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Resumen

La contaminacién de semillas de maiz con aflatoxinas representa un riesgo para la salud
animal y humana debido a sus propiedades carcinogénicas. Existe evidencia de que el
hongo Aspergillus flavus, que produce las aflatoxinas, tiene la capacidad de infectar a las
semillas de maiz cuando estas se encuentran combatiendo algtn tipo de estrés abiotico
como la sequia. Se piensa que existe relacién entre la caracteristica de resistencia a
sequia y la resistencia a la contaminacién con aflatoxinas. La busqueda de segmentos de
genes o marcadores moleculares involucrados con moléculas participantes en la
magquinaria de resistencia a estrés hidrico, o bien, asociados a caracteristicas fenotipicas
que proveen resistencia a dicho estrés, puede proveer de herramientas moleculares para
el fitomejoramiento del cultivo. En el presente proyecto se realizé la caracterizacion y
diferenciacién fenotipica de 43 genotipos de maiz en cuanto a su resistencia al estrés
hidrico durante la germinacion, ocasionado por sustratos de alta presiéon osmotica y, a su
vez, en cuanto a la resistencia a la contaminacién con aflatoxinas de las semillas. Los 43
genotipos fueron sometidos a pruebas moleculares para determinar la existencia de
polimorfismo genético en secuencias de genes y marcadores moleculares previamente
seleccionados en base a accesiones referidas y consultadas en el banco de genes. Para los
segmentos se disefiaron parejas de oligonucleétidos cebadores que se utilizaron para la
amplificacién de los segmentos polimdrficos mediante PCR. En el presente proyecto se
buscé la relacién directa entre la resistencia al estrés hidrico y la contaminacién con
aflatoxinas, ademds de la asociaciéon entre los polimorfismos producidos por la
amplificacién del DNA y ambas caracterizaciones fenotipicas realizadas con las semillas.
Se encontraron diferencias significativas en la caracterizacién fenotipica, constatando la
diversidad genética de la muestra. No se hallaron asociaciones concretas de los
segmentos polimoérficos amplificados con las diferencias fenotipicas de resistencia a
estrés hidrico o contaminacién con aflatoxinas. Se encontraron caracteristicas
moleculares de interés para el mejoramiento genético de maiz con relacién a la
resistencia a estrés hidrico en la etapa de germinacién de maiz.



Abstract

Aflatoxin contamination of corn seeds represents a risk on animal and human health
due to its carcinogenic properties. There is evidence that Aspergillus flavus, which
produces the aflatoxins, has the potential to infect corn seeds while they are fighting
against any sort of abiotic stress. It’s been thought that a relation between the drought
tolerance feature and the aflatoxin contamination resistance exists. Searching of genes
and molecular markers segments involved with molecules participating with the
drought tolerance machinery, or associated to the phenotype features providing
resistance to the stress, can supply molecular tools for the cultivar breeding. In the
current project a characterization and differentiation of 43 corn genotypes about their
water stress tolerance produced with high osmotic pressure substrates during
germination and about their aflatoxin contamination resistance has been made. The 43
genotypes were assayed under molecular tests to determine the evidence of genetic
polymorphisms in genes and molecular markers sequences previously selected. The
selection was based on referred accessions and taken up from the Gen Bank. For those
segments, pairs of primers used to the amplification with PCR of the polymorphic
segments were designed. In the current project, the direct relation between water stress
and aflatoxin contamination, and the association between produced polymorphisms
with DNA amplification and both phenotype characterizations made with the seeds,
were searched. Significant differences of phenotype characterization were found,
confirming the sample genetic diversity. Se encontraron diferencias significativas en la
caracterizacion fenotipica, constatando la diversidad genética de la muestra. Specific
association of the amplified polymorphic segments with the phenotype water stress or
aflatoxin contamination resistances were not found. Molecular characteristics of
interest for genetic corn breeding related to water stress tolerance on seed germination
were found.



Capitulo 1

1.1 IMPORTANCIA DEL MA{Z

El maiz es uno de los granos alimenticios mds antiguos y mds importantes que se
conocen. La planta de maiz estd completamente domesticada y es una de las especies
mads productivas. Actualmente es el segundo cultivo del mundo por su produccién,
después del trigo, mientras que el arroz ocupa el tercer lugar. Globalmente, el maiz se
cultiva en 140 millones de hectareas con una produccién anual de mas de 580 millones
de toneladas métricas. Por otro lado, el maiz ocupa el primer lugar en rendimiento de
grano por hectdrea, en promedio, el maiz presenta un rendimiento mundial de 4000 Kg.
/ha. [Paliwal, 2001]

El maiz es consumido como alimento por millones de personas especialmente en los
paises en desarrollo, su consumo per. capita anual en algunos paises excede los 100 Kg.
Este cereal es probablemente el mas ampliamente distribuido en todo el mundo. [Pefia-
Valdivia 1996]

El maiz tiene usos multiples y variados. Es el unico cereal que se utiliza en distintas
etapas del desarrollo de la planta. Las espigas de maiz cosechado antes de la floraciéon de
la planta se utilizan como hortaliza. Las mazorcas tiernas de maiz dulce se consumen de
muchas formas, mientras que las mazorcas verdes de maiz (elotes) se consumen asadas,
hervidas o en forma de pasta blanda. La planta de maiz que estd aun verde proporciona
un buen forraje. El consumo de maiz en México es alto en comparacién con otros paises,
siendo las tortillas el producto de mayor consumo. El rango de consumo de tortillas en
México es aproximadamente de 325 g/dia por persona. Actualmente el maiz es materia
prima de una gran variedad de productos alimenticios de consumo humano y productos
quimicos, aunque su principal utilizaciéon sigue siendo la alimentacién animal. [Paliwal,
2001, Plascencia, 2004].

Todos estos indicadores hacen que el maiz sea un cultivo que debe ser debidamente
explotado a fin de alimentar la creciente poblacién mundial. Mas aun, dado que grandes
masas poblacionales dependen de la produccién de este cereal, surge la necesidad del
cultivo de maiz con modelos mads eficientes, cuya capacidad de resistir a condiciones
climaticas adversas proporciona a los cosechadores una gran ventaja agroeconémica.

El presente proyecto tiene como objetivo principal la identificaciéon de genes que
pudieran estar relacionados con la resistencia a la sequia y a su vez con la incidencia de



las aflatoxinas en el maiz, debido a la contaminacién por el hongo Aspergillus flavus.
Los resultados obtenidos contribuyen a la mejora del maiz en relacién a la resistencia en
diferentes estreses de tipo abidtico (en este caso a la sequia) y, consecuentemente, una
mejora en su resistencia ante la infeccién del hongo A. flavus, de modo tal que el maiz
mexicano siga representando un objeto costeable de produccién y sustento. [Seki, 2003]

1.2 ESTRESES QUE AFECTAN AL MAIZ

La produccion de maiz se ve afectada por diversos tipos de estrés, entre los cuales se
pueden enumerar los estreses de tipo bidtico y aquellos de tipo abiético. El estrés bidtico
es ocasionado por un gran numero de patégenos que ocasionan enfermedades a la planta
y a su vez causan importantes dafios econdmicos a su produccién. Asi pues, hay otra
cantidad de estreses de tipo abidtico que, en su conjunto son adversidades de tipo
climadtico que impiden que el maiz se desarrolle de manera adecuada y, al igual que las
enfermedades, ocasionan pérdidas econdémicas y productivas importantes.

El estrés de tipo bidtico resulta de una amplia gama de patégenos potenciales como
hongos, bacterias, nematodos e insectos que requieren e interceptan los productos de la
fotosintesis producidos por las plantas, y los virus que utilizan la maquinaria de
replicacién a expensas del huésped. [Dangl 2001]

Las enfermedades que afectan al maiz son muchas y muy variadas, muchas de ellas
dependen de la etapa de crecimiento de la planta de maiz y de la zona de cultivo, por
tanto, de las condiciones de temperatura y humedad de dicha zona.

Segun Paliwal (2001], las enfermedades que afectan a los cultivos de maiz pueden ser
clasificadas de acuerdo a la etapa en la que afectan a las plantas de la siguiente forma:
enfermedades que ocasionan a) pudricion de la semilla y enfermedades de las plantulas,
b) pudricién de las raices, c) pudricién del tallo, d) pudricién del tallo después de la
floracién, e) enfermedades foliares, f) enfermedades de la inflorescencia, g) pudricién de
la mazorca y h) pudricién de los granos durante el almacenamiento. [Paliwal 2001]

La mayoria de las enfermedades que afectan el maiz son causadas por un gran nimero
de hongos patdgenos, aunque algunas de ellas son ocasionadas por bacterias Algunos de
los hongos patdgenos causantes de las enfermedades de la planta de maiz son las especies
de los géneros Pythium, Fusarium, Diplodia, Gibberela, Cephalosporium,
Colletotrichum, Helmintorporium, Puccinia, Aspergillus, Penicillium, Physalospora,
Nigrospora, Cladosporium, y Rhizotocnia. Muchos de estos hongos atacan en mads de
una etapa a la planta de maiz, limitado por las condiciones climdticas, el estrés de la
planta y la inocuidad del ambiente de cultivo. [Paliwal 2001, Mazzani 2000]



En cuanto a las enfermedades que afectan al maiz pudriendo los granos de la mazorca y
durante el almacenamiento, se encuentra aquella causada por el hongo A. flavus que
participa en la producciéon de micotoxinas (aflatoxinas en este caso). Normalmente los
granos de la punta de la mazorca son los primeros que se infectan, produciendo un
crecimiento fingico de color verde amarillento. La infeccién debida a A. flavus, como se
verda mas adelante, se ve favorecida cuando el grano presenta humedades mayores a 15-
18%, o cuando el grano infectado es almacenado en ambientes himedos y calidos.
[Paliwal 2001]

En lo referente a los estreses de tipo abidtico que afectan al maiz se pueden enumerar,
en primer lugar, a la sequia, que suele ser devastadora especialmente en las primeras
etapas de crecimiento de la planta de maiz. Ademds pueden enumerarse situaciones
especificas de deficiencia de nitrégeno (estrés de baja fertilidad), acidez del suelo y alta
saturaciéon de aluminio, temperaturas altas y/o bajas, inundaciones y la salinidad del
suelo. [Laffite 2001]

La presencia de alguno de estos tipos de estrés afecta gravemente el desarrollo de los
cultivos de maiz. Por supuesto, la severidad del dafio ocasionado es proporcional a la
severidad con la que el estrés se presente. Asi pues, la combinacién de dos o mas estreses
ocasiona una mayor afectacion de los cultivos.

Los estreses abidticos mencionados pueden ocasionar reduccién del crecimiento de las
raices, con lo que se perjudica su funcionamiento, o bien, pueden tener efectos
negativos sobre el metabolismo (ej. fotosintesis, fertilidad de las florecillas,
polinizacién). Rangos inadecuados de temperatura ocasionan que las enzimas
encargadas de ciertas funciones metabodlicas no alcancen su actividad méxima y la
velocidad de las reacciones sea baja, reduciendo la tasa de metabolismo, o bien, que
simplemente no sean funcionales. [Laffite 2001].

