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OBJETIVO

El principal objetivo de estre trabajo, es conocer el efecto
del gene opaco-2, al ser introducido a las lineas bdsicas, en cuan
to al contenido de proteina, triptéfano, lisina y aminodcidos libres

(AAL).

Lisina es uno de los aminodcidos esenciales que junto con
triptofano, son limitantes en el maiz y que al incorporar el gene o3,
son incrementados . También se tiene un contenido mayor de AAL

en el maiz opaco-2 que en el normal.

Considerando lo anterior se creyé conveniente hacer un estu=
dio de las correlaciones existentes entre triptofano-lisina, AAL-lisi
na y AAL-triptofano. Con el objeto de evaluar al parametro de AAL
ya que en su evaluacibén se utiliza un método de ficil manejo, menor
costo y tiempo en comparacién con los métodos comunmente utiliza-
dos en lisina y triptéfano. Se parte de la hipétesis de que existe una
correlacién alta y significativa entre AAL-lisina y AAL-triptéfano,
si se demostrara esta asociacién tendriamos como resultado, un nue
vo método que permitiria el manejo de gran cantidad de materiales pa

ra su identificacién de calidad proteica en maiz.



GENERALIDADES

El problema nutricional en el mundo esté relacionado principal
mente con la falta de proteina. La eficiencia protéica a nivel nutricio
nal estd determinada por el contenido y balance de aquellos aminoédci
dos que son esenciales para la sintesis de tejidos, asi como del man-
tenimiento del cuerpo. La proteina animal nutricionalmente es comple
ta, es decir, de alto valor biolégico, mientras que muchas proteinas
vegetales son deficientes en uno o més aminodcidos esenciales. Los
principales cereales de alimento humano cosechados en el mundo: tri-
go, arroz, maiz y sorgo; son deficientes en lisina y en otros aminoédci
dos esenciales.

El adecuado balance de aminodcidos en la proteina de estas
fuentes alimenticias puede ser alcanzado por seleccibén de alimentos
vegetales que complementen los patrones de aminodcidos esenciales.
Por ejemplo el frijol es rico en lisina y puede complementar la defi-
ciencia de lisina de los cereales para proveer una dieta nutricional-
mente mejorada. Desgraciadamente, la probabilidad de alcanzar un
balance protéico a través de seleccidén de alimentos vegetales es re-
moto en aquellos lugares en los cuales las deficiencias de la dieta
diaria son en su mayoria agudas.\?‘ Las limitaciones econémicas, la

escasez,de conocimientos de los requerimientos nutricionales, las

reglag para seleccion de alimentos y los patrones culturales ances-

trales aferrados al consumo de fuentes alimenticias de bajo valor bio



légico, hacen también dificil la posibilidadde mejorar la alimentacién
en las dreas que estdn grandemente necesitadas.

Pretender cambiar actitudes y hdbitos es un propdsito dificil
y de largo alcance./ Una forma de abordar el problema, consiste en
mejorar la calidad de la proteina vegetal ya existente en un drea deter
minada merced a cruzamientos y manipulacién genética. Este ultimo
concepto ha merecido atencién en relacién al maiz, teniendo en cuenta
que es un alimento de gran consumo en México, en donde anualmente
se cultivan més de 9.5 millones* de toneladas de grano, de las cuales,
aproximadamente, 6.8 se utilizan para la alimentacién humana; siendo
el consumo anual por habitante no menor de 146 a 150 kilogramos (4).

La gran participacién del maiz, en la alimentacién en México,
se ve obstaculizada por el bajo valor bioldgico de la proteina del maiz.
El principal factor limitante estd constituido porque en el endospermo
se localiza la prolamina zeina §fraccién proteica soluble en (alcohol),
de bajo contenido en los aminoicidos, lisina y triptofano (24). Esta
fraccién constituye el 50% de la proteina del endospermo, en donde se
localiza del 80-85% de la proteina total del grano.

Varios intentos se hicieron para mejorar la calidad de protei

na del maiz por medio de seleccidén genética. Uno de estos intentos se

*Fuente de informacién: Departamento de Planeacién, Direccién Gene-
ral de Agricultura, S.A.G.



inici6 en la Universidad de Illinois (1), en donde la proteina del maiz fue
aumentada considerablemente (10.9-19. 4%\),'! pero el mejoramiento de la
calidad nutricional del maiz no debe hasé.r;; solamente en aumentar el
contenido de proteina, sobre todo si ésto es alcanzado a costa de un ba-
lance de aminoicidos esenciales poco favorable (13). Asi también el ren-
dimiento no debe ser ignorado, por que la cantidad de proteina disponi-
ble para la alimentacibn esta determinada grandemente por la cantidad de
grano que se produzca (31).

,I,El descubrimiento de Mertz y sus colaboradores en 1963 (14), del ge
ne opaco-2 (02) que cambiaba radicalmente las caracteristicas bioquimi-
cas del endospermo del paiz abrié las puertas en el mejoramie nto del va
lor nutricional de la proteina de este cereal\: Es irdnico queel gene 0, fug"
ra identificado hace mas de 40 afios por Singleton y Jones (34), pero su
efecto en el conteuido de lisina permaneciera desconocido hasta 1964. Pe
ro este gene comunica al grano de maiz un fenotipo harinoso opaco en lu
gar de aquel mis comunmente observado en México de aspecto vitreo o
,durd. Desafortunamente, no todos los genes que producen este fenotipo
harif;oso modifican la composicién quimica de la proteina, solo el opaco-2
(0o9) el harinoso-2 (ﬂz) y el opaco-T7 (o7) la modifica, (10,19, 20, 22).

