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Resumen
Objetivo. Evaluar la actividad especifica de lectina en teosinte Zea diploperennis sano e infectado con
Ustilago maydis.
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Materiales y métodos-. Plantulas de Zea diploperennis de 6 dias de crecimiento fueron inoculadas con
Ustilago maydis. Se evalud la concentracion de proteinas totales y la actividad hemaglutinante de
extractos crudos de teosinte sano e infectado en placas de microtitulacion con eritrocitos tipo O al 3%
siguiendo la técnica de diluciones dobles seriadas durante 6 dias.

Resultados. La concentracion de proteinas totales se incrementa en coleoptilo sano durante cada dia de
su crecimiento. No asi en teosinte infectado donde la curva presenta una tendencia a la baja desde el
momento de la inoculacion. La actividad especifica de lectina disminuye en ambos casos desde el primer
dia de cuantificacion.

Conclusiones. La evidente reduccion en la actividad de lectina en teosinte infectado en comparacion con
teosinte sano podria explicar la susceptibilidad de este teosinte a dicho fitopatdégeno. Si bien, la
participacion de las lectinas de teosinte y maiz en el mecanismo de defensa a Ustilago maydis todavia no
ha sido esclarecida, los resultados obtenidos contribuyen a la comprension del efecto que puede tener la

concentracion de lectina y proteina sobre la resistencia en teosinte.

Palabras clave
Actividad de lectina; proteina total;, Zea diploperennis; Ustilago maydis

Abstract

Objective. To evaluate the specific activity of lectin in healthy and infected teosinte Zea diploperennis with
Ustilago maydis.

Materials and methods. Zea diploperennis seedlings of 6 days of growth were inoculated with Ustilago
maydis. Total protein concentration and hemagglutinating activity of crude extracts of healthy and infected
teosinte were evaluated in microtiter plates with 3% type O red cells following the technique of serial
double dilutions for 6 days.

Results. The concentration of total proteins increases in healthy coleoptile during each day of its growth.
Not so in infected teosinte where the curve shows a downward trend from the moment of inoculation. The
specific lectin activity decreases in both cases from the first day of quantification.

Conclusions. The evident reduction in lectin activity in infected teosinte compared to healthy teosinte
could explain the susceptibility of this teosinte to said phytopathogen. Although the participation of the
teosinte and corn lectins in the defense mechanism against Ustilago maydis has not yet been clarified, the
results obtained contribute to the understanding of the effect that the concentration of lectin and protein

can have on resistance in teosinte.
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Contribucion a la literatura cientifica

La evaluacion de la actividad especifica de lectina en teosinte Zea diploperennis es
reportada por primera vez por medio de este trabajo. Siguiendo la metodologia de Pérez et al.
(2017) verificamos la infeccidon por Ustilago maydis en este teosinte; la evaluacién de la
actividad de lectina muestra la ausencia de lectinas en plantulas infectadas, lo que implica la
inhibicién de estas proteinas en estas condiciones: una ruta para conocer el por qué este
teosinte, y su descendiente actual, el maiz, son susceptibles a la infeccion por este
fitopatogeno.

El estudio de la presencia de lectinas en teosinte es importante ya que podria aportar
informacion para conocer los mecanismos de resistencia a patdgenos en otras variedades de

teosinte y en maiz.

Introduccion

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune capaces de unirse a
carbohidratos de manera especifica, las cuales aglutinan células y precipitan glicoconjugados.
La especificidad de una lectina se define en términos de monosacaridos u oligosacaridos
simples que inhiben reacciones de aglutinacion(.

En la actualidad, muchas actividades biolégicas se han evidenciado en lectinas, entre
ellas se ha sugerido que las lectinas de algunas especies de plantas participan en mecanismos
de defensa debido a su capacidad para inhibir la sintesis de proteinas®. Algunas lectinas
vegetales poseen actividad antiviral y bactericida contra patégenos de plantas®.

En maiz (Zea mays) se ha identificado una lectina especifica de galactosa de 88.7 kDa
exclusiva de coleoptilo emergente™. En teosinte (Zea diploperennis) se reporta la presencia de
una glicoproteina (TCL) de 92 kDa®. Con el hallazgo de que las lectinas de ambas plantas
muestran similitudes se respalda la hipotesis de que el maiz es el producto de translocaciones
sexuales homeostaticas de teosinte®).

Los signos caracteristicos de la infeccion por Ustilago maydis en teosinte Zea
diploperennis no difieren de los reportados para el maiz. U. maydis presenta su ciclo de vida
completo dentro de la planta confirmando que la variedad diploperennis es susceptible. Aunque
Zea diploperennis no es una especie tan cercana filogenéticamente como lo es Zea

parviglumis, el reconocimiento con el fitopatdgeno se presenta igual que en el maiz(™.
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Pero, aunque el maiz muestra un alto solapamiento genético con su antepasado directo
y otros teosintes anuales, varios estudios establecen que el maiz y sus antepasados difieren en
sus fenotipos de resistencia con los teosintes al ser mas susceptible a dafios®).