La sequia, que tal vez sea el estrés abiotico mas devastador, ocasiona una restriccion de
la fotosintesis debida tanto a limitaciones de respiracién como a limitaciones
bioquimicas. Tales alteraciones pueden ser ocasionadas por altos niveles de salinidad del
suelo, puesto que el alto contenido de iones impide la movilidad del agua debido al
potencial osmético, a lo que se conoce como sequia fisioldgica, sin embargo, la salinidad
del suelo también ocasiona toxicidad y, por tanto, marchitamiento de la planta. [Laffite
2001]



1.2.1 Estrés bidtico: Infeccién del maiz con el hongo Aspergillus
flavusy contaminacioén con aflatoxinas

1.2.1.1 Aspergillus flavus

El hongo Aspergillus flavus pertenece al género Aspergillus. Los mohos de este género
causan deterioro a muchos productos alimenticios, produciendo metabolitos altamente
téxicos, tanto para el hombre como para los animales. Una caracteristica importante de
los hongos Aspergillus es que producen la inhibicién de la germinacién junto con
cambios de color, calentamiento, amohosado, apelmazado, y finalmente podredumbre
de las semillas. [Carrillo 2003, Pontén 2000]

El hongo A. flavus es capaz de crecer en un rango de 6 a 45°C, aunque la temperatura
6ptima de crecimiento es de 35-37°C. Asi mismo, el actividad de agua minima necesaria
para su crecimiento es de 0.78, aunque la éptima es de 0.95. No obstante, la temperatura
y actividad de agua déptimas para la produccién de aflatoxinas es favorecida por una
temperatura de 33°C y un actividad de agua de 0.99. Ademas se ha visto que el estrés de
las plantas, especialmente el estrés de humedad antes de la cosecha, esta asociado con un

aumento en la incidencia de la infecciéon de A. flavus [Carrillo 2003, Paliwal 2001, Hell
2003]

El crecimiento del hongo A. flavus no siempre condiciona la consecuente produccién de
aflatoxinas. Es muy posible que el crecimiento fungico sea apreciable y que no se
encuentre la cantidad de aflatoxina esperada. Para la sintesis de la micotoxina es
necesario, por ejemplo, la disponibilidad de Zn. Una escasa disponibilidad de este
elemento puede determinar la baja incidencia de este metabolito en algunos sustratos.
[Carrillo 2003, Huang 1997]

1.2.1.2 Mecanismos de defensa y respuesta a la infeccion

Las plantas cuentan con una gran cantidad de mecanismos de defensa a nivel celular y
molecular para combatir el ataque de organismos patdgenos. Los genes de resistencia
proveen un mecanismo por el cual la planta reconoce al patégeno y desencadena
muchas respuestas de defensa en contra de éste. Tales respuestas pueden ser la
fortificacién de la pared celular, la produccion de fitoalexina, la induccién de proteinas
relacionadas con la patogénesis, rapidos flujos de calcio y iones, la explosiéon oxidativa
extracelular y la respuesta hipersensitiva o la muerte celular programada en el sitio de la
infeccion. [Egea-Gilabert 2002, Boyes 1996, Belkhadir 2004, Huang 1997, Ronald 1998]



La respuesta hipersensitiva es un mecanismo inducido y controlado genéticamente para
la resistencia al ataque del patégeno. La interaccién planta patégeno en este tipo de
respuesta es especifica entre el gen de avirulencia del patégeno (avr) y los alelos del
locus correspondiente a la resistencia a enfermedades por parte de la planta (R). Cuando
ambos se encuentran presentes en el patdgeno y en el huésped respectivamente, resulta
la resistencia a la enfermedad. Por el contrario, si alguno de ellos estd inactivo o
simplemente no esta presente, resulta la enfermedad. Esta interaccién genética se lleva a
cabo siempre que los productos de (R) reconozcan las seflales provenientes de (avr)y
desencadenen la transduccién de sefiales que activan los mecanismos de defensa y
arresten el crecimiento del patégeno. Leister D (1998) explica que este tipo de
mecanismos se conservan en plantas monocotiledéneas, dicotiledéneas y plantas que
dan flores. [Dangl 2001 Egea-Gilabert 2002, Kanazin 1996, Leister 1998]

Cabe senalar que las plantas tienen un sistema de defensa basal, de menor amplitud y
mas lento que la respuesta ocasionada por los genes (R). La defensa basal no prohibe la
colonizaciéon del patégeno, pero limita su expansién. La accién de las proteinas
codificadas por (R) aparentemente acelera y amplifica las respuestas de defensa basal
innata. [Belkhadir 2004, Guo 1997].

La mayoria de los genes (R) que se han caracterizado codifican proteinas que contienen
un dominio rico en repeticiones de leucina (LRR). Este dominio especifico ha sido
encontrado en diversas proteinas que funcionan en sitios de interaccién proteina-
proteina, proteina-ligando y proteina-carbohidrato. Asi, los genes (R) que contienen
LRR se han clasificado de acuerdo a la presencia o ausencia de un motivo conservado de
sitio unién a nucleétido (NBS), ya sea ATP o GTP. La mayoria de los genes (R) codifican
tanto el dominio LRR como el motivo NB y un gran niimero de ellos estdn asociados a la
membrana celular. Bai ] (2002) sefala que el dominio LRR participa en el
reconocimiento de ligandos patogénicos en evolucion constante, mientras que el motivo
NBS participa en el reconocimiento de la sefializacién. Las proteinas R, por tanto,
reconocen la accién de los factores de virulencia siempre que modifican o perturban la
accién celular del huésped. No se ha asignado ninguna otra funcién a esta amplia clase
de genes. [Boyes 1996, Dangl 2001, Bai 2002, Belkhadir Y, 2004, Spielmeyer 2000,
Wang 2004].

La clase de genes con dominio LRR y motivo NB pueden ser subclasificados en dos
grupos, a lo que corresponde la identificacién del dominio en el extremo amino terminal
de la proteina. Dado que pueden diferir, se ha deducido que los dominios terminales de
las proteinas participan en eventos de sefializacién. El primer grupo tiene un dominio
con homologia al dominio intracelular de Drosophilla Toll y a los dominios de
sefalizacion de los receptores de interleucina mamifera (IL)-1, a dicho dominio se le
conoce como TIR (Toll Interleukin Receptors), por lo que a las proteinas de este



subgrupo se les ha nombrado (TIR-NB-LRR); Bai (2006) recalca que este grupo de
proteinas sélo se ha encontrado en plantas dicotileddneas. Por otro lado se encuentra el
subgrupo de proteinas cuyo dominio terminal se encuentra enrollado (coiled-coil
domain). A este subgrupo, por tanto, pertenecen las proteinas CC-NB-LRR. Dangl
(2001) senala que este grupo de proteinas probablemente comprende multiples
subfamilias que varian en tamaifio y locacién del dominio CC. [Dangl 2001, Bai 2006,
Wang 2004].

La informacidn recopilada a partir de los mecanismos y genes de defensa ante estrés de
tipo biotico de las plantas en general es de gran importancia para el entendimiento de
los mecanismos de resistencia propios del maiz. En este sentido, se ha encontrado una
gran diversidad de genes de resistencia en muchas plantas. Genes que participan desde
la percepcion del estrés bidtico (presencia y ataque del patdgeno) hasta genes que
muestran resistencia [Collins 1998].

1.2.1.3 Aflatoxinas

Las micotoxinas, en general son producidas por la estructura micelilal de los hongos
filamentosos o, mas especificamente, por los mohos. Las micotoxinas son metabolitos
secundarios que no son bioquimicamente significativos para el crecimiento del hongo y
su desarrollo. Sin embargo, ni todos los mohos son toxigénicos, ni todos los metabolitos
secundarios de los mohos son tdéxicos. Estos metabolitos enferman o matan a los
animales que los consumen. [Hussein 2001, D’Mello 1997, Carrillo 2003].

Las micotoxinas son compuestos ubicuos que difieren mucho en sus propiedades
quimicas, bioldgicas y toxicolégicas. Una micotoxicosis primaria se produce al consumir
vegetales contaminados, y secundaria al ingerir leche o carne de animales que comieron
forrajes con micotoxinas. [Carrillo L, 2003]

La contaminacién de los alimentos con micotoxinas puede suceder cuando la planta es
infectada en el campo por el hongo patégeno, cuando el hongo productor de toxinas
crece sobre los frutos y granos almacenados o bien cuando el desarrollo fungico sucede

durante el almacenamiento de los materiales ya procesados. [Carrillo 2003, Mendez-
Albores 2004 (a)]

Las aflatoxinas, que son parte de la lista de micotoxinas de mayor interés publico y
agroecondmico, son clasificadas como metabolitos carcinogénicos a los humanos. Son 6
especies quimicas diferentes, a las que se les ha nombrado Bi, B2, G1, G2, M1y My, de las
cuales la aflatoxina B es la mas toéxica. [Hussein 2001] Las aflatoxinas M1 y M2 sélo han
sido encontradas en alimentos licteos procedentes de vacas que han ingerido alimento
contaminado con la aflatoxinas Bi. [D’Mello 1997]



Las aflatoxinas Bi y B: son producidas por A. flavus, aunque no son las unicas
micotoxinas que este organismo produce. El riesgo de contaminacién por A. flavusy su
consecuente produccién de toxinas es mucho mayor en productos provenientes de los
trépicos. [D’Mello 1997]. Segun Carrillo (2003), las aflatoxinas pueden encontrarse en
alimentos como el ajo, almendras, arroz, arveja, avena, castafias, cebada, cebolla,
embutidos curados, especias, habas, hierbas aromaticas, higos, huevos de gallina, leche
de vaca, maiz, cacahuates, mijo, pastura, polen apicola, queso, salvado de maiz, soja,
sorgo.

Una amplia variedad de factores fisicos pueden favorecer la produccién de micotoxinas
en el campo y en el almacenamiento. Estos incluyen el tiempo, temperatura, humedad y
la infestacion de insectos. [D’Mello 1997]. El control de estos factores interactuantes
puede reducir seriamente el acceso del hongo a los granos de maiz. En México, en la
mayoria de las tierras de cultivo, la produccién de maiz, por ejemplo, es caracterizada
por ser de agricultura a baja escala y de labor intensiva, de temporal, no irrigada con
fertilizantes y pesticidas. Tal situaciéon implica que se reduzcan los rendimientos del
maiz y A. flavus, un hongo débil y oportunista es capaz de infectar los cultivos y
contaminar con aflatoxinas a la produccidn. [Plascencia 2004, Saleemullah 2006]

Es importante conocer que la presencia de A. flavus no asegura que existan aflatoxinas, y
que la micotoxina continua en el alimento aunque el moho haya desaparecido.

Carrillo (2003) indica que la aflatoxina B: puede inducir la aparicién de cancer hepatico,
ésta se excreta en la leche convertida en aflatoxina Mi. A su vez, la aflatoxina M es
cancerigena. Las aflatoxinas en general causan actividades carcinogénicas y
mutagénicas, dafio hepdtico agudo, cirrosis, induccién de tumores, teratogénesis y
acumulacién en tejidos e incluso desérdenes de tipo hormonal e inmunosupresor.
[Carrillo 2003, Sanchis 2000, Lucas Vifiuela E, Saleemullah 2006].

Actualmente se estan estudiando muchas estrategias para el manejo, reduccién y
eliminacién de la contaminacién con aflatoxinas de los cultivos, incluso el control
bioldgico que considera la accion de bacterias, levaduras y hongos competitivos. [Dorner
2004]

Segtn la FAO las condiciones que han de cumplir los procesos de descontaminacién de
micotoxinas son: 1) destruir, inactivar o eliminar las micotoxinas, 2) No producir
residuos toxicos, 3) Retener el valor nutritivo y aceptabilidad del producto, 4) no alterar
las propiedades tecnoldgicas del producto, 5) destruir el micelio y las esporas fungicas y
6) ser respetuoso con el medio ambiente. La FAO, a través de la consultora Enedina
Lucas Vifiuela, propone un andlisis de riesgos basado en conocimientos cientificos para
definir los niveles en alimentos (tolerancias, niveles de referencia y limites maximos



para residuos) que permitan armonizar los reglamentos y procedimientos de control
sobre las micotoxinas y faciliten el comercio internacional de los alimentos. [Sanchis
2000, Lucas Vifiuela, Van Egmond 1999]

En México, los limites maximos de aflatoxinas permitidos estan dados por la NOM-188-
SSA1-2002, ademas de establecer los requerimientos sanitarios para el transporte y
almacenamiento de los productos. La tabla siguiente (tablal) presenta los niveles
maximos establecidos por la Secretaria de Salud con respecto al tipo de alimento.

TABLA 1. LIMITES MAXIMOS PERMITIDOS DE AFLATOXINAS EN DIFERENTES TIPOS DE PRODUCTOS PARA CONSUMO
HUMANO.

Producto Nivel maximo permitido (pg/Kg)
Masa 12

Tortillas de mafz nixtamalizado 12

Tostadas de maiz nixtamalizado 12

Harina de maiz nixtamalizado para la produccién de 12

tortillas y tostadas

Tortillas de trigo 20

Tortillas de grano entero 20

Harina para la preparacién de tortillas de trigo 20

Granos enteros para la preparacion de tortillas 20

Fuente: Plascencia 2004.

La contaminacion del maiz con aflatoxinas depende de varios factores de resistencia asi
como de las condiciones ambientales ocurrentes. Los genotipos de maiz que presentan
menos contaminaciéon con aflatoxinas son aquellos que muestran 1) resistencia el
proceso de infeccién, 2) resistencia a la produccién de toxinas, 3) resistencia al dafio
causado por insectos y 4) tolerancia a los estreses ambientales (abiéticos).

1.2.2 Estrés abidtico: La sequia

1.2.2.1 Estrés hidrico o déficit de agua

La sequia, o escasez de lluvia, es una situacién climatolégica anormal que produce un
desequilibrio ecoldgico grave, puesto que las cosechas sufren dafios, se estresan. Aunque
éste no es el unico desequilibrio ocasionado, si es el que nos concierne. La sequia es uno
de los principales estreses ambientales que limitan el crecimiento de las plantas.

El estrés hidrico en general es una forma de déficit de agua, el cual es una condicién en
la que el estado del agua de las plantas conduce pequefios cambios, relativamente. La
deshidrataciéon implica la pérdida de la mayoria del agua libre protoplasmica y



condiciona la supervivencia a partir del agua ligada, que es el agua asociada a la matriz
celular. [Ramanjulu 2002]

El estrés hidrico restringe la fotosintesis debido a limitaciones bioquimicas y en los
estomas dado que la conductividad estomatal se ve fuertemente influenciada por la
presencia y concentracion de acido abscisico como fitohormona presente en el xilema.
[Laffite 2001] Asi pues, existen genotipos que presentan una mejor capacidad de
mantener esta fitohormona presente en el xilema, lo cual se ha visto fuertemente
relacionado con la cantidad de nudos radiculares; tales genotipos muestran una mayor
tolerancia a la deshidratacién debida a la presencia de sequia en el ambiente.