El gene O9s fl 0¥ el o, afectan grandemente la proporcién de los
diferentes tipos de proteina que son sintetizados en el maiz normal,
produciendo una reduccién substancial enla sintesis de la fraccién
protéica soluble en solucién alcohdlica (prolamina-zeina); debido a és-
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to aumentan tanto las proteinas solubles en agua y solucidn salina (al-
buminas y globulinas) como las solubles en 4leali (glutelinas). (8, 12,
21, 32), por lo que se encuentra una proporcién més alta de tales ami
nodcidos como lisina y triptofano, provenientes en su mayor parte de
la fraccién 4dleali soluble.f Sin embargo aunque los genes flg y o7 pro-
duzcan un incremento similar en lisina y el flg tenga mayor contenido
de metionina y proteina total (22), el gene fly y el o; son inconsisten-
tes ena1 capacidad de aumentar el contenido de lisina, cuando se varia
el genotipo a que se transfieren estos genes, esto puede ser debido a
la interaccién de estos genes (o, fl,) con algunos otros genes 6 facto
res genéticos que portan las diferentes lineas a las cuales se han incor
porado. Por esta razén su utilizacién en programas de mejoramiento
de proteina en maiz ha sido limitado (3, 10, 24).

El gene 0y aunque incrementa la proporicién de lisina y triptofa
no en la proteina, reduce a la vez el contenido total de la proteina (24),
aumenta el contenido de aminodcidos libres (17, 29), reduce €l pesoy
la densidad del grano en comparacién con el maiz normal (23)’. \

No es la intencién de este trabajo discutir ampliamente los ex-
perimentos nutricionales con el maiz opaco-2, pero debe hacerse no-
tar que al incrementar el gene o,, las concentraciones de lisina y de
triptofano los cuales son limitantes en el maiz normal y esenciales

para el crecimiento de animales monogdstricos, se ha mejorado la ca

lidad protéica del maiz, como ha podido confirmarse en estudios rea-

lizados en animales monogdstricos, en nifios y adultos.

11



'Los primeros estudios de evaluacién biolégica se obtuvieron
con ratas obteniéndose 3.6 veces més el peso ganado con las dietas
de maiz opaco que con las de maiz normal (15).

En cerdos, se encontrd que la calidad del maiz opaco-2 uti-
lizado como tnica fuente de proteina fue similar a la obtenida con
la del maiz normal suplementado con harina de soya al mismo ni-
vel de proteina y 50% més eficiente que con maiz normal (25). ’

> En realidad, en grandes sectores de poblacién de autoconsu-
mo y de bajos ingresos econémicos en México, prevalece una situa-
cibén alimenticia de baja ingesta de proteina. Es por ésto que la subs
titucién de maiz comun por maiz opaco-2 en la dieta de esos secto-
res puede beneficiar en forma inmediata a sus consumidores. -

Los resultados obtenidos en los experimentos efectuados con
nifios y adultos justifican lo anterior.

En el primer estudio, realizado por Bressani en el INCAP en
Guatemala, se compararon leche y maiz opaco-2 desde el punto de
vista nutricional. El maiz fue procesado para producir masa y elabo
rar tortillas en la forma convencional practicada en Guatemala. Se
hicieron analisis quimicos y pruebas bioldgicas con ambos alimentos,
viéndose que en el proceso a que se somete el maiz los valores de cali
dad protéica no son alterados; el nitrégeno absorbido y retenido fue
comparable para la dieta de leche y maiz opaco-2, estableciéndose
que el valor protéico del maiz opaco equivale al 90% del valor biold=
gico de la proteina de la leche (6, 7). '

En Colombia los estudios nutricionales efectuados por Pradi-
12



lla y colaboradores, en nifios severamente desnutridos a quienes se
administré una dieta con 80% de proteinas de opaco-2y 20% de otras
fuentes, reportaron que su recuperacién fue completa después del
tratamiento (27). Posteriormente se estudié la recuperacién en 7 ni-
fios desnutridos utilizando como tnica fuente de proteina aquella pro-
veniente del endospermo del maiz opaco-2. El restablecimiento, fue
muy similar a el de los nifios nutridos con proteinas de origen animal
(28).

Atn cuando las cualidades biolbgicas de la proteina del maiz
opaco-2 son excelentes, la incorporacién del gene o-2 a maices adap
tados de una latitud determinada no prospera agrondémicamente en
otras latitudes diferentes (26).

La forma més comun de superar esta limitacién consiste en
realizar cruzamientos de plantas adaptadas con otras que sean porta
doras del gene o genes que interesan introducir. Este método llama
do de cruza regresiva es el utilizado en la incorporacién del gene

02.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

El Departamento de Maiz y Sorgo del Instituto Nacional de In
vestigaciones Agricolas (INIA) se aboca a la formacién de variedades
mejoradas de maiz en las cuatro grandes regiones del del pais: El
Trépico Himedo con altitudes de 0-1, 200 metros sobre el nivel del
mar (msnm) y alta precipitacién y humedad ambiental; El Trépico
Seco, con altitudes similares a la anterior con menor precipitacién
y humedad ambiental.

El Bajioy regiones similares con altitudes de 1, 200-1, 800
msnm; Valles Altos con altitudes de 2,000-2,600 msnm y algunas
zonas de transicién como la comprendida eqtre los 1,800y 2,000
msnin.

El material utilizado en este estudio estd formado por 15 l_f
neas basicas (LB)* del programa del Centro de Investigaciones
Agricolas de El Bajio (CIAB), a las cuales se les incorporo el ge
ne og, usando dos fuentes que son Celaya opaco-2 (C0) y Puebla
opaco-2 (P0).

Las lineas basicas empleadas By, By, Bgs, B4, B5, B6, Br,

B8" By, Bjg» By1» Byss B1B, BgB, Ts.

% Con diferente nimero de autofecundaciones.
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En cada linea se tiene la F, resultante de la cruza de las lineas ba-
sicas con las dos diferentes fuentes de opaco-2 (CO, | P0) y cada una de éstas
con cuatro niveles de retrocruza, como se ejemplifica a continuacién con

la linea béasica Bl'

(By x CO)Fy (B; x PO)Fq

(B, x CORC, F, (B; x PO)RC, F,
(B x CO)RC4 F, (B; x PO)RC,, Fy
(B1 x CO)RCg F2 (B1 X PO)RC3 F2
(B1 x CO)RCy F2 (Bl x PO)RCy F2

El procedimiento utilizado para incorporacién del gene 05, fue el

de cruza regresiva, el cual se describe a continuacidn (2).