El objetivo del presente trabajo se fundamenta en una importante actividad biolégica de
las lectinas vegetales, la cual tiene relacién con el mecanismo de defensa a patdgenos
mediante la capacidad de inhibir la sintesis de proteinas. La concentracion de proteinas totales
y la cuantificacion de la actividad especifica de lectina son indicadores indirectos de la biomasa
y también de la produccién de metabolitos primarios y secundarios sintetizados por la planta

ante ciertas condiciones de estrés, tales como la infeccién por patdégenos.

Materiales y métodos

Obtencion de plantulas de teosinte Zea diploperennis

Se utilizaron semillas de teosinte Zea diploperennis recolectadas en el rancho “Texas”
ubicado en el distrito de Ixtlan de Juarez, Oaxaca, México; se seleccionaron las semillas mas
oscuras de teosinte Zea diploperennis de acuerdo a una prueba de flotamiento® en agua
destilada y se eligieron las semillas sedimentadas. Se desinfectaron por 10 minutos con una
solucion de hipoclorito de sodio al 5% y fueron sembradas en charolas de plastico de 15 x 60

cm, en donde se humedecieron cada 24 h manteniéndose a 27 + 3 °C durante 30 dias.

Obtencion de la cepa de Ustilago maydis

Se utilizaron levaduras de Ustilago maydis de la cepa diploide FBD12, donada por el
Dr. Carlos Leal Morales (Universidad de Guanajuato, México). Se realizaron resiembras
continuas en medio de cultivo Caldo Papa, Elote y Sacarosa (CPES) pH 7.0 utilizando como
antibidtico bencilpenicilina procainica con bencilpenicilina cristalina (PiSA) a una concentracion

de 50 U/250 ml de medio, el cual se conservé a 25 °C con agitacion de 65 rpm.

Induccion de la infeccion de plantulas de teosinte Zea diploperennis con
Ustilago maydis

Se uso6 la metodologia descrita por Pérez et al (2017)) para inducir la infeccion de
coleoptilos de teosinte Zea diploperennis con Ustilago maydis, que consiste en utilizar células
de Ustilago maydis viables y sin alteraciones morfolégicas obtenidas de resiembras en medio

CPES. Se empled una suspension de 200 pl de una dilucién 2 x 108 cel/ml, mediante conteo en
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camara de Neubauer. La inoculacion se realizé por puncion en la base de cada plantula de 6

dias de crecimiento con ayuda de una jeringa para insulina con aguja numero 27Gx1/2”.

Extraccion de proteinas totales

Se prepar6é un extracto de coleoptilo de teosinte Zea diploperennis de 3-6 dias de
crecimiento con solucién salina de fosfatos (PBS) pH 7 relacion 1:1 (p/v) a 4 °C. Se incubd el
extracto a 0 °C por 10 min en tubo Eppendorf. Se centrifugé a 9 000 rpm por 3 min. Se elimind

el precipitado y se utilizé el sobrenadante al cual se le cuantificé el contenido proteico.

Cuantificacion de proteinas totales

La concentracion proteica de la muestra se determiné siguiendo el método de Bradford
(1976)1"9), el cual se basa en la observacion del cambio maximo de absorbancia, de 465 a 595
nm, de una solucién acida de azul de Coomassie R-250 al unirse a proteinas. Se cuantificé la
unién del azul de Coomassie a la proteina y se comparé esta unién con la de cantidades

diferentes de una proteina de referencia (albumina sérica bovina, BSA) a dicho colorante.

Ensayos de actividad hemaglutinante

La actividad hemaglutinante se evalu6 en placas de microtitulacion (NUNC, Roskilde,
Dinamarca). Se utilizaron eritrocitos humanos tipo O previamente lavados y llevados a una
concentracion de 3% con PBS. Se colocaron 50 L del diluyente en cada pozo de la placa de
aglutinacion y se colocd una muestra de 50 pL del extracto de coleoptilo de teosinte en el
primer pozo de la placa. Se realizaron diluciones dobles seriadas con un volumen final de 50
uL. Se agregaron 25 pL de la solucién final de eritrocitos en todos los pozos y se observo la

hemaglutinacion 1 h después.

Resultados

Verificacion de la infeccion por Ustilago maydis en plantulas de Zea
diploperennis

Los coleoptilos infectados mostraron un desarrollo anormal, pues presentaron

deformaciones y clorosis en el area de la puncion, donde se aprecian cicatrices, pero contindan
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con un crecimiento hasta el sexto dia, cuando empiezan a marchitarse de acuerdo con el
reporte de Cruz y col. (2015)",

Los coleoptilos de teosinte Z. diploperennis inoculados se inspeccionaron en un
microscopio 6ptico para verificar la infeccion. Las levaduras de Ustilago maydis inoculadas
persistieron durante las primeras 72 horas posteriores a la inyeccion, a partir de las cuales
pueden apreciarse los primeros micelios, los cuales cambian a esporas al término del sexto dia

de la inoculacion de la misma manera como lo reporté Pérez et al (2017)().