Asi pues, la tolerancia a la deshidratacién es el resultado de un proceso dindmico y
parece ser mediado por sistemas protectores que previenen el dafio letal. [Ramanjulu
2002] La medida en la que el estrés hidrico impacta sobre el crecimiento de un cultivo
estd influenciada por numerosos factores, tales como la etapa de crecimiento del cultivo
e historia del mismo, el area foliar, el volumen y firmeza de las raices, el déficit de la
presion de vapor atmosférica, la temperatura y la radiacién. [Laffite 2001]

Cuando el estrés hidrico se presenta durante el establecimiento del cultivo, las plantulas
son muy susceptibles y mueren, por lo que su poblacién se reduce. Si este estrés se
presenta cerca de la época de la floracién las pérdidas son debidas primeramente a un
decremento en el nimero de mazorcas por planta y de granos por mazorca, el nimero
de granos puede reducirse a causa de dificultades en la polinizacién o porque los évulos
fertilizados detienen el crecimiento, incluso, si el estrés hidrico aparece durante la
polinizacién, cuando los estambres estain emergiendo puede suceder el aborto de los
cigotos recién formados. La asincronia en el desarrollo de las flores, la pérdida de polen,
pérdida de receptividad de los estambres, fallas de fertilizacién, asi como el aborto de

embriones mencionado arriba son fallas causadas por la sequia.[Laffite 2001, Westgate
1996]

1.2.2.2 Mecanismos de tolerancia o resistencia a la sequia

Los mecanismos principales mediante los cuales las plantas lidian con el estrés hidrico
son, por un lado, la tolerancia y por el otro la evasién; este ultimo estd relacionado con
las adaptaciones que la planta realiza en su arquitectura (ej. Decremento del grado de
transpiracién, reduccién del drea de las hojas, incremento de la longitud y densidad de
la raiz, por mencionar algunas). [Ramanjulu y Bartels 2002]

Blum (1979) Describe el proceso de tolerancia a la sequia de la siguiente manera:
Cuando la humedad del suelo decrece, es decir, cuando el estrés hidrico del suelo se
incrementa, se retarda el crecimiento de la planta al grado de “tolerancia” de los tejidos



o la “evasién de la sequia” de todo el sistema. En un nivel critico de estrés, el
crecimiento cae a cero. El cese o el retraso del crecimiento permiten la osmoregulacién.
Siguiendo el cese del crecimiento, la fotosintesis puede continuar hasta el punto en que
los estomas se cierren completamente. Cuando el cierre estomatal estd completo, el
intercambio de gases es casi inexistente, pero la planta atn estd viva. [Blum 1979, 1989)

La transpiracion durante el estrés se mantiene con 1) el crecimiento de las raices, lo que
permite la maximizacién del aprovechamiento del agua disponible, 2) la
osmoregulacion, esto permite el mantenimiento del turgor y la proteccién de las
membranas celulares. [Blum 1989].

En el punto del cierre estomatal y disminucién de la transpiracion, la capacidad de las
plantas para permanecer vivas y continuar con el crecimiento hasta la desaparicién del
estrés, depende de los mecanismos de supervivencia. El mecanismo mas importante es la
hipersensibilidad, mencionado antes como mecanismo para la resistencia al estrés
bidtico. Tal mecanismo implica la reaccion del tejido vegetal de manera muy sensible al
déficit hidrico al entrar en un estado latente. [Blum 1979, 1989]

La resistencia durante la recuperacién es otra manera de resistencia al estrés, y esta
relacionada con la acumulacién de altos niveles de prolina, lo que promueve el ajuste
osmotico y ademads otorga energia para los tejidos en recuperacion. [Blum 1979]

La resistencia a la sequia involucra un rapido crecimiento inicial de la planta en
conjuncion con la menor reduccién de la fotosintesis durante el estrés. El proceso de
escape de la sequia es realizado por variedades de plantas de maduracion temprana para
el escape de una sequia tardia, lo que les confiere mejor rendimiento. [Blum 1979]

La evasion del estrés es otra manera de resistencia a la sequia o estrés hidrico en la que
se mantiene un alto potencial de agua en las hojas. Las plantas que son capaces de evadir
el estrés presentan una mayor nivel de respiracién en las raices, en comparacién con
plantas no evasoras, lo cual esta estrechamente relacionado con la integridad de las
mitocondrias celulares. La cera epicuticular es un componente basico para la evasién del
estrés pues reduce la transpiracién cuticular y la consecuente pérdida de agua, ademas
de que mejora el control estomatal.

La tolerancia al estrés hidrico, que para el caso es el mecanismo que nos concierne,
resulta de la coordinacién de alteraciones bioquimicas y fisioldgicas a nivel celular y
molecular, involucrando una gran cantidad de genes con diversas funciones, asi como
respuestas fisioldgicas a dicho estrés.



De un modo muy general, tales genes pueden clasificarse en dos grupos principales, al
primero pertenecen los genes encargados de proteger directamente a la planta contra el
estrés ambiental, mientras que al segundo corresponden el resto de los genes
involucrados en la regulacién de la expresién génica [Seki 2003]. Tal clasificacién
aparece insuficiente dado que la regulacién de la expresiéon génica es un proceso
complejo. Ramanjulu (2002) propone una clasificacién mas estricta en la que los genes
se separan en 5 cinco grupos principales (figura 1). El grupo 1 esta constituido por genes
que se expresan estableciendo una respuesta especifica en la resistencia al estrés. Al
grupo 2 pertenecen aquellos genes reguladores de la expresidn génica relacionada con la
resistencia (switches moleculares). Los genes de los grupos 3 y 4 estan involucrados
directamente con la sefializacién, esto es, la percepciéon de la sefial que indica la
existencia del estrés (grupo 3) y la transduccién de la sefial (grupo 4).

Y por ultimo, el grupo 5, tal vez el menos estudiado, estd formado por genes que se
apagan durante el estrés, modificando el metabolismo celular con un objetivo especifico
en la resistencia. [Ramanjulu y Bartels 2002]

Dentro de los genes que se encienden durante el estrés estableciendo una respuesta
especifica se encuentran aquellos que expresan a) proteinas LEA (late embryogenesis-
abundant) que se acumulan en las ultimas etapas de la embriogénesis o en respuesta a la
deshidratacion, existe el supuesto de que las proteinas LEA juegan un papel protector a
nivel celular en plantas estresadas [Xu 1996]. b) proteinas asociadas a canales de agua
que contribuyen a facilitar el transporte de agua en las membranas y regular su
conductividad, de modo que la permeabilidad de la membrana se incrementa
[Ramanjulu y Bartels 2002]; c) proteinas que transfieren lipidos las cuales participan en
la biosintesis de cuticula y con esto se reduce la perdida de agua de la planta [Ramanjulu
y Bartels 2002; Trevifio y O’Conell 1998], aunque los lipidos sintetizados durante el
estrés también han sido relacionados con la conservacién de las membranas celulares y
la defensa contra el ataque de organismos patdgenos [Trevifio y O’Conell 1998]; d)
proteinas inhibidoras de proteasas, representadas por inhibidores de cistein proteinasas
cuya funcién de inhibir la actividad de cistein proteinasas permite bloquear la muerte
celular programada, por otro lado se ha reportado que la expresién de estas proteinas
permite a la planta reducir el grado de transpiraciéon y la actividad fotosintética
[Ramanjulu y Bartels 2002, Massoneau 2005]; e) enzimas antioxidantes que contribuyen
a evitar la foto oxidaciéon mediante la detoxificaciéon de los radicales de oxigeno
presentes en las plantas estresadas; asi, la planta evade la acumulaciéon de especies
reactivas de oxigeno que surgen tras las reacciones degenerativas [Ramanjulu y Bartels
2002. Massoneau 2005]; f) proteinas involucradas en la reparaciéon de otras proteinas
dafiadas por el estrés, g) proteinas involucradas en la proteccién de estructuras
fotosintéticas y h) en la acumulacién de osmolitos, los cuales ayudan a mantener el



balance osmdtico que se ve afectado durante la deshidratacién. [Ramanjulu y Bartels
2002]

Los switches moleculares son en su mayoria factores de trascripcién de cinco tipos
diferentes: a) las proteinas que contienen un dominio de unién al DNA que es rico en
residuos basicos y se encuentra adyacente a un dominio ‘sierre’ de leucinas (basic-
leucine zipper proteins o b-ZIP proteins); b) las proteinas Myb, [Urao 1993] c) las
factores de transcripcién Myc-like bHLH (basic helix-loop-helix), d) las proteinas HD-
ZIP (homeodomain-leucine zipper) e) las proteinas que contienen un dominio
AP2/EREBP, que se unen a ABR (abscisic acid responsive element) [Seki 2003, Kizis
2001, Liu 1998, Park 2001]. Todas ellas identificadas por los tipos de dominios que
contienen y que las hacen especificas.

Grupo? ——----""-"""—@ [ Percepcién del estrés ]
Grupo 3 J/

<—|—. [ Transduccién de la sefial ]
Grupo 4 ————-—

Grupo 1/5 Ruta dependiente o independiente de ABA

EE—— [ Regulacién de la expresién génica ]

Acumulacién Proteccién Incremento de Proteinas de Modificaciones Reduccién del
de osmolitos antioxidantes membrana anatémicas CraETEE

Adaptacién a la deshidratacién

Figura 1. Cambios bioquimicos, anatémicos y morfoldgicos inducidos por la
deshidratacién a favor de la adaptacién. [Ramanjulu y Bartels 2002]

La sefalizaciéon ante el estrés es llevada a cabo por mds de una ruta, no obstante
comienza con la percepcion de la sefial (genes del grupo 3), seguida por la generacién de
segundos mensajeros (grupo 4) [Xiong 2002]. La percepcidén de la sefial es llevada a cabo
por moléculas asociadas a la membrana celular que contienen sitos sensibles al estrés
hidrico, a los que se conoce como osmosensores. Existe el supuesto de que las células
pueden tener una gran cantidad de sensores capaces de detectar cambios celulares
importantes (ej. cambios en la fluidez de la membrana), y con ello percibir la condicién
ambiental y desencadenar la sefial apropiada. Las moléculas que participan son canales



de iones, especialmente de Ca* (resaltando la funcién que este ion juega en muchas
rutas de sefializacién), histidin cinasas, entre otras cinasas. [Xiong 2002, Ramanjulu y
Bartels 2002, Xiong y Zhu 2001, Knight 1997]. Xiong (2001, 2002) menciona que a este
grupo es importante agregar moléculas secundarias de sefializacién o ligandos que
inducen la liberacién iones de Ca* en los canales de Ca%. Ejemplos de estos ligandos
incluyen inositol fosfatos, cuyos precursores son los fosfolipidos que conforman a la
membrana plasmatica, ribosa de ADP ciclico y acido nicotinico-adenin dinucleétido
fosfato. El mecanismo de transformacién de fosfolipidos a inositol fosfatos implica la
participacién de enzimas fosfolipasas. [Ramanjulu y Bartels 2002, Xiong y Zhu 2001]

La transduccidn de la senal es llevada a cabo mediante cascadas de MAP cinasas, cinasas
dependientes de calcio (CDPKs) y fosfolipasas. Las MAP cinasas son activadas por
receptores/sensores tales como protein tirosin cinasas, receptores acoplados a proteinas
G e histidin cinasas de dos componentes [Xiong 2002, Ramanjulu y Bartels 2002, Xiong
y Zhu 2001, Saijo 2000]

Sefial
/_ #
Receptores — @:ecocreeserersncnccsninens ® (Canales de iones, histidin cinasas,
Ca2* Moléculas de sefializacién @@ [nsP, ROS,
Cascadas de fosfoprotefnas @:--:--eeeee ® CDPK, SOSZ2/PKS, MAPK, proteina
Factores de transcripcion = @« ® FEREBP/AP2, bZip, dedo de Zinc
Genes de respuesta al estrés @---cceeeee . L,EA’ fqnaoxldantes, enzimas .
¥ * sintetizadoras/transportadoras de osmolitos
Respuesta

Figura 2. Ruta general para la transduccién de las sefiales en el estrés abiético. GPCR:
G-protein coupled receptor. InsP: inositol polyphosphates, RLK: receptor-like kinase.
[Xiong 2002]

Las moléculas participantes en la percepcién y transduccién de la sefal, asi como los
factores de trascripcion se presentan en la figura 2, donde se expone de modo general la
ruta genérica de sefializacién ocasionada por la presencia de un estrés abiotico.