Método de Cruza Regresiva

Seleccidn de los progenitores. El padre recurrente (A) es la linea
bésica**,. con caracteristicas agrondmic:as altamente deseables. El padre
donanate (B) se selecciona porque posee alglin caracter en que A es deficien
te, en este caso se trata del alto contenido de lisina y triptofano causado
por el gene ppacor2.

Se cruza A x By la primera generacién filial (F;) as{ producida se

%% Linea basica, implica: adaptada en la zona, con alta aptitud combinatoria
general y alta aptitud combinatoria especifica.
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retrocruza con el padre recurrente A para tener la retrocruza uno
(AxB)A.

Con las F1 de esta primera retrocruza se efectian cruzas fra
ternales EAXB)AX(AXB)é_/ para producir la segunda generacidn filial
(Fg) de la primera retrocruza, donde se selecciona en grano por feno
tipo opaco.

Las plantas seleccionadas con fenotipo opaco en la Fqy se cruzan
con el padre recurrente A para tener la F; de la segunda retrocruza
(ASXB), las F; de esta segunda retrocruza se vuelven a cruzas frater-
nalmente EA3XB)X(A3XB)_7 para producir otra vez la F9 y seleccionar
el grano por fenotipo opaco. Este procedimiento se repiti6é hasta obte-
ner la Fy de la cuarta retrocruza.

Este método, necesita para el caso de incorporar el gene o9 de
generaciones alternas de cruzas fraternales para permitir la identifi-
cacién de los granos portadores del gene 09. Estoes necesario por la
condicibén recesiva del gene, que solo manifiesta su genotipo cuando
se encuentra en forma homocigética, es decir cuando el gene mutante,
en el momento de la fecundacidén, haya estado presente tanto en el ga-

meto femenino como en el gzmeto masculino (16).

Preparacién de las muestras para el anilisis del endospermo

Método
1. - Tomar al azar 2 muestras de 15 granos como representati-

vas de cada linea en cada uno de sus diferentes niveles de retrocruza.
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2. - Remojar las semillas en agua destilada. Eliminar con
pinzas y bisturi el pericarpioy el germen, dejar secar al aire el
endospermo durante la noche.

3. - Moler el endospermo, (molino pequefio de café)

4.~ Desengrasar las muestras molidas, durante 6 horas con

hexano, secar las muestras al aire y pulverizarlas.

Determinacidn de proteinasg

El método empleado fue el micrométodo de Kjeldahl (5).

Fundamento

Se basa en la oxidacidén de la materia orgdnica, en la fijacidén
del nitrégeno en forma de sal /__NH4(HSO4_)___/ 6_[(_NH4)2SOZ_4 su des-
prendimiento en forma de NHg y /o NH4OH al agregarsele NaOH, el que

va a ser fijado en el acido bérico. Después su titulacién con HC1 0, 02N.

Reactivos

H,S04 Sp. gr. 1,84 libre de nitrégeno.

Mezcla catalizadora la cual se prepara de la siguiente manera:

99.0 g de K2SO4, 4.1 gde HgO0 y 0.8 g de CuS04. 5Hg0. Solu-
cién de hidréxido de sodio-tiosulfato de sodio (50% y 5% respectiva-
mente),

Solucidn al 4% de acido bdrico.

Solucién Indicadora. - Una parte de solucién de rojo de metilo

en etanol al 0. 2% con 5 partes de verde de bromocresol en etanol al

0. 2%,
17



Técnica

Se pesan de 30-40 mg de muestra en un matraz de digestion.
Ariadir 1.0 g de la mezcla catalizadora y 2 ml de acido sulfirico con
centrado.

Digerir 40 minutos, enfriar y afiadir la minima cantidad de
agua destilada para disolver los sdlidos formados, enfriar. Trans-
ferir esta solucidn al aparato de destilacién lavando elmatraz de
5a 6 veces con 1 - 2 ml de agua destilada. Poner un matraz erlenme
yer de 125 ml con 6 ml de solucién de 4cido bérico y 3 gotas de solu
cibn indicadora debaj§ del condensador, asegurando que la terminal
de éste quede dentro de la solucidn.

Anadir al aparato de destilacién 10 ml de solucidén de hidroxi’do
de sodio-tiosulfato de sodio, y empezar la destilacidn hasta obtener
50 ml de destilado,

Titular con el dcido clorhidrico hasta obtener la formaci6n del
color gris o la primera apariencia del color violeta. Efectuar la de-
terminacién de un blanco usando la misma cantidad de reactivos y

el mismo proceso de digestidén, destilacién y titulacion.
Calculos

% nitrégeno = (ml HCI en deter. - ml blanco) x N x 14. 007 x 100
mg de muestra

% proteina = % de nitrégeno x 6. 25
en donde

N = Normalidad de HC1 0. 02 N
18



Determinacién de Triptofano

El método utilizado fue el método de Opienska~Blauth modificado

por Hernidndez y Bates (11).

Fundamento
Se basa en una hidroélisis enzimatica de las muestras con papaina,
en la determinacién colorimét rica de triptofano al reaccionar con

FeCls.

Reactivos

270 mg de FeClg. 6Hy0 disueltos en 0.5 ml de agua destilada y di-
luido a 1 litro con 4cido acético glacial (Reactivo A). Acido sulfirico
30N. (reactivo B).

Mezclar los reactivos Ay B (1:1 v/v), 1 a 2 horas antes de usarse.
(Reactivo C).

Solucién enzimatica de papaina Merck (4mg/ml) en buffer de aceta-
to de sodio 0.1 Ny pH 7.

Solucién estandar de triptofano (0.1 mg/ml) en solucibén enzimética

de papaina (4 mg/ml) en buffer de acetato de sodio 0.1y pH 7.

Procedimiento

Pesar entre 80 y 90 mg de muestra desengrasada y pulverizada en

un tubo y anadir 3 ml de solucién de papaina. Se tapan los tubos y se agi

tan (un tubo con unicamente solucion de papaina eg el blanco que ge go=

mete a todo el procedimiento).

