenecer al
secretoma
Q7LV45 Alpha-amylase OS=Aspergillus flavus OX=5059 GN=amy1| Proteina inferida por homologia 100%
PE=3 SV=1
B8N482 Glucoamylase, putative OS=Aspergillus flavus (strain| Proteina predicha 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722/
SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_034950 PE=4 SV=1
B8NX52 Glucoamylase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 | Proteina inferida por homologia 100%
/ FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)
0X=332952 GN=AFLA_122400 PE=3 SV=1
B8N0S9 Alpha-amylase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida por homologia 100%

200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA_026140 PE=3 SV=1

Tabla 28. Proteasas no caracterizadas identificadas en los granos de

Aspergillus flavus NRRL 6541 con 10 dias de incubacion.

maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica

Clave de
identificacion

Nombre de la proteina

Estado de la proteina en
UniProtkB

Probabilidad de
pertenecer al
secretoma

BBNWE1

Neutral protease 2 homolog AFLA_ 119780
OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC
A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 |/ SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA 119780 PE=3 SV=1

Proteina evidencia

experimental

con

0%

B8N106

Alkaline protease 1 OS=Aspergillus flavus (strain ATCC
200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC
167) OX=332952 GN=alp1l PE=1 SV=1

Proteina evidencia

experimental

con

100%

B8NUL2

Carboxypeptidase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC
200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA 100650 PE=3 SV=1

Proteina inferida por homologia

100%

BB8NUEO

Autophagic serine protease Alp2 OS=Aspergillus flavus
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_099020
PE=3 SV=1

Proteina inferida por homologia

100%

B8N3P1

Aspartic endopeptidase Pep2 OS=Aspergillus flavus
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722 | SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_ 031250
PE=3 SV=1

Proteina inferida por homologia

100%

B8NPM2

Tripeptidyl peptidase A OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA 000860 PE=4 SV=1

Proteina predicha

100%

BB8NBM3

Probable dipeptidyl-peptidase 5 OS=Aspergillus flavus
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722 /| SRRC 167) OX=332952 GN=dpp5 PE=3 SV=2

Proteina inferida por homologia

100%

BSNQR5

Extracellular ~ serine  carboxypeptidase, putative
OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC
A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 |/ SRRC 167)
0X=332952 GN=AFLA 002090 PE=4 SV=1]

Proteina predicha

100%

B8N9B4

Aminopeptidase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC
200026 / FGSC A1120/NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA 110600 PE=3 SV=1

Proteina inferida por homologia

0%

BBN5Q5

Peptide hydrolase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC
200026 / FGSC A1120/NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA 013980 PE=3 SV=1

Proteina inferida por homologia

80%
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200026 / FGSC A1120/NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA_038700 PE=3 SV=1

B8NWI1 Carboxypeptidase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida por homologia 100%
200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA 120180 PE=3 SV=1

B8NCG4 Peptide hydrolase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida por homologia 60%

Tabla 29. Xilanasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 10 dias de incubacion.

Clave de Nombre de la proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
identificacion UniProtkB pertenecer al
secretoma

B8NXJ2 Probable endo-1,4-beta-xylanase F3 OS=Aspergillus flavus | Evidencia experimental a nivel de 100%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM | transcripcién
12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=xynF3 PE=2 SV=1

B8NJ86 Probable endo-1,4-beta-xylanase B OS=Aspergillus flavus | Proteina inferida por homologia 100%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=xInB PE=3 SV=1

B8NIB9 Beta-xylanase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / | Proteina inferida por homologia 100%
FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)
0X=332952 GN=AFLA_066150 PE=3 SV=1

BBNER4 Probable endo-1,4-beta-xylanase F1 OS=Aspergillus flavus | Proteina inferida por homologia 100%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=xynF1 PE=3 SV=1

B8N3L3 Probable xyloglucan-specific endo-beta-1,4-glucanase A | Proteina inferida por homologia 100%
OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 /
NRRL 3357/ JCM 12722/ SRRC 167) OX=332952 GN=xgeA
PE=3 Sv=1

A9JPE6 Probable acetylxylan esterase A OS=Aspergillus flavus | Proteina inferida por homologia 100%
0OX=5059 GN=axeA PE=3 SV=1

Tabla 30. Enzimas accesorias identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus
flavus NRRL 6541 con 10 dias de incubacion.