Por dltimo, la funcién de aquellos genes del grupo 5 aun no es bien conocida, sin
embargo se sabe que algunos de ellos se apagan para lograr la acumulacién de
metabolitos que funcionen como osmolitos como la prolina. [Ramanjulu y Bartels 2002]



1.3 SITUACION ECONOMICA DEL MAIZ Y SUS AFECCIONES DEBIDAS A
AMBOS ESTRESES

México es el centro de origen del maiz, y su produccién agricola es caracterizada por
una amplia diversidad de genotipos que son cultivados bajo condiciones de no
irrigacion. El cultivo de maiz se realiza principalmente para el consumo propio de los
campesinos, como medio de subsistencia o para su venta en mercados locales.
[Plascencia 2004]

Hablar de la situacién econémica del agro en México, asi como hablar de la situaciéon
econdmica que concierne al maiz nos refiere en muchos aspectos a la situacion
econdmica del pais en general, especialmente a la filosofia politica por la cual se rige y
que se llama neoliberalismo. El neoliberalismo estd directamente asociado a los cambios
en el manejo del ambiente mads significativos. Asi pues, esta asociado con el libre
comercio y a la creencia de que las soluciones a los problemas ambientales sean dadas
por el mercado mas que por el gobierno. El neoliberalismo se asocia a la privatizacién y
comercializacién de lo que es de nadie, de lo que es del estado o de los recursos que son
propiedad comun, como los bosques, agua y la biodiversidad. [Liverman 2006]

La influencia del neoliberalismo sobre las tierras agricolas es muy extensa, como se
menciono arriba, estd ampliamente asociada con la privatizacién de los recursos y de la
produccién de cultivos en un sistema globalizado. [Liverman 2006]. Finalmente, la
influencia neoliberalista ha causado incrementos en la produccién agricola, pero tal
incremento se confina a los grandes productores mientras que se ha reducido el empleo
rural y de los pequefios productores, resultando en un incremento de la pobreza.

El Tratado de libre comercio entre Canadd, Estados Unidos y México provee un claro
ejemplo de la liberacién del mercado que ha causado impactos importantes en el
ambiente, y en el sector agricola. Liverman (2006) comenta que muchos investigadores
aclaman el sufrimiento del sector bajo el TLC debido a las importaciones provenientes
de los Estados Unidos y debido a que los productores de baja escala no han sido capaces
de participar en la nueva economia abierta, especialmente porque se les han retirado los
recursos. Los productores a gran escala, principalmente al norte del pais, han sido
capaces de incrementar su producciéon de vegetales, frutas y forraje a expensas del
recurso hidrdulico y con el uso de maquinaria y agroquimicos. Los productores
pequefios y mds pobres han encontrado dificil acceder a créditos, agua, y experiencia
técnica, ademas de las dificultades econémicas debidas a los bajos precios.
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Figura 3: Produccién de maiz y Area cultivada en México. Datos obtenidos de la
Organizacién para la alimentacidn y la agricultura (FAO).

La produccién de maiz refleja la situacién econdmica planteada. La figura 3 refleja el
comportamiento ascendente de la produccién, que durante una década (1994-2004)
aument6 por aproximadamente 2 millones de toneladas de maiz. Por el contrario, el
area que se dedicaba al cultivo del maiz en 1994 se vio reducida de casi 8 millones 200
mil hectareas, a 7 millones 100 mil en 2002, es decir, hubo una reduccién de mas de 1
millén de hectareas. A partir de entonces de visualiza una cierta recuperacion de las
tierras de cultivo, sin embargo, es de suponerse que los grandes declives de dreas
cultivadas en funcionamiento sean debidos a cambios ambientales drasticos, no
obstante, un aumento de la produccién indica en gran medida el aprovechamiento por
parte de los neolatifundistas para la produccién de dicho cereal, cuyos cultivos se
encuentran protegidos ante las adversidades climaticas, puesto que cuentan con sistemas
de riego y, mds aun, se cuenta con las posibilidades de fertilizacidén y combate de plagas
que la produccién rural no tiene. Es de esperarse que no sélo los cambios climaticos y las
plagas hayan reducido el area cultivada, sino también la desapariciéon del agro rural
mexicano. Sobre todo debido a las politicas neoliberalistas antes mencionadas que no
otorgan oportunidades serias a los campesinos, mientras que les ofrecen la oportunidad
de vender los ejidos.

Dadas las bajas oportunidades de los pequefios productores, los cultivos quedan
condicionados a los fendmenos naturales. Los cultivos son de temporal, es decir, se
espera que la lluvia sea quien mantenga la hidratacién de los cultivos. Laffite (2001) ha



seflalado que el maiz en las zonas tropicales raramente es cultivado bajo riego y la
variabilidad natural en la cantidad y distribucién de la lluvia significa que el estrés de
sequia puede ocurrir en cualquier momento del ciclo de su cultivo. En general, el
cultivo del maiz requiere al menos 500 mm de lluvia bien distribuida durante todo el
ciclo. En la mayor parte del pais, especialmente en el sur, la produccién de maiz es
caracterizada por ser de baja escala y de labor intensiva. Dicha situacién se encuentra
ampliamente polarizada en las diferentes regiones del pais. Las estadisticas de
produccién bajo distintas condiciones en distintas regiones se muestran en la tabla 2.
[Plascencia 2004]

Las zonas con mayor posibilidad de irrigacién en los cultivos son aquellas en el noroeste,
mientras que el restos de las superficies, principalmente al suroeste no cuentan con este
método de cultivo. La superficie irrigada corresponde a la sexta parte del total de
superficie sembrada en todo el pais, la cual produce el 45% de la produccion total. Lo
que reitera la polarizacién econdmica en el pais y la afeccién de la sequia a las
superficies no irrigadas.

TABLA 2. ESTADISTICAS DE PRODUCCION DE MAIZ EN DISTINTAS AREAS GEOGRAFICAS EN MEXICO EN
SUPERFICIES IRRIGADAS Y NO IRRIGADAS.

Superficie irrigada Superficie no irrigada
., A.rea Produccién Rendimiento A?ea Produccién Rendimiento
Regién cultivada © (t/ha) cultivada ® (t/ha)
productora (ha) (ha)

Noroeste 317,372 2°685,712 8.46 71,215 80,234 1.12
Noreste 121,104 636,593 5.30 446,462 422,637 0.94
Norte-centro 5,281 18,151 3.43 1,604 917 0.57
Sureste 101,407 304,189 2.99 2981,047  5°057,125 1.69
Centro 237,694 1°109,276 4.66 1°362,064 3'353,222 2.46
Oeste 283,933 1°529,351 5.38 1’889,636  4’855,961 2.62
TOTAL 1°065,792 6'283,272 6752,028  13’870,096

Los datos corresponden a los ciclos de primavera-verano y otoflo-invierno en 2001.
Fuente: Plascencia 2004.

En México, siglo 20, los impactos de la sequia pueden apreciarse en el declive de la
produccidén y exportaciones de cultivos y ganado y los correspondientes aumentos en
las importaciones, reduccién del drea de produccion, declive en la produccién de ganado
e incremento de incendios forestales. [Liverman 2000]. Por ejemplo, los impactos de la
sequia, en cultivos como el maiz, pueden ser apreciados en los niveles de importacién y
produccidn. (Figura 4)
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Figura 4. Relacién entre produccién de maiz y su nivel de importaciones en México.
[Liverman D. 2000]

La produccién fue baja en los periodos 1973-1976, 1979, 1982, 1986 — 1989, debido en
parte a la sequia en esos afios, pero también debido a las crisis econdmicas. Las
importaciones han crecido consistentemente en respuesta a la demanda creciente de la
poblacién, a su vez, la produccién ha crecido débilmente debido a las condiciones
climadticas adversas (principalmente a la sequia) y estreses que afectan al cultivo y a los
declives de la produccién. [Liverman 2000].

La geografia de los impactos de la sequia es revelada en los reportes climdticos. La
siguiente figura (figura 5) arrojada por el monitor norte americano de sequia (North
American Drought Monitor) [O’ Brien 2006] muestra la severidad de este fendmeno en
nuestro pais. Es conveniente hacer notar que la mayor parte del area terrestre de
nuestro pais se encuentra bajo condiciones climdticas adversas en lo que a sequia se
refiere. Es notable que estados como Sonora, Chihuahua, Sinaloa, Michoacan, Colima y
parte de los estados de Coahuila, Durango, Jalisco, Estado de México y Guerrero
enfrentan intensidades moderadas de sequia. En estas zonas el impacto de la sequia es
tanto agricola como hidroldgico. Por otro lado, estados como Baja California Norte y
Sur, Nuevo Leén, Tamaulipas, Zacatecas, Guanajuato, San Luis Potosi, Aguascalientes,
Nayarit, Querétaro, Hidalgo, Puebla, Distrito Federal, Campeche y partes del Estado de
México, Durango, Coahuila, Jalisco. Oaxaca y Guerrero presentan un nivel menor de
intensidad de la sequia, y el impacto de ésta es meramente agricola, sin embargo, toda
esta zona se encuentra delineada por un impacto dominante, esto es, se encuentra en un
riesgo constante de aumentar el nivel de sequia ya presente.



Intensidad:
DO0: Anormalmente seco
D1: Sequia moderada
- D2: Sequia severa
- D3: Sequia extrema b
- D4: Sequia excepcional

Tipos de impacto de la sequia

-~V Delinea el impacto de la sequia

A = Agricola
H = Hidrolégico

Figura 5: Monitor de Sequia en Norte América. [O’Brien T, 2006].

Debido a las adversidades climaticas de tipo hidraulico que aqui se describen, y debido a
las adversidades econdémicas que impiden el desarrollo del agro mexicano, de la
produccidn a baja escala, la necesidad de aportar genotipos de maiz resistentes al déficit
de agua es vehemente, pues en presencia de esta clase de condiciones extremas de
humedad y temperatura se han desarrollado hongos aflatoxigénicos que pueden llegar a
ser competitivos y dominar a otras especies de hongos del suelo. La sequia pede
comprometer la integridad y salud de los granos de la mazorca incrementando el grado
de infeccidén fungica. [Brown 1999, 2003, Chen Z-Y(a,c), 2004]



Capitulo 2. Metodologias experimentales

2.1 CUADRO METODOLOGICO

La metodologia general que se siguid para alcanzar el objetivo del presente proyecto de
investigacion se representa en la siguiente figura.

Objetivo General

v v

<Caracterizacién del ma|'> < Busqueda de RGAs >
| !

Germinacion de maiz en Busqueda bibliografica y
|5 sustrato de alta presion bioinformatica
osmoética i
Cuantificacion de Disefio y seleccion de
—> aflatoxinas — Extraccion de oligonucle6tidos
DNA de maices i
‘ 5 Amplificacion de fragmentos
del genoma por PCR
Clasificacion de los i
materiales

Andlisis de polimorfismos

l

Analisis de resultados

Y
< Conclusiones >

Figura 6. Cuadro metodoldgico del proyecto

2.2 UNIDADES EXPERIMENTALES
Las unidades experimentales utilizadas como material biolégico en el presente proyecto

comprenden 43 genotipos de maiz proporcionados por el banco de germoplasma del
Instituto de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
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TABLA 3. LISTA DE MATERIALES Y REGION DE ORIGEN DE LOS MAICES CRIOLLOS.

Clasificacién

Clave

Regién de origen

Colectas de maiz criollo (origen
1G0405)

INIFAP-ZM-002

INIFAP-ZM-003.1

INIFAP-ZM-003.2

INIFAP-ZM-004

INIFAP-ZM-005

INIFAP-ZM-006

INIFAP-ZM-007

INIFAP-ZM-008

INIFAP-ZM-009

INIFAP-ZM-010

INIFAP-ZM-011

INIFAP-ZM-012

INIFAP-ZM-013

INIFAP-ZM-014

INIFAP-ZM-015

INIFAP-ZM-016

INIFAP-ZM-017

INIFAP-ZM-018

INIFAP-ZM-019

INIFAP-ZM-020

INIFAP-ZM-021

INIFAP-ZM-022

INIFAP-ZM-023

INIFAP-ZM-024

INIFAP-ZM-025

INIFAP-ZM-026

Bajio
Bajio
Bajio
Bajio
Bajio
Bajio
Sureste
Sureste
Norte
Bajio
Bajio
Sureste
Noreste
Centro
Noreste
Norte
Norte
Sureste
Bajio
Bajio
Bajio
Noreste
Centro
Centro
Bajio
Sur

Materiales precoces seleccionados para
sequia del CECAL CIR-NOC INIFAP

INIFAP-ZM-027

INIFAP-ZM-028

INIFAP-ZM-029

INIFAP-ZM-030

INIFAP-ZM-031

INIFAP-ZM-032

INIFAP-ZM-033

INIFAP-ZM-034

Lineas y variedades mejoradas de Rio
Bravo

INIFAP-ZM-035

INIFAP-ZM-036

INIFAP-ZM-037

INIFAP-ZM-038

INIFAP-ZM-041

INIFAP-ZM-042

Lineas QPM procedentes de CIMMYT

INIFAP-ZM-143

INIFAP-ZM-150

INIFAP-ZM-162

INIFAP-ZM-173

INIFAP-ZM-182*
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* Linea no QPM

Los materiales utilizados fueron cultivados en el mismo lote y con la misma fecha de
siembra, evitando que afecten variables tales como la edad de las semillas, efectos del
clima, zona de cultivo y la calidad del suelo de cultivo sobre las diferencias manifestadas
en las pruebas experimentales. El manejo del cultivo desde la siembra hasta la etapa
poscosecha fue el mismo para la muestra de genotipos seleccionada, esto es debido a que
dichos factores afectan la calidad de las semillas y, a su vez, a los resultados de las
pruebas fenotipicas ensayadas sobre éstas.