19



Las muestras son incubadas a 65° C por 16 horas. Los hidrolizados
se dejan enfriar a temperatura ambienté se centrifugan 5 min a 2,000
r.p.m. Se pipetea 1 ml del hidrolizado a un tubo de ensayo que contiene
4 ml del reactivo C. Se agita vigorosamente y se incuba a 65°C durante
15 minutos paré que desarrolle el color. Dejar enfriar las soluciones
coloreadas y transferirlas a tubos de colorimetro calibrados. Las lec-
turas se hacen en el fotocolorimetro (Bausch & Lomb Spectronic 20) a

una longitud de onda de 545 nm.

Céalculos
mg de Try = (D.0. xm)+ b

% Try en muestra= mg Try x 3 x 100
mg de muestra

% try prot = % Try en muestra x 100
% proteina

Para los cdlculos anteriores se prepard una curva estandar de la

siguiente manera:

Curva estandar

Se pesan 50 mg de D-L triptofano y se aforan a 500 ml con solucidén
enzimatica de papaina (4 mg/ml) en buffer de acetato de sodio . IN y pH7.
De esta solucién que tiene una concentracién de 0. 1 mg/ml, se toman
1 ml, 2 ml, 2.5 ml, 3 ml hasta 4.5 ml y se lleva a un volumen final de
10 ml con buffer de acetato de sodio 0.1 y pH 7. Las lecturas se hacen
a 545 nm.

Con las cuales se calculan la m y b. La recta de aproximacién por

20



minimos cuadrados, de los valores:

X =D.O.

1}

Y = mg de triptofano
se obtiene por medio de la ecuacidn:
Y = b+ mX

donde las constantes ''b" (interseccién en Y) y "m' (pendiente dela recta)

se calculan por medio del sistema de ecuaciones (30):

(EXNE Y)
m= (X XY) n - - - --- (1)
(= X2) - (£ X)2
n
b=(X Y m(xX X) - ---- (2)
-t ;

Determinacidén de Lisina

En la actualidad, en los programas de mejoramiento de calidad pro-
teica del maiz en México se usan principalmente dos parametros de la
proteina, uno es por ciento de la proteina total, y el otro es porciento
de triptofano en proteina, los cuales se utilizan como criterio de canti-
dad y calidad proteica respectivamente. Las razones para utilizar estos
criterios, entre otras son su relativa facilidad de andlisis por métodos
rapidos de suficiente confiabilidad. En el caso de triptofano, en el en-
dospermo del maiz su alta correlacidn positiva con el contenido de li-
sina permite usarlo para seleccionar indirectamente por contenido de

lisina (9, 11).
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Se volvid a estudiar la correlacidn de triptofano a lisina, para lo
cual se seleccionaron 4 lineas bdsicas de las 15 qué se tenian en estu
dio.

Las 4 lineas bédsicas sel eccionadas fueron aquellas que presenta-
ron mayor varAiabilidad, tanto en porciento de proteina como en el con
tenido de triptofano en proteina.

El método empleado para la determinacién de lisina fue el de ’fsai

modificado por Villegas (33).

Fundamento

Se basa en una hidrdlisis enzimadtica de las muestras con papaina,
bloqueo de los grupos alfa-amino de los aminodcidos libres con ‘cobre,
la formacién del & - dinitropiridil-lisina ( € -DNPyr-lisina) al reac
cionar el 2- cloro - 3,5 - dinitropiridina con el grupo epsilon amino de

lisina. La absorcidn leida en 390 nm de el &€ -DNPyr-lisina.

Reactivos

Solucién enzimdtica de papaina Merck (4 mg/nl) en buffer de fos-
fatos 0.03 M, pH 7. 4.
Buffer de carbonatos o. 5 M, pHS9.
Buffer de tetraborato de sodio 0.05 M y pH 9. 0.
Suspensién de fosfato cliprico. - Solucién A; 2. 8 g de CuCl,,. 2H'20 en
100 ml de agua destilada. Solucién B: 13. 6 g de NagP0y. 12-H,0 en 200
ml de agua destilada. Mezclar A en B con agitacién, centrifugar, tirar

el sobrenadante y el precipitado resuspenderlo 3 veces en 15 ml de
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buffer de tetraborato de sodio pH 9, centrifugar después de cada sus-
pensidén, después del tercer lavado resuspender el fosfato ciprico en
80 ml de buffer de tetraborato de sodio. El reactivo puede ser usado
por una semana.
Solucidén de acido clorhidrico 1.2 N.

Mezcla de aminodcidos: cada uno de los siguientes aminodcidos

fue adquirido de Nutritional Biochemical Corporation.

Cistina 20 mg Fenilalanina 40 mg
Metionina 20 mg Valina 40 mg
Histidina 30 mg Arginina 50 mg
Alanina 30 mg Serina 50 mg
Isoleusina 30 mg Acido Aspartico 60 mg
Treonina 30 mg Acido Glutamico 300 mg
Tirosina 30 mg Leucina 80 mg
Glicina 40 mg Prolina 80 mg

pesar 100 mg de la mezcla de aminodcidos y disolverla en 10 ml de
buffer de carbonatos (Sol. de aminoicidos).

Solucién estandar de lisina ( L-lisina HC1 de NBC) 2500 ug/ml.
en solucién de buffer de carbonatos.

Solucién de 2-cloro-3, 5-dinitropiridina (NBC): 30 mg de 2-clo-

ro-3. 5-dinitropiridina por ml de metanol.
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Procedimiento

Pesar 100 mg de muestra desengrasada y pulverizada en un tubo
de ensaye y adicionar 5 ml de soluci6én enzimética de papaina. AsegF
randose de que la muestra esté completamente mojada y agritar 2 ve-
ces durante la primera hora de incubacioén. Preparar blanco con so-
lucién de papaina.

Incubar a 65° C durante 16 horas. Agitar y enfriar a temperatura
ambiente y centrifugar.

Pipetear una alicuota de 1 ml del sobrenadante en un tubo de cen-
trifuga y afiadir 0. 5 ml de solucién buffer de carbonatos y o.5 ml de
suspensién de fosfato ctprico.