Clave de|Nombre de la proteina Estado de la proteina en | Probabilidad de
identificacién UniProtkB pertenecer al
secretoma
BB8NER2 Alpha-L-arabinofuranosidase, putative OS=Aspergillus flavus| Proteina predicha 100%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120/NRRL 3357/ JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_063490 PE=4 SV=1
B8N637 Arabinosidase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC| Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA 016210 PE=4 SV=1
B8N726 Probable feruloyl esterase C OS=Aspergillus flavus (strain| Proteina inferida por homologia 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /
SRRC 167) OX=332952 GN=faeC PE=3 SV=1
B8N6V7 Probable beta-galactosidase A OS=Aspergillus flavus (strain| Proteina inferida por homologia 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /
SRRC 167) OX=332952 GN=lacA PE=3 SV=1
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Tabla 31. Celulasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 10 dias de incubacion.

Clave de Nombre de la proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
identificacién UniProtkB pertenecer al
secretoma

B8N7G5 Probable 1,4-beta-D-glucan cellobiohydrolase A OS=Aspergillus | Proteina inferida por homologia 100%
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722 /| SRRC 167) OX=332952 GN=cbhA PE=3 SV=1

BB8NGXO0 Endoglucanase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida por homologia 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_138380 PE=3 SV=1

B8N9Q1 Endoglucanase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167)
OX=332952 GN=AFLA_111970 PE=4 SV=1

B8MW97 probable endo-beta-1,4-glucanase B OS=Aspergillus flavus | Proteina inferida por homologia 100%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN

B8NIV4 Glucanase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC | Proteina inferida por homologia 100%
A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167) OX=332952
GN=AFLA_069820 PE=3 SV=1

Tabla 32. Pectin liasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus

NRRL 6541 con 10 dias de incubacion.

(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=rgIA PE=3 SV=1

Clave de Nombre de la proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
identificacién UniProtkB pertenecer al
secretoma
B8NE46 Probable pectate lyase A OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida por homologia 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)
0X=332952 GN=plyA PE=3 SV=1
B8NVB7 Probable pectin lyase D OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida por homologia 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)
0X=332952 GN=pelD PE=3 SV=1
B8NCU7 Probable rhamnogalacturonate lyase A OS=Aspergillus flavus | Proteina inferida por homologia 100%

Tabla 33. Lipasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 10 dias de incubacion.

200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)
0X=332952 GN=AFLA_077710 PE=3 SV=1

Clave de Nombre de la proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
identificacion UniProtkB pertenecer al
secretoma
B8MXI4 Secretory lipase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida por homologia 100%
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B8NJC1

Peptide hydrolase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 /
FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_065540 PE=3 SV=1

Proteina inferida por homologia

100%

Tabla 34. Fosfatasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica Aspergillus flavus NRRL

6541 con 10 dias de incubacion.

Clave de Nombre de la proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
. e UniProtkB pertenecer al
identificacion
secretoma

B8NVT9 Phytase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / | Proteina inferida por homologia 100%

FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)

0OX=332952 GN=AFLA_117760 PE=3 SV=1
B8NK66 Extracellular phytase, putative OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina inferida por homologia 100%

ATCC 200026 / FGSC A1120/NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC

167) OX=332952 GN=AFLA_089400 PE=3 SV=1
B8NQZ7 Endonuclease/exonuclease/phosphatase family protein | Proteina predicha 100%

0OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 /

NRRL 3357 / JCM 12722 |/ SRRC 167) 0OX=332952

GN=AFLA_003810 PE=4 SV=1
B8N5N1 Acid phosphatase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%

200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)

0OX=332952 GN=AFLA_013740 PE=4 SV=1

Tabla 35. Proteinas identificadas con diferentes actividades de A. flavus NRRL 6541 a los 10 dias de incubacion.