Los 43 genotipos se agruparon como sigue (tabla 3):

Maiz criollo de 25 diferentes colectas. De acuerdo con un trabajo previo, los genotipos seleccionados son
aquellos tolerantes al desarrollo de hongos de almacén y al deterioro fisiolégico ocasionado por
condiciones de almacenamiento adversas. [Moreno, 2004].

8 materiales precoces seleccionados con tolerancia a sequia en etapas de floracién y llenado de mazorcas
provenientes del CIRNOC-INIFAP en Zacatecas.

3 lineas endogdmicas y 2 variedades mejoradas procedentes de la zona de Rio Bravo en la que prevalece
una alta contaminacion con aflatoxinas.

5 lineas aportadas por INIFAP, originarias de CIMMYT, de las cuales 4 son de tipo QPM. Genotipos de
este tipo se han caracterizado por su rapida pérdida de vigor y longevidad.

2.3 CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA DE LAS UNIDADES
EXPERIMENTALES

2.3.1 Prueba de resistencia a estrés hidrico

2.3.1.1 Prueba de germinacién con estrés hidrico utilizando PEG 6000.

Se disefid un experimento completamente aleatorio para un factor de variaciéon que
corresponde al genotipo de maiz. El modelo es de tipo lineal:

Yij =p+a;+g;

Donde p representa el promedio de germinacién de las 6 réplicas a examinar y o
representa el efecto de la variacién de genotipos sobre la media del porcentaje
germinacién resultante. € corresponde al error aleatorio resultante. Este andlisis se llevd
a cabo en el programa SPSS ver 12.0.0 [Lead Technologies, USA 2003]. Se prob¢ la
hipétesis nula de que las medias de la proporcién de semillas germinadas en cada caja
petri para cada genotipo son iguales (Ho: pu=p2=p3=...=pn), contra la hipdtesis alternativa
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que implica que hay diferencias fenotipicas en la respuesta al estrés hidrico entre los
genotipos, lo cual se ve influenciado por la diversidad genética de la muestra.

Se seleccionaron muestras de maiz limpio y entero o sin dafios. Las muestras de maiz
fueron desinfectadas con cloro al 3% en agitacién durante 1 minuto. De éstas, se
colocaron 30 semillas por cada genotipo de maiz en cajas petri con 15 ml PEG
(polietilenglicol) 6000 en solucién al 20% (w/v) con 750 ppm de captin para la
inhibicién de hongos. De cada genotipo se realizaron 6 réplicas. Las cajas con semilla se
incubaron a 25°C por 6 dias.

Ademas se utilizaron 60 semillas de cada genotipo como testigos. Es decir, se incubaron
en ausencia de PEG, con agua destilada y 750 ppm de captan en solucion (w/v).

Al sexto dia de incubacién se cuantificaron las semillas que germinaron durante la
incubacién. Las semillas que presentaron la aparicién de radicula de al menos 2 mm de
longitud se consideraron germinadas. Los genotipos con menor cantidad de semillas
germinadas se consideran mas susceptibles al estrés hidrico con este sustrato y, por
tanto, las semillas con mayor numero de semillas germinadas se consideran tolerantes al
estrés.

2.3.2 Prueba de resistencia a 1a contaminacidn con aflatoxinas

La prueba se basé en la inoculacién de muestras de semillas de maiz de cada uno de los
genotipos. El experimento obedece a un disefio completamente aleatorio para un factor
de variacién que corresponde al genotipo de maiz. El modelo es de tipo lineal:

Yij =pu+0o;+g;

Donde p representa el promedio del contenido de aflatoxinas en 3 réplicas y o
representa el efecto de la variacién de genotipos sobre la media del porcentaje
germinacién resultante. € corresponde al error aleatorio resultante. Este analisis se llevo
a cabo en el programa SPSS ver 12.0.0 [Lead Technologies, USA 2003]. Se prob¢ la
hipétesis nula de que las medias del contenido de aflatoxinas por genotipo son iguales
(Ho: pi=p2=p3=...=pn), contra la hipdtesis alterna de que el contenido es diferente, es
decir, que hay diferencias fenotipicas en la respuesta a la contaminacién con aflatoxinas
entre los genotipos, lo cual se ve influenciado por la diversidad genética de la muestra.

2.3.2.1 Cultivo del hongo A. flavusy obtencién de indculo.
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Se utilizaron esporas de A. flavus cepa #25. Dicha cepa reporta una alta produccion de
aflatoxinas (Moreno ] 2004). Las esporas fueron resembradas en placas de agar CZAPEK
e incubadas a 28°C por aprox. 4 dias. La cepa de A. flavusse disperso utilizando agua con
Tween-80 al 1%, aplicada directamente al hongo en la caja petri, raspando el hongo con
un bisturi de modo que se obtuvo una solucién con las esporas e hifas del hongo. La
solucion se filtrd para recuperar una emulsion de esporas y desechar las hifas del hongo.
Posteriormente se realizd un conteo de esporas en hematocimetro utilizando un
Microscopio Optico. De acuerdo al conteo, se diluyé la solucién obtenida hasta alcanzar
una concentracion en el indculo de 50 000 esporas/ml.

2.3.2.2 Determinacién del contenido de humedad de las semillas.

Para controlar la homogeneidad con la que el hongo infectaria a los granos de maiz, se
ajustd la humedad de cada muestra al 18.5%. Para ello se midi6 la humedad inicial del
maiz mediante el método de estufa, esto es, se colocaron y pesaron 5 semillas de maiz en
cajas de aluminio completamente libres de humedad y previamente pesadas y se
mantuvieron en estufa a 110°C por 72 horas. Se utilizaron 3 réplicas del experimento. Al
finalizar la prueba, se volvieron a pesar las cajas y se calculd el promedio del porcentaje
de humedad por diferencia de peso como sigue:

%H:ixloo
Wi

Donde:

%H-= Contenido de Humedad de las semillas
A= Pérdida de humedad (diferencia entre peso inicial y peso final)
‘Wi: Peso inicial de la muestra

2.3.2.3 Ajuste de humedad de las semillas e inoculacién de las semillas.
Debido que habia algunas variaciones en el contenido de humedad entre genotipos, se

calculé la cantidad de agua a adicionar para cada genotipo de maiz para que éste
alcanzara el 18.5% de humedad. El célculo se hizo como sigue:

_0
Ao (100 /ode_1 TV
100 -%H
Donde

A= Cantidad de agua a agregar
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Ha= Contenido de humedad determinado
H= Humedad deseada (18.5%)
‘W= Peso de la muestra

El tamafio de muestra por cada genotipo fue de 50 g (por triplicado) y la cantidad de
esporas agregada por muestra fue de 250,000, es decir, 5 ml del inéculo preparado. Las
semillas inoculadas con la solucién de esporas de A. flavus se agitaron perfectamente,
hasta que no se detectaran indicios de liquido dentro del frasco, lo que indica que los
granos de maiz absorbieron la humedad disponible. Los frascos se taparon con bolsas de
polietileno. Los frascos con semilla e inéculo fueron incubados por 15 dias a 28 °C y al
100% de humedad relativa.

2.3.2.4 Cuantificacién de la produccién de aflatoxinas

Para la cuantificaciéon de la produccién de aflatoxinas se utilizé el método Aflatest de
VICAM [NOM-188-SSA1-2002], basado en la técnica de cromatografia liquida (HPLC)
[Papp 2002, Pearson 1999, Sharma 2001].

Tras la incubacion, los frascos fueron esterilizados (201b/in?, 20 min) y sometidos a
secado en estufa a 50°C por 24 horas. Se extrajeron las aflatoxinas en tres réplicas por
genotipo (50 g), para lo cual se molieron muestras de 50 gramos de semillas de maiz con
5 g de NaCl en licuadora hermética. Las porciones de toxina en la semilla se extrajeron
al licuar el material molido con metanol al 80%. La mezcla se filtré a través de papel
filtro Whatman No.1 y 10 ml del filtrado fueron diluidos con 40 ml de agua destilada. La
preparaciéon se filtro a través de papel de micro fibra, de los cuales 10 ml fueron
agregados a la columna de inmunoafinidad especificas para aflatoxinas. Las columnas
fueron lavadas con 20 ml de agua destilada en dos pasos. Se diluyeron las toxinas
extraidas con 1 ml de metanol. Las toxinas fueron cuantificadas en un fluorémetro
después de agregarles 1 ml de bromuro al 0.002%.

Los resultados obtenidos fueron sometidos a la prueba de analisis de varianza en el que
se determinaron las diferencias producidas por genotipo. De acuerdo con Williams,
2003, las medias calculadas se transformaron a porcentajes de contaminacién para
adecuar los datos a un comparativo con materiales control previamente publicados. El
ajuste se aplicé como sigue:

%A=-2"x100
d

max

Donde:

34



%A= Porcentaje de contaminacién con aflatoxinas
a= Promedio de la concentracién de aflatoxinas
amax= Valor mdximo de contenido de aflatoxinas

2.3.2.5 Clasificacién de resistencia y susceptibilidad a la contaminacién con
aflatoxinas.

La clasificaciéon en base a la resistencia y a la susceptibilidad a la contaminacién con
aflatoxinas de los materiales se basd en los resultados de la prueba practicada como se
describe en la metodologia, utilizando como referencia de resistencia y/o susceptibilidad
a 2 lineas de maiz de las cuales ya se ha reportado su comportamiento antes este tipo de
estrés. La primera, la linea Mp339, ha exhibido altos niveles de aflatoxinas, por el
contrario, la linea Mp313E es reconocida por su resistencia a dicha contaminacién
[Williams, 2003]. Williams reporta la utilizacién de dichas lineas como control en la
evaluacién de la resistencia a la contaminacién con aflatoxinas de un grupo de 21
genotipos de maiz. En dicha publicacién se corrobora la eficacia de la utilizacién de
dichas lineas como controles del nivel de aflatoxinas producido. Los resultados
obtenidos por Williams se muestran en la siguiente tabla.

TABLA 4. RESULTADOS DE CONTENIDO DE AFLATOXINAS EN DIVERSOS GENOTIPOS DE MAIZ SEGUN WILLIAMS
2003.

Media del contenido de Aflatoxinas

] [0)

Genotipo (ng/e) YoA
Mp715 14a 0.8
Mp494 83b 47
Mp92:673 97b 5.5
Mp313E* 100bc 5.7
Mp420 180b-d 10.2
Mp97:161 182b-d 10.3
Mp95:513 226c-e 12.8
Mp97:160 231d-e 13.1
Mp95:512 251d-e 14.3
Mp97:155 2624d-f 14.9
Mp716 290d-g 16.5
(Mp305xT202) 463e-h 26.3
Mp95:519 573f-h 32.6
SC229 621gh 35.3
ADb24E 757hi 43.0
(Mp305xT202)-1-6-2-1-1-B 819h-j 46.5
GT-MAS:gk-5-3-1-1-1-1-B 826h-j 46.9
(Mp305xT202)-2-9-2-1-1-B 830h-j 47.2
Mp95:535 864h-j 49.1
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Tex6 1560ij 88.6

Va35 106ij 91.3
Mp339** 1665ij 94.6
Mp714 1760j 100.0

*Control Resistente
**Control Susceptible

Los resultados se convirtieron a porcentaje de contaminacién con aflatoxinas (%A),
considerando como genotipos resistentes a los genotipos que no difieren
significativamente del control resistente. Se realizé de igual manera para la clasificacion
de los genotipos susceptibles.

Los datos reportados en porcentaje de contaminacion con aflatoxinas en dicho trabajo se
utilizaron como referencia para la clasificacién de nuestros materiales.

2.3.3 Correlacién entre la resistencia al estrés hidrico durante la
germinacidn, y la resistencia a la contaminacién con aflatoxinas.

El nivel de asociacién de ambos factores representa una de las hipdtesis que sustentan el
presente proyecto. Para ello se realizé un analisis de regresién [SPSS ver 12.0.0 Lead
Technologies, USA 2003], con el que se calcularon el coeficiente de correlacion R y el
coeficiente de determinacién R? entre ambas variables, asi como el nivel de significancia
arrojado por un andlisis de varianza de los datos, lo que indica la validez de los
coeficientes calculados. Se relacionaron los resultados de ambas pruebas para cada
genotipo, utilizando 41 parejas de datos.

2.4 DETECCION DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASOCIADOS CON LA
EVALUACION DE LA RESISTENCIA A ESTRES OSMOTICO DE LAS SEMILLAS
DE MAIZ Y LA CONTAMINACION CON AFLATOXINAS.

2.4.1 Btsqueda bioinformadtica y seleccién de genes y marcadores
moleculares involucrados en la resistencia al estrés hidrico.