Agitar durante 5 minutses y centrifugar a 2,000 rpm.

Pipetear una alicuota de 1 ml del sobrenadante en un tubo de ensa
yo y afiadir 0.1 ml de solucién de 2-cloro-3,5-dinitropiridina. Agitar
vigorosamente.

Dejar los tubos durante dos horas a temperatura ambiente agitando ca-
da 30 minutos.

Afiadir 5 ml de HCI - 1. 2 N. a cada tubo y agitar.

Arniadir 5 ml de acetato de etilo. Tapar los tubos mezclar invir-

tiendo los tubos 10 veces, extraer la fase superior con una jeringa

que tenga adaptado un tibo de polietileno. Este paso debe repetirse

3 veces.
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Transferir la fase acuosa a tubos de colorimetro calibrados.
Leer en el fotocolorimetro ("'Spectronic 20") a una longitud de on
da de 390 nm contra el blanco.

Céalculos
mg de Lys = (D.O., xm)+Db
% Lys en muestra - mg Lys/mg muestra x 5 x 100

% Lys en proteina = % Lys en muestra / % proteina x 100

en donde: m (pendiente), b (ordenada al origen) fueron calculadas
de las ecuaciones 1y 2.
Para el cédlculo de las constantes m y b se prepard una curva

estandar de la siguiente manera.

Curva estandar

De la solucibn estandar de lisina que tiene 2500 ug/ml se toman
0, 1, 2, 3y 4mly selleva a un volimen final de 10 ml con buffer

de carbonatos.

Tomar 1 ml de c¢/u de los tubos anteriores pasarlos a otro tubo,
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adicionar 4 ml de solucién de papaina (450 mg en 45 ml de buffer
de fosfatos).

Tomar 1 ml de la solucién de cada uno de los tubos anteriores
y agregar .5 ml de la solucién de aminodcidos y . 5 ml de la solucién
de Cu3(PO4)2, agitar vigorosamente durante 5 minutos y centrifugar
a 3500 r.p.m.

Pipetear 1 ml del sobrenadante y agregar 0.1 de la solucidn de
2-cloro-3, 5-dinitropiridina, dejar los tubos a temperatura ambien-
te agitando cada media hora, continuar con el procedimiento seguido

para las muestras.

Determinacién de aminodcidos libres

El método empleado para la determinacidén de aminodcidos libres
(AAL) fue el método empleado por Mertz (18), con algunas modifica-

ciones.

Fundamentos
Se basa en la extraccién de los aminodcidos libres de las mues-
tras con agua y la determinacién colorimétrica de estos al reaccio-

nar con ninhidrina.

Reactivos

Disolver 400 mg de SnClz. Hq0 en 250 ml de buffer de citrato
de sodio 0.2 M, pH 5 (reactivo A).

Disolver 10 g de ninhidrina (N.B. C.) en 250 ml de metilcello-

solve (Reactivo B).
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Mezclar los reactivos A y B en el momento de usarse, (Reacti-
vo C).
Solucién de N-propanol al 50%

Solucidén estandar de Leucina . 002 M.

Procedimiento

Pesar 50 mg de muestra finamente molida (utilizando una malla
del nimero 40) en un tubo de ensayo y adicionar 5 ml de agua destila
da.

Agitar las muestras durante cinco minutos, centrifugar. Prepa-
rar blanco tnicamente con agua.

Pipetear una alicuota de 0. 2 ml a un tubo de ensaye, adicionar
1 ml del reactivo C.

Poner los tubos en bafio maria a ebullicién durante 3 minutos,
de jar enfriar las soluciones coloreadas a temperatura ambiente y
adicionar 4 ml de N-propanol al 50%, agitar los tubos invirtiendolos
5 veces.

Transferir a tubos de colorimetro calibrados. Las lecturas se

hacen en el fotocolorimetro a una longitud de onda de 570 nm.

Curva estandar

Se pesan 0. 2624 g de leucina se afora a 1 1t con agua destilada,
de esta solucién se toman alicuotas de 0.5 ml, 1 ml, 1.'5 ml, 2 ml
y 3 ml y se llevan a un voliumen de 10 ml con agua destilada, de ca-
da una de estas soluciones se pipetea 0. 2 ml, afiadir 1 ml del reac-

tivo C, agitar y transferir a tubos calibrados, las lecturas se hacen
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a 570 nm.

Célculos
Microequivalentes de Leucina = (D.0. xm)+ b
% Microequivalentes de Leucina en muestra =

= Microequivalentes de leucina x 25 , 100
. 050

%AAL/Prot = % AAL en muestra
% proteina

x 100

En donde:
m = pendiente y b = ordenada al origen; se calculan de las

ecuaciones 1 y 2 respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

a) Contenido de proteina

El efecto del gene opaco-2 sobre el contenido de proteina en el
endospermo se puede observar en el cuadro 1. Los valores presen
tados de desviacién estandar, demuestran una amplia variabilidad
para este caracter, tanto para lineas normales como para sus ver-
siones Celaya opaco-2 (C0) y Puebla opaco-2 (PO). Estos materia
les segregantes provienen de la F2 de la cruza de la linea bdsica
con la fuente de opaco-2 y sus correspondientes niveles de retro-
cruza (CORCl, CORCZ, CORCS, CORCy), ( PO RCy, PO RCy, PO
RC3, PO RC4).

Las dos fuentes del gene oy redujeron el contenido de proteina
total de las lineas bdsicas. En las progenies segregantes de la cru
za de las lineas bédsicas con el CO hay mayor variabilidad en el con
tenido de porciento de proteina. En las lineas con el PO,al ser in-
corporado en gene 0y, S€ encuentra menor contenido de proteina que
en el CO.