Clave de Nombre de la proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
identificacién UniProtkB pertenecer al
secretoma

B8MXV3 Beta-hexosaminidase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC| Proteina inferida por homologia 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)
0X=332952 GN=AFLA_078900 PE=3 SV=1

B8NVX6 Muramidase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC| Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167)
0X=332952 GN=AFLA_119040 PE=4 SV=1

B8NHG5 |Allergenic cerato-platanin Asp F13 OS=Aspergillus flavus (strain| Proteina inferida por homologia 60%
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA_135700 PE=4 SV=1

Q8TG42 Cell wall mannoprotein 1 OS=Aspergillus flavus 0OX=5059| Proteina con evidencia a nivel de 100%
GN=mpl PE=2 SV=1 transcripcion
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B8MXLO

Rieske 2Fe-2S family protein, putative OS=Aspergillus flavus
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /
SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_077970 PE=4 SV=1

Proteina predicha

0%

B8NC16

Actin-bundling protein Sac6, putative OS=Aspergillus flavus
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /
SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_047410 PE=4 SV=1

Proteina predicha

0%

B8N417

Probable mannosyl-oligosaccharide alpha-1,2-mannosidase 1B
OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 /
NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=mns1B
PE=3 SV=2

Proteina inferida por homologia

100%

BB8NTV2

Glutaminase GtaA OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 /
FGSC A1120/NRRL 3357 /JCM 12722 / SRRC 167) OX=332952
GN=AFLA_101230 PE=4 SV=1

Proteina predicha

100%

BSNQ44

Phosphatidylserine decarboxylase family protein OS=Aspergillus
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722 /| SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_004350 PE=4 SV=1

Proteina predicha

60%

B8N894

Aldehyde reductase (AKR1), putative OS=Aspergillus flavus
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722/
SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_106880 PE=4 SV=1

Proteina predicha

100%

B8NI10

Beta-cyclopiazonate dehydrogenase OS=Aspergillus flavus
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /
SRRC 167) OX=332952 GN=cpaO PE=1 SV=1

Proteina con

experimental

evidencia

100%

B8NA16

GPl-anchored cell wall organization protein Ecm33
0OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 /
NRRL 3357 / JCM 12722 |/ SRRC 167) 0OX=332952
GN=AFLA_113120 PE=4 SV=1

Proteina predicha

100%

B8MWN6

Viral-enhancing factor, putative OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA_074940 PE=4 SV=1

Proteina predicha

100%

C5H8J2

SspA OS=Aspergillus flavus OX=5059 GN=sspA PE=4 SV=1 S

Proteina predicha

Q157Q9

PLC-A OS=Aspergillus flavus OX=5059 PE=4 SV=1

Proteina predicha

Tabla 36. Proteinas no caracterizadas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa no toxigénica

Aspergillus flavus NRRL 6541 con 10 dias de incubacién.

Clave

identificacion

de | Nombre de la proteina

Estado de la
UniProtKB

proteina

en

Probabilidad
de pertenecer
al secretoma

BB8NVRS8 Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain

ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722

Proteina predicha

0%
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/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_117550 PE=4
Sv=1

B8NVR7

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_ 117540 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

0%

B8MX30

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_076170 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

0%

B8NJZ8

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_070470 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

100%

B8NC41

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_038360 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

100%

B8MX31

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_076180 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

0%

BBNRWO

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_051020 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

100%

B8NTD5

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_097750 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

60%

B8NB11

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_043860 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

100%

BB8NMVO

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_127130 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

100%

B8N729

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_019620 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

100%

BBNEH5

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_061730 PE=4
Sv=1

pr

Proteina predicha

60%

BBNDD7

Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_056980 PE=4
Sv=1

Proteina predicha

0%
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Tabla 37. Proteinas no caracterizadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT

2687 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en UniProtKB

Proteina

B4FRC6 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de transcripcién
PE=2 SV=1

B6TFN2 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de transcripcién
PE=2 SV=1

B6UHT3 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de transcripcién
GN=100279102 PE=2 SV=1

B4FPM1 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de transcripcion
PE=2 SV=1

B4GO0I7 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de transcripcién
PE=2 SV=1

B4G1C2 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de transcripcién
PE=2 SV=1

COPE24 Uncharacterized protein OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de transcripcién
PE=2 SV=1

Tabla 38. Quitinasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT

2687 con 3 dias de incubacién.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina
Proteina en UniProtKB
B8QUTS5 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiA PE=4 SV=1 Proteina predicha
B8QV05 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiB PE=4 SV=1 Proteina predicha
B8QV28 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiB PE=4 SV=1 Proteina predicha
B8QUT1 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiA PE=4 SV=1 Proteina predicha
B8QUU3 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiA PE=4 SV=1 Proteina predicha
B8QUXO0 Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiA PE=4 SV=1 Proteina predicha
B8QUYO Chitinase OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=chiA PE=4 SV=1 Proteina predicha
P29023 Endochitinase B (Fragment) OS=Zea mays OX=4577 PE=1 SV=1 Evidencia experimental

Tabla 39. Proteinas de resistencia identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus
flavus CECT 2687 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en
Proteina UniProtkB
E1AFV5 Beta-1,3-glucanase OS=Zea mays OX=4577 GN=glucA PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de

transcripcion.
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Tabla 40.

flavus CECT 2687 con 3 dias de incubacion.