La btsqueda bioinformatica de genes y marcadores moleculares implicé la bisqueda de
reportes sobre la accién e importancia de genes que se han relacionado con la respuesta
y resistencia a la sequia sin discriminar la especie vegetal en la que fueron estudiados.
Tales genes y marcadores, como se menciona, han sido estudiados y su secuencia ha sido
reportada en el banco de genes [GenBank].
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Los genes buscados corresponden a secuencias de ADN que codifican una proteina o
enzima especifica y su rol en los mecanismos de resistencia a la sequia es conocido. Por
otro lado, la busqueda de marcadores moleculares se realiz6 a partir de secuencias
asociadas a rasgos especificos de la planta que le confieren resistencia, sin embargo, no
se conoce qué genes participan en la secuencia. Los marcadores moleculares incluyen
microsatélites y sondas de RFLP disefiados por los autores de los reportes consultados,
que permitieron asociar la secuencia con el rasgo esperado.

Las secuencias disponibles de marcadores moleculares y genes fueron obtenidas en Abril
de 2006 del GenBank disponible en la pagina: http://ncbi.nlm.nih.gov/genbank. Las
secuencias fueron almacenadas.

La seleccién de genes y marcadores moleculares implicé en primera instancia, la
cercania filogenética, asi pues, s6lo se consideraron genes y marcadores moleculares de
plantas monocotiledéneas, como el maiz. Los genes y marcadores moleculares
reportados para maiz se consideraron sobre los de especies ajenas. En segunda instancia,
se seleccionaron secuencias con informacion y estrategias reportadas.

2.4.2 Disefio de oligonucledtidos cebadores

Los oligonucledtidos se disefiaron utilizando el software Primer Select ver. 5.03
[DNASTAR Inc 1993-2003], utilizando las accesiones como fueron publicadas en el
GenBank. Los criterios de disefio fueron los siguientes:

Tamafio de la molécula cebadora: 22 a 30 nt

Tm: 35 a 65°C

Contenido de G y C en la molécula: 40 a 60%

Numero mdximo de nucledtidos alineados cuando el oligonucledtido forma orquilla (hairpin): 4
consecutivos.

Numero maximo de nucledtidos alineados cuando el oligonucledtido forma dimeros de tipo se/f- o hetero-
dimer. 4 consecutivos.

Las dos ultimas caracteristicas enlistadas fueron revisadas en linea con el software Oligo
Analyzer de idtDNA. [www.idtDNA.com]

Las 56 parejas de oligonucleétidos disefiados fueron sintetizados por Invitrogen Life
Technologies, Inc. E.U.A.

2.4.3 Produccién de tejido vegetal de las unidades experimentales
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Previo a la extraccién del ADN fue necesaria la obtencién de tejido vegetal de cada
genotipo, para lo cual se sembraron 10 semillas de cada uno en charolas de unicel con
pozos de aproximadamente 2 cm? para cada semilla. Las semillas se regaron por 10 dias y
se obtuvieron plantas con tejido suficiente. A cada individuo se le cortaron las hojas
obteniendo tejido vegetal de 1-2 cm?, de modo que se obtuvo una unica muestra de
tejido vegetal por genotipo que incluia el tejido de los 10 individuos sembrados. Las
hojas obtenidas fueron envueltas en papel aluminio y conservadas a -70°C.

2.4.4 Extraccién del ADN gendémico de las unidades experimentales

La extraccién de ADN se realizé de acuerdo con el método que utiliza sarcosina
publicado por Lopes, MA (1995). El cual consiste en cinco etapas principales.

2.4.4.1 Molienda y disgregacion del tejido

Esta etapa consiste en moler el tejido en mortero con nitrégeno liquido. Para ello se
utilizaron morteros estériles, congelados a -70°C, colocados en bases de unicel para
evitar su descongelacién. Los pistilos y las muestras se mantuvieron en las mismas
condiciones utilizando nitrégeno liquido en todo momento. El tejido vegetal se agregd
al mortero y se molié agregando nitrégeno liquido en 3 etapas de la molienda, de modo
que el tejido jamas se descongela y es posible la molienda hasta la obtencién de un polvo
fino que se recolecta en 3 viales distintos previamente congelados. Inmediatamente se
agregan 200 pl solucién de sarcosina cuya funcién es la lisis celular del tejido ya roto por
la fuerza de cizalla y los cristales de hielo. Se deja reposar por aproximadamente 1 hora.

2.4.4.2 Extraccién de carbohidratos y proteinas

Para la segunda etapa se agregan 600 pl de fenol por vial, en dos etapas. Esto es, se
agrega el fenol, se agita el vial en vortex hasta obtener una solucién lechosa y se
centrifuga a 14 000 rpm durante 20 minutos. Se recupera el sobrenadante en un vial
nuevo y se repite la operacion.

2.4.4.3 Degradacién de ARN
La tercera etapa implica la degradacién de ARN presente en la solucién, por lo que se

agregan 2 pl de RNAsa [12 ng/ul] a los viales con el ADN libre de fenol, y se incuba por
12 horas a 37°C.
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2.4.4.4 Precipitacién y lavado de ADN

Finalmente se agregron 600 pl de alcohol isoamilico-cloroformo y se dejo6 reposar por 20
minutos a -20°C logrando la precipitacién del ADN en el vial. Se centrifugd a 14 000
rpm durante 2 a 3 minutos y se decantd recuperando la pastilla de ADN ubicada en el
fondo de cada vial. Posteriormente se adicioné etanol absoluto y se agité la pastilla
formada. Se repitio la centrifugacion a las mismas condiciones y volvié a decantarse el
ADN. La tultima centrifugacién se realizé adicionando etanol al 70% siguiendo los
mismos pasos y condiciones que las anteriores.

Finalmente, el ADN adherido al tubo se dejé secar invirtiendo el tubo a temperatura
ambiente o 37°C. Una vez que se secd la pastilla de ADN formada, es decir, que ya no
contenia restos de etanol, se adicionaron 500 pl de buffer TE (Tris-EDTA) pH=8.0 y se
mezcld perfectamente.

2.4.5 Cuantificacién de ADN y estandarizacién de concentraciones

Para calcular la concentracién de ADN en los viales se preparé un gel de agarosa
ultrapura [Invitrogen Life Technologies Inc, EUA] al 1% en buffer TAE (Tris-Acetato-
EDTA) 1X, donde se cargaron las muestras utilizando 2 pl de cada una con 5 pl de buffer
de carga. Al inicio y final de cada linea de posillos se colocaron 4 pl de DNA de lambda
sin cortar en concentracion de 25 ng/ml, esto es, se cargaron 100 ng de DNA de lambda
sin cortar en cada extremo. La banda resultante sirve como referencia para el calculo de
la concentracion obtenida en los pozos con muestra.

El revelado del gel se realiz6 mediante la tincién con BrEt por aproximadamente 15
minutos y se fotografié con luz UV en transiluminador Chemidoc XRS [Biorad]. El
software de precision y almacenamiento de imagenes fue Quantity One ver. 4.5.0. La
imagen obtenida fue analizada con el software Kodak Digital Science para la
cuantificacién digital utilizando pardmetros como el tamafio de la banda y la intensidad
de color que presenta. Ambas caracteristicas son contrastadas con aquellas mostradas
por el lambda de concentracién conocida. Las concentraciones de ADN fueron
estandarizadas a una concentracidn final de 10 ng/pL

2.4.6 Establecimiento experimental de Temperaturas de fusion de
los oligonucledtidos disefiados

La evaluacién aqui planteada se realiz6 con el fin de conocer la temperatura 6ptima en

la que el primer se alinea con el ADN, para lo cual se ensayaron doce temperaturas
distintas. La prueba se realizé utilizando dos genotipos de maiz: INIFAP-ZM-012 y
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INIFAP-ZM-019 que, de acuerdo a los resultados, se encuentran en los extremos de
resistencia y susceptibilidad a estrés hidrico inducido por PEG, respectivamente.

El gradiente de temperatura se llev6 a cabo en termociclador, en el que se program¢ la
temperatura de fusién calculada de cada primer + 4.5°C. En total se probaron doce
temperaturas diferentes.

La reaccion fue preparada en 25 pl de volumen total usando 1 unidad de enzima Taq
Polimerasa Recombinante [Invitrogen Life Technologies Inc, Brasil] con 30 ng de ADN
total. Se utiliz6 el buffer a 1X [Invitrogen Life Technologies Inc, Brasil], 2 mM de MgClz
[Invitrogen Life Technologies Inc, Brasil], 0.2 mM de una mezcla de los cuatro dNTPS
[Invitrogen Life Technologies Inc, Brasil]. Los oligonucleétidos [Invitrogen Life
Technologies Inc, EUA] se adicionaron en concentracién de 0.2 pM.

Los gradientes de temperatura realizados fueron revisados mediante electroforesis
horizontal [Horizon 11-14, Bethesda Research Laboratorios, Life Technologies Inc.] en
agarosa ultrapura [Invitrogen Life Technologies Inc, EUA] al 1% con tincién en
solucién de Bromuro de Etidio [Sigma-Aldrich, Alemania] a 0.5 pg/ml. Las fotografias se
tomaron utilizando la cdmara DC40 [Kodak Digital Science] utilizando iluminacién UV
con transiluminador [UVP].

2.4.7. Amplificacién de fragmentos de ADN asociados a los genes o
marcadores moleculares seleccionados, utilizando PCR

Utilizando las temperaturas dptimas obtenidas del gradiente de temperatura para cada
oligonucleédtido, se prepararon reacciones de PCR utilizando el ADN extraido de cada
uno de los genotipos utilizados en las pruebas de resistencia o susceptibilidad a los
estreses. Las reacciones se prepararon en 25 ul de volumen total usando 1 unidad de
enzima Taq Polimerasa Recombinante [Invitrogen Life Technologies Inc, Brasil] con 30
ng de ADN total. Se utiliz6 el buffer de la enzima a 1X [Invitrogen Life Technologies
Inc, Brasil], 0.2 mM de una mezcla de los cuatro dNTPS [Invitrogen Life Technologies
Inc, Brasil], oligonucleétidos [Invitrogen Life Technologies Inc, EUA] a 0.2 uM y 2 mM
de MgClz [Invitrogen Life Technologies Inc, Brasil] y en algunos casos de utilizé 5 mM
de MgCla.

2.4.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida
El producto de PCR se visualizé mediante electroforesis vertical en gel de poliacrilamida

al 8.5% en solucién de urea 8 M. Se ocup6 TBE 1X como solucién en la camara [Maxi
Vertical, Clever Scientific Ltd. Reino Unido.]. Se emple6é como marcador de referencia
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100 ng de 1Kb [Invitrogen Life Technologies Inc, Brasil]. El tiempo de corrida fue de 4
horas con corriente constante de 230 volts. Los geles se tifieron con inmersiéon en
solucién de Sybr Green 1X [Invitrogen Life Technologies Inc, EUA] por 40 minutos y se
fotografiaron utilizando iluminacién UV con transiluminador [UVP].

2.4.9 Obtencion de matrices numéricas a partir de valores graficos
de amplicones

El analisis de los geles de poliacrilamida arrojo tres resultados de interés en la busqueda
de polimorfismos asociados con la respuesta a la sequia y/o a la invasién de las
aflatoxinas en los genotipos. Cada oligonucleétido puede generar en el gel uno o mas
amplicones al hibridarse con el DNA de las muestras. Para poder cuantificar y analizar
los amplicones generados, se tomaron en cuenta sélo los amplicones polimérficos, esto
es, que el tamafio en pb de cada uno variaba de genotipo a genotipo; para ello, la
informacién del gel, registrada en bandas de diversos tamafios se convirtié a
informacién numérica en matrices de datos donde se asigné el valor “1” a la presencia de
banda y “0” a la ausencia.

2.4.10 Determinaci6n del % de frecuencia de amplicones

La frecuencia de apariciéon de un amplicon se calcula a partir de la anotacién de la
presencia o ausencia de éste entre los patrones de bandas de los genotipos. Cuando el %
de frecuencia de un amplicén estd entre el 40 y el 60%, representa un interés potencial
para su utilizacién como marcador molecular. El porcentaje de frecuencia se calculd
como sigue:

%F =2 %100
n

Donde:

%F= Porcentaje de frecuencia del amplicon
a= total de bandas presentes entre materiales para un mismo amplicén
n=total de materiales evaluados

2.4.11 Correlacién entre polimorfismo genético y fenotipo
Se buscé la relaciéon de dichas bandas polimdrficas con los valores de las pruebas

fenotipicas realizadas antes y a partir de las cuales se clasificaron a los genotipos
(tolerancia al estrés hidrico y a la invasién de aflatoxinas) por medio de un analisis
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estadistico de correlacion (R?), que se realizo utilizando el software Microsoft Office
Excel 2003. Para el analisis sélo se utilizaron parejas de datos dados entre la
presencia/ausencia del amplicén y el valor de resistencia/susceptibilidad de la prueba
fenotipica. No se utilizaron los datos de resistencia intermedia. Los espacios muestrales
fueron de 20 pares de datos en cada prueba de correlacion.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 CLASIFICACION DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES EN BASE A SU
RESISTENCIA AL ESTRES OSMOTICO DURANTE LA GERMINACION.