En los valores obtenidos en desviacidén estandar, se observa que
ha medida que se aumentan los niveles de retrocruza hay una tenden-
cia a aumentar la variabilidad en el contenido del porciento de protei

na para ambas fuentes de opaco-2. Sin embargo la media de conteni-
dos del porciento de proteina obtenida con relacion a las lineas basi-
cas no demuestran diferencia significativa entre los cuatro niveles

de retrocruza de los dos casos.
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Cuadro 1. Contenido de proteina en endospermo en promedio de 15 1i
neas bésicas (N) y sus versiones Celaya opaco-2% (CO),
Puebla opaco-2% (PO) y cada una de estas con cuatro nive-
les de retrocruza (RCl, RC,, RCg, RC4).

% proteina

Lineas X a sxP % proteina®
(N x CO)F2 | 8. 58 .73 91.76
(N x PO)F2 8.12 .69 86. 84
Normales 9.35 .76 100. 00
(N x CO)FzRCI 8.45 .90 90. 38
(N x CO)F2 RC2 8. 21 .76 87.81
(Nx CO)F,RCq 7.88 .92 84.28
(N x CO)FZRC4 .97 1. 04 85. 24
(N x PO)FzRC1 8. 06 .68 86. 21
(N x PO)FZRC2 8.15 .63 87.17
(N x PO)FZRC3 7.64 .85 81.71
(N x PO)FzRC4 8. 09 1. 20 86. 53

* Lineas producto de la segregacién en Fy de la cruza de la linea ba-
sica con la fuente de opaco-2 (C0 6 P0)

a Media (x)de % proteina en 15 lineas.

b Desviacién estandar (Sx) de % de proteina.

¢ Porciento de proteina expresado en relacién al contenido de protei-
na de las 15 lineas normales.
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b) Contenido de triptofano en proteina.

El efecto del gene opaco-2 sobre el contenido de triptofano en
proteina se puede observar en el cuadro 2.

En general hay un incremento de triptofano no menor de 2.9 ve
ces en todas las lineas tanto en las versiones Celaya opaco-2 como
en el Puebla opaco-2.

Por las desviaciones estandar presentadas puede decirse que
hay una amplia variabilidad debida posiblemente al plasma germinal
o debida al contenido de proteina.

Puede también observarse que el CO presenta una variabilidad
mayor que el PO.

Los valores obtenidos para las medias del contenido de triptofa-
no en proteina, demuestran que el incremento producido en este pa-
rametro por el gene 09 no es afectado al avanzar en los diferentes

niveles de retrocruza, sin importar la fuente de opaco-2 utilizada.

¢) Contenido de lisina e‘n proteina

El efecto del gene opaco-2 sobre el contenido de lisina en pro-
teina se observa en el cuadro 3.

Existe una relacién aproximada de 1:4 de triptofano: lisina en
general en todas las lineas con cualesquiera de las fuentes de opaco-2.

Las desviaciones estandar muestran que hay una amplia variabi-
lidad debida posiblemente a diversidad genética, o debida al mues-

treo en el campo y a diversidad ambiental.
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Cuadro 2. Contenido de triptofano en proteina del endospermo en pro-
medio de 15 lineas basicas (N) y sus versiones Celaya opa-
co-2% (CO0) y Puebla opaco-2% (P0) y cada una de estas con
cuatro niveles de retrocruza (RCy, RC,, RCg,, RCy).

] Trip/prot b _ .
Lineas X a Sx % de Trip / Prot.
(N x CO)Fy 1.01 .11 327.92
(N x PO)F, .92 11 299. 67
Normales .31 . 07 100
(N x CO)FZRCI .95 .21 307.79
(N x C0)FgRCy .94 . 26 305. 80
(N x CO)FoRC3 .96 .20 312.66
(N x CO)FyRC, .96 .30 310. 39
(N x PO)FzRCI .90 .19 293. 83
(N x PO)FZRC2 .94 .16 303. 89
(N x PO)FZRC3 1. 01 .24 329. 22
(N x PO)FZRC4 .92 .19 298.70

* Lineas producto de la segregacién en F2 de la cruza de la linea basi-
ca con la fuente de opaco-2 (CO0 6 P0)

a = Media del % de triptofano en proteina.
b = Desviacidén estandar del % de triptofano en proteina.
¢ = Porciento incrementado de triptofano en proteina al ser incorpora-

do el gene opaco-2, tomando como cien porciento a las 15 lineas
bésicas.
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La variabilidad en el contenido de lisina en proteina es més o
menos semejante en el CO y en el PO, .
Se observa que no existen valores bajos de lisina en proteina que

correspondan a valores altos de triptofano en proteina ailin cuando exis

ta una gran variabilidad para este caracter.

d) Contenido de aminodcidos libres en proteina (AAL)

En el cuadro 3 puede observarse, que hay una mayor cantidad de
AAL en los maices con el gene opaco-2 que en los normales. Lo cual
esta de acuerdo con lo reportado en la literatura (17, 29). Existiendo
para todas las familias una amplia variabilidad en las desviaciones
estandar (th) por lo cual no se puede precisar la cantidad que exista
de AAL en los maices opacos.

La variabilidad observada es debida posiblemente a diversidad

genética, ambiental o a muestreo en el campo.
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Cuadro 3. Contenido de triptofano, lisina y equivalentes de aminodcidos libres expresados en microequivalentes de leu-
cina (AAL), cada valor es el promedio de la cruza de 4 lineas basicas (N) con Celaya opaco-2% (C0) y Puebla
opaco-2% (P0) y cuatro niveles de retrocruza (RC;, RCy, RCS" RC4) hacia la linea normal.

Try /prot % Try de Lys/Prot % Lys de  AAL/prot %AAL de .