Proteinas transportadoras de lipidos de los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en
Proteina UniProtkKB
Q2XX18 Non-specific lipid-transfer protein (Fragment) OS=Zea mays subsp. | Proteina inferida por homologia

parviglumis OX=76912 GN=pltl PE=3 SV=1
B8QW69 Non-specific lipid-transfer protein (Fragment) OS=Zea mays subsp. | Proteina inferida por homologia
parviglumis OX=76912 GN=plt2 PE=3 SV=1

Tabla 41. Proteinas de respuesta al dafio o estrés de los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus
flavus CECT 2687 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en

Proteina UniProtkKB

Q2XX01 Protease inhibitor OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=mpi | Proteina predicha
PE=4 SV=1

B8QVR9 Proteinase inhibitor OS=Zea mays subsp. parviglumis OX=76912 GN=mpi | Proteina predicha
PE=4 SV=1

C4J3410 Heat shock 70 kDa protein OS=Zea mays OX=4577 GN=100501536 PE=2 | Evidencia experimental a nivel de
Sv=1 transcripcion

K7VJIF3 Heat shock 70 kDa protein 5 OS=Zea mays OX=4577 GN=100272911 PE=3 | Proteina inferida por homologia
Sv=1

Tabla 42. Enzimas metabdlicas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus flavus
CECT 2687 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en
Proteina UniProtkB
B6UI15 Subtilisin-chymotrypsin  inhibitor CI-1B  OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de
GN=100286333 PE=2 SV=1 transcripcion
Q53CF4 Betaine aldehyde dehydrogenase OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
B6THH6 Prolyl carboxypeptidase like protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
B6TX01 Glycoside hydrolase, family 28 OS=Zea mays OX=4577 GN=100284735 | Evidencia experimental a nivel de
PE=2 SV=1 transcripcién
B6T440 Adenosylhomocysteinase OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
B4FRJ1 Malate dehydrogenase OS=Zea mays OX=4577 GN=100272900 PE=2 SV=1 | Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
COPKO05 Lactoylglutathione lyase OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
B6SMV7 Triosephosphate isomerase, cytosolic OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion
B6SKJ7 Early nodulin-like protein 3 OS=Zea mays OX=4577 GN=100280687 PE=2 | Evidencia experimental a nivel de
Sv=1 transcripcion
BAFTKO Early nodulin-like protein 9 OS=Zea mays OX=4577 GN=100273206 PE=2 | Evidencia experimental a nivel de
Sv=1 transcripcion
B6TZG5 Fasciclin-like arabinogalactan protein 10 OS=Zea mays OX=4577 PE=2 | Evidencia experimental a nivel de
Sv=1 transcripcién
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GN=100383470 PE=2 SV=1

004288 Endosperm specific protein OS=Zea mays OX=4577 PE=2 SV=1 Evidencia experimental a nivel de
transcripcion

COP5Y3 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine methyltransferase 1 | Evidencia experimental a nivel de
0OS=Zea mays OX=4577 GN=541942 PE=2 SV=1 transcripcion

B4FQQ1 Reactive Intermediate Deaminase A chloroplastic OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de
GN=100273379 PE=2 SV=1 transcripcion

COPG78 Monocopper oxidase-like protein SKU5 OS=Zea mays OX=4577 | Evidencia experimental a nivel de

transcripcion

Tabla 43. Proteinas identificadas del hongo en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus flavus
CECT 2687 con 3 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkKB pertenecer a Secretoma
G3YAV2 Uncharacterized protein OS=Aspergillus niger (strain | Proteina inferida por -

ATCC 1015 / CBS 113.46 /| FGSC A1144 / LSHB Ac4 / | homologia
NCTC 3858a / NRRL 328 / USDA 3528.7) OX=380704
GN=ASPNIDRAFT_48047 PE=3 SV=1
B8NLY9 Aspergillopepsin-1 OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida por 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC | homologia
167) OX=332952 GN=pepA PE=3 SV=1

Tabla 44. Amilasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687

con 7 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkB pertenecer a Secretoma

B8N482 Glucoamylase, putative OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina predicha 100%

ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722/

SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_ 034950 PE=4 SV=1
B8N0S9 Alpha-amylase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 | Proteina inferida por 100%

/| FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167) | homologia

0OX=332952 GN=AFLA_026140 PE=3 SV=1

123



Tabla 45.