3.1.1 Descripcién de los datos obtenidos

El experimento control se llevd a cabo al mismo tiempo que la germinaciéon de
muestras de maiz bajo condiciones de estrés osmotico. Los datos hasta aqui
presentados son utilizados para la correccién del dato de la germinacién total
obtenida en las muestras estresadas, es decir, si un genotipo especifico sélo logré
germinar el 90% de las semillas en condiciones normales, ese 90% se utilizé como
100% de germinacién para las semillas estresadas.

Los resultados de evaluacién a la resistencia ante el estrés osmdtico en la
germinacidén estdn dados en proporcién de semillas germinadas. Es decir, el 100 % de
germinacién indica que germiné el nimero miximo de semillas posibles (esto de
acuerdo al experimento control para cada genotipo).

De acuerdo con la figura 7 (pagina 33), los genotipos INIFAP-ZM-173 (maiz QPM),
INIFAP-ZM-034, INIFAP-ZM-034 (mejorados en sequia), y INIFAP-ZM-026,
INIFAP-ZM-024, INIFAP-ZM-021, INIFAP-ZM-020, INIFAP-ZM-034, INIFAP-
ZM-011, INIFAP-ZM-008 y INIFAP-ZM-005 (del banco de germoplasma de
INIFAP) presentan una germinacién total menor a la que se esperaba (<90%), en
condiciones normales. El genotipo INIFAP-ZM-034 presenté una germinacién
menor al 80% (figura 7).

El experimento realizado nos ha permitido clasificar a los diferentes genotipos en

resistentes, intermedios y susceptibles al estrés osmdtico durante la germinacion de
la semilla. Asi pues, se utilizaron los siguientes pardmetros de clasificacion:

>75% de germinacién: GENOTIPO RESISTENTE
40% < % germinacién < 75%: GENOTIPO DE COMPORTAMIENTO INTERMEDIO

< 40 % de germinacién: GENOTIPO SUSCEPTIBLE.

Los parametros de clasificacién fueron seleccionados de acuerdo con Moreno 1988.
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Figura 7. Proporcién de semillas germinadas por genotipo en condiciones normales.
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Figura 8. Proporcién de semillas germinadas bajo condiciones de estrés osmético inducido por Polietilenglicol.



TABLA 5. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE TUKEY PARA EL ESTRES INDUCIDO POR PEG (a=0.05).
Media de la proporcién de semillas

Genotipo germinadas + SD Subconjuntos homogéneos «>0.05
INIFAP-ZM-019 0.095 + 0.065 a
INIFAP-ZM-005 0.16 + 0.042 ab
INIFAP-ZM-004 0.188 + 0.082 a-c
INIFAP-ZM-034 0.27 + 0.065 a-d
INIFAP-ZM-021 0.276 + 0.058 a-d
INIFAP-ZM-033 0.31 + 0.07 b-e
INIFAP-ZM-008 0.311 +0.108 b-e
INIFAP-ZM-023 0.316 + 0.064 b-e
INIFAP-ZM-006 0.321 +0.081 b-e
INIFAP-ZM-020 0.373 + 0.039 c-f
INIFAP-ZM-031 0.385 + 0.105 c-f
INIFAP-ZM-010 0.405+0.118 d-f
INIFAP-ZM-016 0.408 + 0.13 d-g
INIFAP-ZM-024 0.413 + 0.089 d-g
INIFAP-ZM-026 0.435 +0.17 d-g
INIFAP-ZM-014 0.445 + 0.051 d-h

INIFAP-ZM-003.2 0.465 + 0.072 d-h
INIFAP-ZM-025 0.47 + 0.156 d-h
INIFAP-ZM-007 0.495 + 0.125 e-h
INIFAP-ZM-173 0.498 + 0.124 e-h
INIFAP-ZM-011 0.506 +0.17 e-i
INIFAP-ZM-002 0.518 +0.15 e-j

INIFAP-ZM-003.1 0.561 f-k
INIFAP-ZM-150 0.62 + 0.078 gl
INIFAP-ZM-029 0.65+0.119 h-m
INIFAP-ZM-018 0.718 + 0.098 i-n
INIFAP-ZM-162 0.725 + 0.098 j-o
INIFAP-ZM-015 0.725 + 0.076 j-o
INIFAP-ZM-032 0.731 +0.093 k-o
INIFAP-ZM-009 0.751 + 0.057 k-p
INIFAP-ZM-022 0.755 + 0.061 k-p
INIFAP-ZM-042 0.758 + 0.082 k-p
INIFAP-ZM-017 0.82 + 0.046 lq
INIFAP-ZM-030 0.836 + 0.104 m-q
INIFAP-ZM-041 0.846 + 0.103 m-q
INIFAP-ZM-013 0.856 + 0.033 m-q
INIFAP-ZM-038 0.866 + 0.076 n-q
INIFAP-ZM-027 0.893 + 0.058 n-q
INIFAP-ZM-037 0.895 + 0.07 n-q
INIFAP-ZM-035 0.92 + 0.036 n-q
INIFAP-ZM-028 0.931 + 0.063 0-q
INIFAP-ZM-143 0.948 + 0.048 pq
INIFAP-ZM-036 0.958 + 0.39 Pq
INIFAP-ZM-012 0.958 + 0.081 Pq
INIFAP-ZM-182 0.993 + 0.028 q

El grafico de la proporcién de semillas germinadas en PEG por genotipo (figura 8,
pagina 38), presenta la media de los resultados correspondientes a las 6 réplicas



realizadas para las pruebas de germinacién bajo condiciones de estrés osmotico
inducido por polietilenglicol. Las barras representan un intervalo de confianza del
95% de los datos obtenidos.

El resultado del andlisis de varianza de los datos indica que el nivel de significacién
debido a la variacién de maiz es mucho menor a 0.05, lo que implica que las medias
de las proporciones de semillas sin germinar arrojadas por cada genotipo son
diferentes y, ademas, que la diferencia en su comportamiento ante el estrés hidrico
es significativa entre genotipos de maiz.

En la tabla 5 (pagina 39) se muestra la media de los resultados y los subconjuntos
obtenidos tras la aplicacién de la prueba de Tukey, que agrupa a los genotipos de
maiz en subconjuntos homogéneos de acuerdo a su comportamiento ante el estrés
osmotico.

Los genotipos que pertenecen al subconjunto q son los que reportan la mayor
resistencia a la germinacién bajo condiciones estresantes. El subconjunto p y q estan
formados por aquellos genotipos que lograron germinar al menos el 75% se las
semillas bajo estrés. En el subconjunto a. b y c por el contrario, estan agrupados los
genotipos con la mayor susceptibilidad, esto es, la media estadistica de la proporcién
de semillas germinadas bajo estrés osmotico menor a 40%.

3.2 CLASIFICACION DE LLAS UNIDADES EXPERIMENTALES EN BASE A SU
RESISTENCIA A LA CONTAMINACION CON AFLATOXINAS.

3.2.1 Descripcién de los datos obtenidos

Los genotipos cuya humedad fue ajustada y fueron inoculados con esporas de A.
flavus fueron sometidos a una cuantificacién de aflatoxinas con el fin de observar si
hay una relacién entre la caracteristica de resistencia al estrés osmoético y la
infeccién por el hongo y su consecuente produccién de toxina.

Los resultados de la cuantificacién se muestran a continuacién en la tabla 6 (pagina
41), donde se muestran las medias y la desviacién estandar debida a las 3 réplicas del
experimento realizadas.

En la tabla 6 se sefialan los datos mas cercanos a los niveles reportados por los
controles de resistencia y susceptibilidad reportados por Williams 2003. Tomando en
cuenta tales datos y los subconjuntos reportados en la segunda columna se realiz6 la
clasificacion de resistencia y susceptibilidad a la contaminacién con aflatoxinas.



TABLA 6. CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE AFLATOXINAS PRODUCIDAS POR LOS GENOTIPOS.

Genotipo

Contenido de aflatoxinas (pug/Kg)

Contenido de Aflatoxinas

Media + SD (%)
INIFAP-ZM-033 23.33+5.03a 221
INIFAP-ZM-015 34.71+30.99a 3.29
INIFAP-ZM-042 66.00 + 71.07 ab 627
INIFAP-ZM-150 70.66 + 37.43 a-c 6.71
INIFAP-ZM-009 78.86 + 99.82 a-d 7.49
INIFAP-ZM-016 80.66 + 68.12 a-d 7.66
INIFAP-ZM-025 96.00 + 53.33 a-f 9.12
INIFAP-ZM-017 122.00 = 103.01 a-f 11.58
INIFAP-ZM-011 126.66 + 110.15 a-f 12.03
INIFAP-ZM-010 129.40 + 138.94 a-f 12.29
INIFAP-ZM-012 132.66 + 95.29 a-f 12.6
INIFAP-ZM-019 148.66 + 113.84 a-f 14.12
INIFAP-ZM-041 188.66 + 149.48 a-g 17.91
INIFAP-ZM-022 253.33 + 248.46 a-h 24.06
INIFAP-ZM-034 273.33 + 46.18 a-h 25.95
INIFAP-ZM-037 326.66 + 184.75 a-i 31.02
INIFAP-ZM-013 332.66 + 509.00 a-i 31.59
INIFAP-ZM-005 333.33 + 241.93 a-i 31.65
INIFAP-ZM-008 366.66 + 144.68 a-i 34.82
INIFAP-ZM-002 396.66 + 176.16 a-j 37.67
INIFAP-ZM-020 406.66 + 61.10 a-j 38.62
INIFAP-ZM-162 466.66 + 220.3 a-k 4431
INIFAP-ZM-004 473.33 +55.07 a-k 44.95
INIFAP-ZM-036 486.66 + 376.47 a-k 46.21
INIFAP-ZM-003 503.33 + 72.34 a-k 47.8
INIFAP-ZM-021 520.00 + 140.00 a-k 49.38
INIFAP-ZM-006 606.66 + 305.5 a-k 57.61
INIFAP-ZM-028 626.66 + 50.33 a-k 59.51
INIFAP-ZM-023 626.66 + 167.72 a-k 59.51
INIFAP-ZM-029 660.00 + 298.66 a-k 62.68
INIFAP-ZM-145 666.66 + 371.66 a-k 63.31
INIFAP-ZM-018 700.00 + 190.78 b-k 66.47
INIFAP-ZM-173 713.33 + 179.25 c-k 67.74
INIFAP-ZM-007 720.00 + 156.2 d-k 68.37
INIFAP-ZM-026 740.00 + 419.05 e-k 70.27
INIFAP-ZM-032 746.66 + 161.65 -k 70.90
INIFAP-ZM-024 820.00 + 280.00 g-k 77.87
INIFAP-ZM-030 826.66 + 23.09 g-k 78.50
INIFAP-ZM-027 860.00 + 111.35 h-k 81.67
INIFAP-ZM-038 926.66 + 92.37 i-k 88.0
INIFAP-ZM-014 687.33 = 597.62 jk - 9%3
INIFAP-ZM-031 1020.00 + 111.35 jk 96.86
INIFAP-ZM-182 1053.33 = 231.8 k 100.0

Fue posible corroborar que existen diferencias fenotipicas entre los materiales en la

respuesta al estrés bidtico provocado por el hongo A. flavus de acuerdo con el



andlisis de varianza. El nivel de significancia en la diferencia otorgada por el
genotipo es de 1.7 x 10 . Fueron 11 los subconjuntos homogéneos arrojados por la
prueba de Tukey, utilizando un o de 0.05, apuntados con las letrasa alak.

Como se puede apreciar, hay un grupo de genotipos cuyos resultados los agrupan en
todos los subconjuntos, marcados como a-k. Dichos genotipos son considerados
como genotipos de respuesta intermedia. Asi, los grupos superior e inferior, entre los
que se agrupan los datos mds cercanos a los controles, son considerados como
genotipos resistentes y susceptibles respectivamente.

La siguiente grafica (figura 9) nos permite apreciar los resultados con mayor claridad,
en la que se muestra la media de la cuantificacién de aflatoxinas las 3 réplicas
utilizadas. La barra representa el error estdndar. A través de éste se puede apreciar la
variacion de los resultados dentro de un mismo genotipo, variacién que aparece ser
muy contrastante de genotipo a genotipo. Asi, mientras para el genotipo INIFAP-
ZM-033 es de tan sélo 5 ng/g, para el genotipo INIFAP-ZM-013 y 014 es de mas de
500 ng/g (ver tabla 6 para comparar resultados). La barra de error tan amplia
producida por el genotipo INIFAP-ZM-013 es debida a que una de las réplicas
resultd
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Figura 9. Contenido de aflatoxinas producidas por los genotipos

con mas de 900 ng/g, mientras que las otras dos s6lo produjeron alrededor de los 50
ug/Kg. Aunque el alto indice de aflatoxinas reportado por dicho genotipo puede



deberse a que el experimento se realiz6 con semillas dafiadas en mayor grado que sus
otras dos réplicas, esta gran diferencia no puede ser superada debido a que no es
conveniente descartar el valor mas alto por el peligro que esto representaria, esto es,
catalogar a un genotipo susceptible como resistente sabiendo que una de las réplicas
ha producido un alto indice de aflatoxinas.