Lineas X a Sx normales® X d sx°  normales X 8 sx"  normales’
(N x CO)F2 97 .04 323 3.60 .43 178 31.83 8.34 485.95
(N x PO)Fqy .96 .10 320 3. 55 .42 176 45, 61 12.79 696.18
Normales .30 .05 100 2,02 .32 100 6. 55 1.81 100. 00
(N x CO)FzRC1 .93 «11 310 3.67 .39 182 34. 54 5.88 527.32
g(N X CO)FzRCz +97 .23 323 3.85 .44 190 31.49 10.11 480.60
(N x ('30)]3‘21:{(:3 .78 .15 257 3. 51 «93 174 23.71 14,79 361.98
(N x CO)FZRC4 . 84 .30 280 3.15 . 56 156 27.95 19.75 426.56
(N x PO)FzRCI . 88 22 293 3. 53 .26 175 39.98 6.04 610,38
(N x PO)FzRCZ . 86 +19 287 3.31 .58 164 22,07 11.05 336.79
(N x PO)F2RC3 .76 . 26 253 3.15 . 69 156 18, 68 7.80 285.19
(N x PO)F2RC4 . 86 . 09 287 3.78 . 27 187 30. 55 7.80 466, 25

* Lineas producto de la segregacidén en F2 de la cruza de la lineas bésica con la fuente de opaco-2 (C0, P0) seleccionadas
por fenotipo opaco.



a = Media promedio (22 observaciones ) del contenido de Try/Prot.
b = Desviacidén estandar (Sx) del contenido de Try/Prot.

Porciento de triptofano en proteina incrementando al ser incorpo-
rado el gene opaco-2 tomando como 100% a las lineas normales.

(e}
1]

o
1]

Media promédio (22 observaciones ) del contenido de Lys/Prot.
e = Desviacidn estandar del contenido de Lys / prot.

Porciento incrementado de lisina, en comparacién con los normales.

[
n

g = Media promedio del contenido de aminoacidos libres (AAL) expresa~-
dos como micromoles equivalentes de leucina en proteina (22 obser-
vacionesg),

h = Desviacién estandar del contenido de AAL/Prot.

i = Porciento incrementado de AAL, en comparacién con los normales.
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d) Estudio de correlaciones

En el cuadro 4 pueden observarse las correlaciones para cada una
las fuentes de opaco-2 (C0, P0) con las diferentes lineas bisicas.
Correlacién triptofano-lisina (rp_; )

En general las correlaciones obtenidas son altas y en su mayoria
significativas, variando de ro_y _ . 74-0.94°

Sin embargo, al obtener la correlacién general para las 4 lineas
bésicas cada una de éstas con dos fuentes de opaco-2 y sus diferentes
niveles de retrocruza, el valor de la asociacién es reducido a 0.71
(altamente significativo).

Por lo que, existe la posibilidad aun cuando en el presente trabajo
se haya incluido una amplia variabilidad genética, de llegar a tener

correlaciones bajas cuando se tenga mayor diversidad de germoplasma.

Correlacién AAL-triptofano (raar1,-T)y AAL-lisina (rAAL—L)

Las correlaciones (r) observadas en forma separada para cada una
de las Iineas bdsicas con la fuente CO son altas; presentandose una va-
riabilidad mayor para TAAL-L = 0.75 - 0,91 €° donde algunas rAA-L
no son significativas al compararlas con los valores de TAA=T 0.82-09
en donde hay una menor variabilidad, siendo todas las rpay,-T signi-
ficativas y de valores mds altos.

Para el PO se observa una amplia variabilidad. Tanto para TAAL-L

0.47-0. 87 como para TAAL-T = 0. 95-0, 92"
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Cuadro 4. Correlaciones (r) triptofano a lisina (rq._ ), aminodcidos libres a lisina (rpay,.1,) ¥ aminoédcidos libres a

triptofano (r

—T)’ obtenidas de 4 lineas bésicas con las versiones Celaya opaco-2, Puebla omco-2 y
cada una de éstas, con cuatro niveles de retrocruza.

Lineas Observaciones r'r-L TAAL-L TAAL-T
Bg x Co 6 0. 893%* 0,752 0, 842%
Bg x CO 6 0.783 0. 858% 0. 969%3%
Bipg x CO 6 0. 897% 0.913% 0. 824%
T3 x CO 6 0.751 0.762 0. 839%
B8 x PO 6 0. 943%% 0.474 0. 258
Bg x PO 6 0. 813%% 0. 579 0. 814%
BIO x PO 6 0. 886% 0.761 0. 920%
T3 x PO 6 0.742 0. 874% 0.919%
Correlacién Gral 44 0. 711%% 0. 58 6%k 0. 657%%

% Correlacidn significativa a un nivel de probabilidad comprendido entre 0. 05 - 0. 01
*% Correlacion altamente significativa a un nivel de probabilidad menor de 0.01.



Las correlaciones generales considerando las 4 lineas bdsicas;
cada una de estas con las dos fuentes de opaco-2 y sus diferentes
niveles de retrocruza, son de valor bajo TAAL-L 0.58 Y rAAL-T
0. 65 (altamente significativos). Puede decirse al observar las co-
rrelaciones de cada una de las lineas con el PO, que el efecto del
gene o, de incrementar el contenido de AAL es dependiente de la
fuente de opaco-2 que se utilice para incorporar este caricter.

Al igual que para el caso de la correlacién roop,e existe la posi-
bilidad de llegar a tener correlaciones bajas, que ya en estos mate-~
riales pueden observarse, debidas a la diversidad genética, fuente
de opaco-2 y muestreo en el campo, ya que las muestras donde se pre
sentaron la mayoria de los valores bajos de AAL contenian cantidades
variables de granos con fenotipo de normales.

Una mejor explicacién a los valores bajos de correlacién de AAL-1i
sina y de AAL-triptofano, puede tenerse al observar las graficas 1-8
donde se graficaron los valores obtenidos en los pardmetros lisina,
triptofano y AAL, para cada una de las lineas basicas con sus diferen-
tes niveles de retrocruza con ambas versiones de opaco-2 (C0, P0).

Los valores obtenidos por el método de AAL al igual que el de
lisina y triptofano detecta las caracteristicas de los maices con el
gene opaco-2 de los normales (graficas 1, 2, 3, 4, 5, 8). Ademaés
se puede ver en las gréaficas 4y 5 en los puntos (R2 POy Rg Co)
respectivamente que el método de AAL puede detectar valores bajos
de lisina en proteina, que correspondieron a valores comprendidos
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entre 0. 55-0. 64 de triptofano en proteina, dichos valores se consideran
altos para maices normales, en donde gradualmente varian de 0. 30-

0. 51, pero que también son encontrados en maices con fenotipo opaco
de genotipo normal. Estos valores son dudosos al seleccionar por trip
tofanoc y sélo se puede diferenciar si tienen el gene o, determinando
lisina.