2687 con 7 dias de incubacion.

Proteasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT

(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_099020

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkKB pertenecer a
Secretoma

B8NQJ3 Vacuolar aspartyl aminopeptidase Lap4, putative | Proteina inferida  por 0%
0OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120/ | homologia
NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167) 0OX=332952
GN=AFLA_006750 PE=3 SV=1

B8NUL2 Carboxypeptidase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida  por 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC | homologia
167) OX=332952 GN=AFLA_100650 PE=3 SV=1

B8N106 Alkaline protease 1 OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Evidencia experimental a 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC | nivel de proteina
167) OX=332952 GN=alpl PE=1 SV=1

B8N3P1 Aspartic endopeptidase Pep2 OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina inferida  por 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / | homologia
SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_031250 PE=3 SV=1

BBNWE1 Neutral protease 2 homolog AFLA_ 119780 OS=Aspergillus | Proteina inferida  por 0%
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / | homologia
JCM 12722 | SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_119780
PE=3 SV=1

B8NLY9 Aspergillopepsin-1 OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida  por 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC | homologia
167) OX=332952 GN=pepA PE=3 SV=1

B8NXS9 Carboxypeptidase Y homolog A OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina inferida  por 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / | homologia
SRRC 167) OX=332952 GN=cpyA PE=3 SV=1

BB8NUEO Autophagic serine protease Alp2 OS=Aspergillus flavus | Proteina inferida  por 100%

homologia

Tabla 46. Xilanasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT

2687 con 7 dias de incubacion.

12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=xynF1 PE=3 SV=1

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkKB pertenecer a
Secretoma
Q96VB6 Endo-1,4-beta-xylanase F3 OS=Aspergillus oryzae (strain | Evidencia experimental a 100%
ATCC 42149/ RIB 40) OX=510516 GN=xynF3 PE=1 SV=1 | nivel de proteina
BBNER4 Probable endo-1,4-beta-xylanase F1 OS=Aspergillus flavus | Proteina  inferida  por 100%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM | homologia
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Tabla 47.

Aspergillus flavus CECT 2687 con 7 dias de incubacién.

Enzimas accesorias identificadas en los granos de maiz inoculados por la de

la cepa toxigénica

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la Probabilidad de
Proteina proteina en pertenecer a
UniProtkKB Secretoma
B8MVWO Arabinan-endo 1,5-alpha-L-arabinase, putative OS=Aspergillus | Proteina inferida por 100%
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM | homologia
12722 | SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_073070 PE=3 SV=1
B8N637 Arabinosidase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 | Proteina predictiva 100%
/ FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167) OX=332952
GN=AFLA_016210 PE=4 SV=1
BBNTE9 Glycosyl hydrolases family 32 superfamily OS=Aspergillus flavus | Proteina inferida por 100%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / | homologia
SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_097890 PE=3 SV=1

Tabla 48. Celulasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687

con 7 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la Probabilidad de
Proteina proteina en pertenecer a
UniProtkB Secretoma

B8N9Q1 Endoglucanase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_111970 PE=4 SV=1

B8N7G5 Probable 1,4-beta-D-glucan cellobiohydrolase A OS=Aspergillus | Proteina inferida por 100%
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM | homologia
12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=cbhA PE=3 SV=1

B8NBF4 Extracellular endoglucanase/cellulase, putative OS=Aspergillus | Proteina inferida por 100%
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM | homologia
12722 / SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_045290 PE=3 SV=1

Tabla 49. Pectin liasa identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT

2687 con 7 dias de incubacion.