Cuantificacion de proteinas totales

La medicion de la concentracidn proteica se realizé tanto en coleoptilos de teosinte Zea
diploperennis sano como en infectado con Ustilago maydis con igual tiempo de crecimiento. Es
evidente la disminuciéon en las concentraciones de proteinas en coleoptilo infectado con
Ustilago maydis desde el primer dia de la infecciébn. Se observa una disminucién bien
pronunciada del primer al segundo dia de la infeccion, a partir del cual, el decremento es mas
lento hasta el dia seis. Esta disminucion es acorde con el desarrollo del hongo dentro del tejido
vegetal, el fitopatdgeno requiere de los nutrientes del hospedante y las proteinas representan
un componente nutrimental esencial.

Las concentraciones de proteinas en coleoptilo sano mostraron un incremento
paulatino a partir del primer dia paralelo al dia de la infeccién alcanzando hasta 8.5 mg/ml.

Las concentraciones de proteina tanto en coleoptilo sano como en infectado son
iguales un poco antes del dia 5, donde se cruzan las curvas (Figura 1), pero siempre presentan

un comportamiento inverso: a medida que una se incrementa, la otra disminuye.
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Figura 1. Comparacién de la concentracion de proteinas totales en coleoptilo de teosinte Zea
diploperennis sano e infectado con Ustilago maydis.

Actividad especifica de lectina

En coleoptilo sano la actividad especifica de lectina muestra una disminucién a partir
del dia paralelo a la infeccién. En coleoptilo infectado se observa también un decremento
conforme al crecimiento de los coleoptilos, sin embargo, es importante resaltar que a partir del
dia 4 de la infeccion ésta desaparece y el coleoptilo tiene una actividad especifica nula de
lectina (Figura 2). Se identific6 mayor actividad en coleoptilo sano pero el comportamiento es
similar en ambos coleoptilos.
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Figura 2. Comparacion de la actividad especifica de lectina en coleoptilo de teosinte Zea
diploperennis sano e infectado con Ustilago maydis.

Discusioén

El comportamiento de la actividad de lectina en coleoptilo de teosinte Zea diploperennis
sano indica que esta glicoproteina tiene una relaciéon inversamente proporcional con la
concentracion de proteinas: cuando la concentracion de proteinas se incrementa, la actividad
de lectina disminuye; un resultado que podria sugerir que, en el caso de este teosinte, la
presencia de lectinas no inhibe la sintesis de proteinas dentro de la misma planta como lo
reporta Chrispeels et al (1991)®.

En coleoptilo de Zea diploperennis infectado con Ustilago maydis, la actividad de
lectina desaparece al cuarto dia de la infeccion, este comportamiento demuestra que la lectina
tiene una participacion no primordial en el mecanismo de defensa hacia el patégeno ya que en
estas condiciones tampoco inhibe la sintesis de proteinas y, por tanto, la planta presenta alta
susceptibilidad a la infeccion con este fitopatdgeno, ademas de que la presencia de lectinas en
ambas condiciones presenta el mismo comportamiento que la concentracién de clorofila como

lo establece Pérez et al (2017)).
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Conclusiones

En Zea diploperennis infectado con Ustilago maydis la concentracién de proteinas y la
actividad de lectina disminuyen siempre. La concentracion de proteinas totales presenta una
disminucién muy ligera durante los ultimos cuatro dias del experimento, una relacion bastante
I6gica puesto que con la infeccidn in vitro las plantulas tienen un tiempo de vida limitado. A
partir del cuarto dia de la inoculacion, la producciéon de proteinas es nula y, por tanto, el
patégeno es el responsable de las condiciones de marchitamiento, clorosis y muerte de las
plantulas.

En Zea diploperennis sano, la presencia de lectinas disminuye con respecto al
crecimiento de la plantula, las lectinas en este teosinte guardan una relacion mas estrecha con
la germinacion de la semilla que con la inhibicion de proteinas dentro de la misma planta y, en
cambio, las proteinas se incrementan naturalmente, sin mediar una condicién que induzca su
produccion.

Estos resultados vienen a respaldar nuestra hipétesis de que la lectina de coleoptilo de
teosinte al ser muy similar a la lectina de coleoptilo de maiz, si tiene alguna contribucion en el
mecanismo de defensa, deberia tener una participacion muy similar en las dos plantas y, por
ello, Zea diploperennis al igual que el maiz, es susceptible a la infeccion con Ustilago maydis.
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