En la grafica 6 en los puntos (Ry P0) y (R3 P0), puede observarse
que existen valores de AAL, que son bajos para los correspondientes
a lisina y triptofano, en comparacién con los observados en las otras
graficas. Estos valores adn cuando son ligeramente mayores a los
de las graficas 4, en el punto (R2 P0) y 5 en el punto (R3C0) y a los en-
contrados generalmente en los maices normales son poco frecueﬁtes
en los maices con el gene opaco-2.

En forma contraria a lo observado en la gréfica 6, en la gréfica 7
en el punto (R4CO) se tiene un valor de AAL mayor a los encontrados
en los maices normales, correspondiente a valores bajos de lisina y
triptofano, pero atn asi no alcanza los valores reportados para las i

neas con el gene opaco-2.
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Gréfica 1. - Contenido de aminoacidos libres (AAL) expresado en micro
equivalentes de leucina en proteina, lisina en proteina y -
triptofano en proteina del endospermo de la linea bisica ori=
ginal BlO' de su F2 seleccionada por fenotipo opaco, de la
primera cruza con el Celaya opaco-2 (B1gxC0 ), asi como
las ¥y seleccionadas por fenotipo opaco de sus cuatro cru-

zas regresivas. (RCq, RC,, RC3, RC4).
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Grafica 2. - Contenido de aminodcidos libres (AAL) expresado en micro
equivalentes de leucina en proteina, lisina en proteina y trii
tofano en proteina del endospermo de la linea basica original
B10J de su Fg seleccionada por fenotipo opaco, de la prime-
ra cruza con el Puebla opaco-2 (B x P0), asi como las Fy
seleccionadas por fenotipo opaco de sus cuatro cruzas regre
sivas. (RCy, RC2, RCS" RC4)
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Grafica 3. - Contenido de aminodcidos libres (AAL) expresado en mi-
croequivalentes de leucina en proteina, lisina en mr oteina
y triptofano en proteina del endospermo de la linea bésica
original T3, de su F, seleccionada por fenotipo opaco, de
la primera cruza con el Celaya opaco-2 (T3 x C0), asi co
mo las Fz seleccionadas por fenotipo opaco de sus cuatro
cruzas regresivas. (RCl, RCy, RC3, RC4).
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triptofano en proteina del endospermo de la linea bidsica ori
ginal Tg, de su Fyseleccionada por fenotipo opaco, de la pri
mera cruza con el Puebla opaco-2 (T, ¥ P0), asi como las
F2 seleccionadas por fenotipo opaco de sus cuatro cruzas
regresivas. (RCy, RCZ’ RCg, RC4).
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Grafica 5. - Contenido de aminodcidos libres (AAL) expresado en micro
equivalentes de leucina en proteina, lisina en proteina y
triptofano en proteina del endospermo de la linea bédsica
original Bg, de su F2 seleccionada por fenotipo opaco, de
la primera cruza con el Celaya opaco-2 (B8x C0), asi co-
mo las Fy seleccionadas por fenotipo opaco de sus cuatro
eruzas regresivas. (RCl, RCZ’ RC3, RC4).
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Gréfica 6, - Contenido de aminodcidos libres (AAL) expresado en mi-
croequivalentes de leucina en proteina, lisina en proteina
y triptofanc en proteina del endospermo de la linea bésica
original Bg, de su F, seleccionada por fenotipo opaco, de
la primera cruza con el Puebla opaco-2 (Bg x P0), asi
como las F, seleccionadas por fenotipo opaco de sus cuatro
cruzas regresivas. (RCl, RCZ, RC3’ RCy).
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Grafica 7. - Contenido de aminodcidos libres (AAL) expresado en mi-
croequivalentes de leucina en proteina, lisina en proteina
y triptofano en proteina del endospermo de la linea bésica
original Bg, de su F,, seleccionada por fenotipo opaco, de
la primera cruza con el Celaya opaco-2 (B, x C0), asi co
mo las Fy seleccionadas por fenotipo opaco de sus cuatro
cruzas regresivas, (RCl, RC2, RC3, RCy).
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mo las F_ seleccionadas por fenotipo opaco de sus cuatro
cruzas regresivas. (RCy, RCg, RC,, RCy).



CONCLUSIONES
El contenido de proteina en el endospermo es disminuido al ser
incorporado el gene opaco-2 sin importar la fuente, CO 6 PO,
de la cual provenga el gene 0y
En general el gene 09 aumenta el contenido de triptofano en pro-
teina hasta 3 veces més del normal, mejorando considerablemen
te la calidad proteica, asi también el gene opaco-2 aumenta el
contenido de ligina en proteina desde 56% hasta un 90%, sin de-
pender de la fuente de opaco-2.
Debido a la alta correlacidn existente entre lisina y triptofano,
el pardmetro triptofano en proteina es un buen método de selec-
cidén a utilizar en los progrmas de fitomejoramiento de calidad
proteica en maiz.
El método colorimétrico de ninhidrina para la cuantificacién
de AAL ain cuando en comparacién con los de triptofano y li-
sina resulte de muy facil manejo, bajo costo y de tiempo de
andlisis menor, es de poca confiabilidad para prediccién de
lisina en comparacién con el método de triptofano que comun-
mente se usa; debido a la variabilidad que existe en el conte-
nido de AAL en los maices con el gene og. De utilizarse el

método de ninhidrina se tendria que seleccionar posiblemen-
te por valores altos de AAL tales como 25 microequivalentes

de Leucina (AAL) en proteina como valor limite aceptable de

seleccién para tener valores altos de Lys/Prot.
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5.- Las correlaciones para cualesquiera de los pardmetros; tripto-
fano, lisina y aminoédcidos libres son altas cuando se obtienen
intra familias y no asi, al obtenerse entre familias, debido a
que al aumentar la diversidad genética los valores de las corre

laciones son disminuidos.
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