Clave de la Proteina

Nombre de la Proteina

Estado de la

Probabilidad de

proteina en pertenecer a
UniProtkB Secretoma
B8NVB7 Probable pectin lyase D OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina inferida por | 100%

200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)
0X=332952 GN=pelD PE=3 SV=1

homologia
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Tabla 50. Enzimas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687

con 7 dias de incubacion

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina Probabilidad de
Proteina en UniProtkB pertenecer a
Secretoma

B8NOTO Alpha-glucosidase AgdA, putative OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina inferida por 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC | homologia
167) OX=332952 GN=AFLA_026150 PE=3 SV=1

B8NHG5 Allergenic cerato-platanin Asp F13 OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina predicha 60%
ATCC 200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA_135700 PE=4 SV=1

B8NRL4 FAD/FMN-containing  isoamyl  alcohol oxidase MreA | Proteina inferida por 100%
0OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / | homologia
NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167) 0OX=332952
GN=AFLA_049190 PE=3 SvV=1

B8N1C3 FAD dependent oxidoreductase, putative OS=Aspergillus flavus | Proteina predicha 0%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_029880 PE=4 SV=1

B8NLE2 Catalase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC | Proteina inferida por 100%
A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167) OX=332952 | homologia
GN=AFLA_090690 PE=3 SV=1

B8N7P5 Glycosyl hydrolase, putative OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina predictiva 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA_104880 PE=4 SV=1

Tabla 51. Proteinas no caracterizadas identificadas en los granos de maiz inoculados por la de la cepa toxigénica Aspergillus
flavus CECT 2687 con 7 dias de incubacion.

200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167)
0X=332952 GN=AFLA_038360 PE=4 SV=1

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina Probabilidad de
Proteina en UniProtkKB pertenecer a
Secretoma

BBNMVO Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_127130 PE=4 SV=1

B8N729 Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_019620 PE=4 SV=1

BBNQS3 Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 60%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_002170 PE=4 SV=1

B8NC41 Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%
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Tabla 52. Amilasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687

con 10 dias de incubacion.

FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_026140 PE=3 SV=1

homologia

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina Probabilidad de
Proteina en UniProtkKB pertenecer a
Secretoma
B8N482 Glucoamylase, putative OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predictiva 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_034950 PE=4 SV=1
B8NOS9 Alpha-amylase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / | Proteina inferida por 100%

Tabla 53. Proteasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687

con 10 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina Probabilidad de
Proteina en UniProtkKB pertenecer a
Secretoma
B8N106 Alkaline protease 1 OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 | Proteina con evidencia 100%
/ FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167) | experimental
0X=332952 GN=alpl PE=1 SV=1
B8NQJ3 Vacuolar aspartyl aminopeptidase Lap4, putative | Proteina inferida por 0%
OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / | homologia
NRRL 3357 / JCM 12722 |/ SRRC 167) 0OX=332952
GN=AFLA_006750 PE=3 SV=1
BBNWE1 Neutral protease 2 homolog AFLA_ 119780 OS=Aspergillus | Proteina inferida por 0%
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM | nomologia
12722/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_ 119780 PE=3 SV=1
B8N3P1 Aspartic endopeptidase Pep2 OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina inferida por 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722/ SRRC | homologia
167) OX=332952 GN=AFLA_031250 PE=3 SV=1
B8NPM2 Tripeptidyl peptidase A OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predictiva 100%
200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)
0X=332952 GN=AFLA_000860 PE=4 SV=1
B8N5Q5 Peptide hydrolase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / | Proteina inferida por 80%
FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 |/ SRRC 167) | homologia

0X=332952 GN=AFLA_013980 PE=3 SV=1
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Tabla 54. Xilanasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687 con

10 dias de incubacién

0X=332952 GN=AFLA_066150 PE=3 SV=1

Clave de la | Nombre de la Proteina Estado de la proteina en | Probabilidad de
Proteina UniProtKB pertenecer a
Secretoma
B8NIB9 Beta-xylanase OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / | Proteina  inferida  por 100%
FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 |/ SRRC 167) | homologia

Tabla 55. Enzimas accesorias identificadas en los granos de maiz inoculados por la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT

2687 con 10 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina en Probabilidad de
Proteina UniProtkB pertenecer a
Secretoma
B8NMD3 Probable arabinan endo-1,5-alpha-L-arabinosidase C | Proteina  inferida  por 100%
0S=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 | homologia
/ NRRL 3357 / JCM 12722 |/ SRRC 167) OX=332952
GN=abnC PE=3 SV=2
B8MVWO Arabinan-endo 1,5-alpha-L-arabinase, putative | Proteina  inferida  por 100%
0S=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 | homologia
/ NRRL 3357 / JCM 12722 |/ SRRC 167) OX=332952
GN=AFLA_073070 PE=3 SV=1
B8N6V7 Probable beta-galactosidase A OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina  inferida  por 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / | homologia
SRRC 167) OX=332952 GN=lacA PE=3 SV=1
B8N7Z6 Probable feruloyl esterase C OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina inferida  por 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 / | homologia
SRRC 167) OX=332952 GN=faeC PE=3 SV=1
BBNTE9 Glycosyl hydrolases family 32 superfamily OS=Aspergillus | Proteina  inferida  por 100%
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / | homologia
JCM 12722 | SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_097890
PE=3 SV=1

Tabla 56. Celulasas identificadas en los granos de maiz inoculados por la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687 con

10 dias de incubacion.

Clave de la | Nombre de la Proteina Est_ado de la proteina en | Probabilidad de
Proteina UniProtkKB girctreer;g(r:r?; a
B8N7G5 Probable 1,4-beta-D-glucan cellobiohydrolase A | Proteina inferida  por 100%
0S=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 | homologia
/ NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167) OX=332952
GN=cbhA PE=3 SV=1
B8NRX2 Probable beta-glucosidase A OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina  inferida  por 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722/ | homologia
SRRC 167) OX=332952 GN=bgIlA PE=3 SV=1
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Tabla 57. Enzimas identificadas en los granos de maiz inoculados por la cepa toxigénica Aspergillus flavus CECT 2687 con

10 dias de incubacién

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la Probabilidad de
Proteina proteina en pertenecer a
UniProtkKB Secretoma

B8NT56 GPl-anchored cell wall beta-1,3-endoglucanase EgIC | Proteina predicha 80%
OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 /
NRRL 3357 / JCM 12722 |/ SRRC 167) OX=332952
GN=AFLA_053390 PE=4 SV=1

B8NIY9 Lysosomal alpha-glucosidase, putative OS=Aspergillus flavus | Proteina inferida por 100%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722 | homologia
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_070170 PE=3 SV=1

B8MzZM4 Extracellular thaumatin domain protein, putative OS=Aspergillus | Proteina predicha 100%
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722 | SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_085140 PE=4 SV=1

B8NIM1 Cytosolic Cu/Zn superoxide dismutase, putative OS=Aspergillus | Proteina predicha 100%
flavus (strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM
12722/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_068080 PE=4 SV=1

B8N1C3 FAD dependent oxidoreductase, putative OS=Aspergillus flavus | Proteina predicha 0%
(strain ATCC 200026 / FGSC A1120 / NRRL 3357 / JCM 12722
/ SRRC 167) OX=332952 GN=AFLA_029880 PE=4 SV=1

B8NHG5 Allergenic cerato-platanin Asp F13 OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina predicha 60%
ATCC 200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC
167) OX=332952 GN=AFLA_135700 PE=4 SV=1

BBNOTO Alpha-glucosidase AgdA, putative OS=Aspergillus flavus (strain | Proteina inferida por 100%
ATCC 200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 /JCM 12722/ SRRC | homologia
167) OX=332952 GN=AFLA_026150 PE=3 SV=1

Tabla 58. Proteinas no caracterizadas identificadas en los granos de maiz inoculados por la cepa toxigénica Aspergillus flavus
CECT 2687 con 10 dias de incubacion.

Clave de la Nombre de la Proteina Estado de la proteina Probabilidad de
Proteina en UniProtkKB pertenecer a
Secretoma

B8N729 Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722 | SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_019620 PE=4 SV=1

B8NMVO Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 100%
200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722 /| SRRC 167)
0X=332952 GN=AFLA_127130 PE=4 SV=1

BBNQS3 Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 60%
200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_002170 PE=4 SV=1

18IAJ5 Uncharacterized protein OS=Aspergillus oryzae (strain 3.042) | Proteina predicha -

0X=1160506 GN=A03042_09516 PE=4 SV=1

B8NEH5 Uncharacterized protein OS=Aspergillus flavus (strain ATCC | Proteina predicha 60%
200026 / FGSC A1120/ NRRL 3357 / JCM 12722 / SRRC 167)
0OX=332952 GN=AFLA_061730 PE=4 SV=1
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