3.3 RELACION ENTRE LA EVALUACION DE LA RESPUESTA ANTE EL
ESTRES HIDRICO EN LA GERMINACION Y LA CONTAMINACION CON
AFLATOXINAS

Asi bien, los genotipos INIFAP-ZM-006, INIFAP-ZM-023 e INIFAP-ZM-031
presentaron susceptibilidad a ambos estreses inducidos. Los genotipos INIFAP-ZM-
009, 012, 017 y 041, presentaron la mayor resistencia ante la induccién del estrés
reportando 1.0 como calificacién general. Dichos genotipos han mostrado tener la
capacidad de germinar al menos en un 75% en condiciones de estrés hidrico al
tiempo que no han producido mas de 400 ng/g de aflatoxinas tras la infeccién forzada
del hongo A. flavus.
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Figura 10. Relacién entre la resistencia al estrés hidrico inducido por PEG y la
produccién de aflatoxinas por genotipo

La figura 10 presenta el grafico de correlacién de ambas variables evaluadas en
condiciones de estrés. Para comprobar si la resistencia o susceptibilidad de los
genotipos ante el estrés de tipo abidtico con el estrés bidtico que representa el



aspecto de estudio primordial en el presente trabajo, se identifica el nivel de relacién
de ambas variables.

Los resultados del analisis estadistico de regresion indican un coeficiente correlacién
R de 11.56%, coeficiente de determinacién? del 1.34% con nivel de probabilidad del
46% probado a un o del 5%.

La induccién de estrés hidrico utilizando polietilenglicol al 20% presenta una
relacién practicamente nula con la produccién de aflatoxinas. La relacién entre
ambas variables se presenta sélo en un 1.34% indicado por el coeficiente de
determinacidn, no obstante dicha relacién no es significativa.

Con un coeficiente de correlacién tan bajo y con un indice de significancia alto no es
posible aseverar la relacion entre ambos estreses al menos con el tamafio de muestra
utilizado y con los experimentos ensayados a los genotipos.

3.4 BUSQUEDA BIOINFORMATICA Y SELECCION DE GENES Y
MARCADORES MOLECULARES ASOCIADOS CON CARACTERISTICAS DE
RESISTENCIA A SEQUIA.

3.4.1 Busqueda y seleccidn de genes de resistencia a sequia

Se ha realizado una busqueda de la mayoria de los genes que se encuentran
reportados en la literatura relacionados con la respuesta y la resistencia a la sequia.

En total se encontraron 140 genes asociados a la respuesta a sequia. Tales genes
pertenecen a diversas especies vegetales, principalmente Arabidopsis thaliana, Oryza
sativa' y Zea mays, aunque también destacan Nicotiana tabaccum y Lycopersicum
esculentum.

Los genes se han agrupado en 5 grupos principales:

# Grupo 1: genes que se expresan estableciendo una respuesta especifica. (Ver apartado
1.2.2.2)

# Grupo 2: genes reguladores de la expresion génica relacionada con la resistencia
(switches moleculares).

#  Grupos 3 y 4: genes involucrados directamente con la sefializacién. Percepcién de la
sefial que indica la existencia del estrés (grupo 3) y la transduccién de la sefial (grupo
4).



#  Grupo 5: genes que se apagan durante el estrés, modificando el metabolismo celular
con un objetivo especifico en la resistencia.

En general se cuenta con 71 accesiones que corresponden a genes del grupo 1, es
decir, que representan una respuesta especifica al estrés. Esto incluye genes de
transporte de lipidos (1), proteinas LEA (5), proteinas de proteccién a estructuras
fotosintéticas (2), inhibidores de proteasas (8), enzimas antioxidantes (18), proteinas
asociadas a canales de agua (2), biosintesis de etileno y lipidos (6) y proteinas que
permiten la acumulacién de osmolitos (28). Asi pues, se presentan 16 diferentes
factores de transcripcion, 9 proteinas involucradas en la percepcion de la sefial y 12
accesiones involucradas en la transduccion de sefiales.

La lista de genes ademads incluye 6 genes candidatos propuestos por Wang (2005), es
decir, que se supone su funcién en la respuesta a la deshidratacién. Por otro lado, se
incluyen 23 genes de los que se conoce que responden ante el estrés participando en
la tolerancia, sin embargo no se sabe qué papel juegan.

Las accesiones seleccionadas se muestran en el anexo (tabla 10) para los cuales se
diseflaron oligonucledtidos, son genes hallados y caracterizados en especies de
plantas monocotiledéneas; 4 de ellos corresponden a genes de maiz, 1 de sorgo, 12 de
arroz, 4 de cebada, 5 de trigo, 1 de soya y 1 de amaranto.

Las accesiones en la tabla 10 (anexo) se agruparon de acuerdo a su funcion,
AMO055633 [Massoneau 2005] corresponde a un proteina inhibidora de proteinasas
encontrada en maiz, la cual pertenece a un grupo de 10 diferentes CC’s (Corn
Cystatins); el gen CA759417 [Wang 2005] corresponde a una proteina asociada a
canales de agua, cuya funcién general es facilitar el transporte transmembranal de
agua; accesiones D26448 [Ishitani 1995], CA754598 [Capell 1998], X57526 [Bartels
1991], X78205 [Straub 1994], CN845408 [Yang y McCormick 2004], AF023132
[Russell 1998] constituyen proteinas involucradas en el proceso de acumulacién de
osmolitos. Las accesiones M64267 [Rubio 2001] y M33119 [White 1988] codifican
enzimas antioxidantes, mientras que AF117660 [Li y Chen 2000] y Z26867 [Van
Breusegem 1994] presentan genes que codifican una proteina involucrada en la
biosintesis de etileno y, por ultimo, la secuencia AY566607 [Jang y Seo] codifica para
una proteina que transfiere lipidos. Todos los anteriores correspondientes al grupo 1
de genes.

Las secuencias en las accesiones CA762979 [Wang 2005], AY026332 [Lee 2001],
AF300971 [Dubouzet 2003], X61121 [Didierjean 1992] codifican para factores de
transcripcién, el primero de tipo myb, y el segundo de tipo b-ZIP. X61121 es
reportado como un factor que responde las proteinas de sefalizacion CDPK’s,
aunque no se conoce a qué tipo de factor de transcripcién corresponde.
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Las accesiones BH246288 [Schloss 2002], CA764883, CA765415 [Wang 2005],
AB042550 [Saijo 2000], AF519805 [Johnson 2002], Z26867 [Van Breusegem 1994],
AP003406 locus B1070A12.14 [Choi 2002], AP003406 locus B1070A12.7, AP003406
locus B1070A12.2 [Xiong 2002] y AP003406 locus B1070A12.5 [Wang 2005],
representan genes involucrados en las funciones de percepcién y transduccién de las
seflales celulares. Algunos de ellos corresponden a proteinas receptoras, mientras que
otras son transmisoras de la sefial, por tanto se engloban en los grupos 3 y 4
mencionados antes

Por ultimo, las accesiones X78432 [Labhilili 1995] y X56547 [Dunn 1991] son genes
cuya funcién aun no ha sido claramente elucidada, sin embargo se sabe que
participan en la resistencia al estrés hidrico.

Los genes que fueron rechazados (cerca de 100 genes) pertenecen en su mayoria a
especies de plantas dicotileddneas, lo cual representa la primera razén por lo cual no
se seleccionaron dado que son especies filogenéticamente alejadas. Entre las especies
mas estudiadas en este campo se localiza A. thaliana (20 genes), C. plantagineaum (6
genes), L. esculentum (6 genes), M. sativa (7 genes), tabaco (11 genes), O. sativa (27
genes) y Z. mayz (24 genes). El resto de los genes corresponden a otras especies de
plantas e incluso a la levadura S. cerevisiae, en las que se destacan no mas de 4 genes
por especie. Cabe resaltar la gran cantidad de genes correspondientes a las especies
de arroz y maiz que, para el caso, instauran los principales genes elegibles en este
proceso, sin embargo, muchos de ellos provienen de accesiones cuya informacién
permanece sin publicar, o bien, el autor no manifiesta la relacién del gen con la
resistencia al estrés hidrico como se expone en el GenBank.

En resumen, se han seleccionado 28 genes involucrados en la resistencia a la sequia,
todos ellos caracterizados a partir de plantas monocotiledéneas que participan en
diferentes funciones en la resistencia, y para cada uno se ha registrado el rol que
juegan dentro de la tolerancia al estrés hidrico y, por tanto, se ha disefiado una pareja
de cebadores que amplifique el gen en forma representativa (maximo 1200 nt).

3.4.2 Busqueda y seleccién de marcadores moleculares asociados
a la resistencia a sequia.

La busqueda de marcadores moleculares se realizé utilizando la base de datos de
marcadores moleculares en gramineas GRAMENE, disponible en Internet
(Www.gramene.org/).

En la btasqueda de marcadores moleculares se obtuvieron 31 marcadores

previamente reportados. Todos ellos con el conocimiento previo de que
corresponden a genes o QTLs ligados a la resistencia a la sequia. 22 de los marcadores
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reportados estdn ligados a QTLs de dos rasgos principales, el primero es el ajuste
osmotico que es una de las principales respuestas de las plantas para la tolerancia a la
sequia, el segundo estd vinculado con el sistema de raices de la planta, de modo que
se relacionan habilidades como el grosor de la raiz, el nivel de penetracién de las
raices, la capacidad de la planta de crear raices que no sean ficilmente arrancadas del
suelo y en general la cantidad de raices que la planta es capaz de producir bajo el
estrés. Los otros 9 marcadores estdn ligados a un gen especifico del que se conoce su
papel dentro de la resistencia a la sequia.

Se encontraron dos marcadores de tipo SSR: RM263 [Zhang 2001; Chen 1997] y
RM21 [Zhang 2001, Panaud 1996], con disponibilidad de oligonucleétidos. Se
incluyeron 2 sondas de RFLP sin etiqueta, de las cuales no se reportan
oligonucledtidos, aunque se tiene el numero de accesién donde la secuencia estd
disponible. Estas son la RG109 [Zhang 2001; McCouch 1988] para sistema de raices y
RG214 [Zhang 2001, McCouch 1988] para balance osmético. Del tipo RFLP que ya
han sido etiquetadas se incluyeron 25 sondas. Los detalles se pueden apreciar en el
anexo (tabla 11).

3.4.3 Disefio de Oligonucledtidos para amplificacién de
secuencias de ADN por PCR

Las accesiones seleccionadas fueron objetivo para el disefio de parejas de
oligonucledtidos especificas a las cuales se les asigné un numero tras el sufijo ZMS
(Zea Mays Sequia).

Las secuencias de oligonucleétidos disefiadas para la amplificacion de ADN se
describen en la tabla 12 (anexo), asi como las condiciones que se utilizaron para la
amplificacion por PCR y la accesion al que estd asociada la pareja de
oligonucledtidos.

De acuerdo con las caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados se calculd el
gradiente de temperatura a ensayar para conocer la Tm 6ptima de cada una de las
parejas. La Tm calculada (tabla 7 y tabla 12, anexo) fue obtenida por el software con
el que se disefiaron los cebadores [Primer Select ver. 5.03, DNASTAR Inc 1993-2003]
pues es uno de los criterios de disefio y seleccién de secuencias cebadoras. A su vez,
la temperatura fue constatada con la reportada por el fabricante [Invitrogen, EUA]
en los informes de sintesis de oligonucledtidos.
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3.5 ESTABLECIMIENTO DE TEMPERATURAS DE FUSION DE LOS
OLIGONUCLEOTIDOS CEBADORES.

Con esta actividad ha sido posible establecer la mayoria de las temperaturas de fusién
de amplificacién de los cebadores. Las temperaturas que no se reportan indican que
tras varios ensayos, no se obtuvo hibridacion de los oligonucleétidos contra el ADN
diana por lo que no se obtuvieron bandas de amplificacién en los geles de agarosa.

Las temperaturas de fusion ensayadas y obtenidas se muestran en la tabla 7.

TABLA 7. OLIGONUCLEOTIDOS PROBADOS EN PCR CON GRADIENTE DE TEMPERATURA:

. . Tamafio
. Pareja d,e. Tm calculada Gradiente T'm esperado de la
Oligonucledtidos ensayado seleccionada
banda
ZMS01 F:59.8°C, R: 59.4°C 60°C +4.5°C 59.5 384 pb
ZMS02 F:58.8°C, R: 58.6°C 60°C + 4.5°C 59 365 pb
ZMS03 FyR:59.5°C 60°C+45°C - 398 pb
ZMS04 FyR59.6°C 60°C + 4.5°C 60 765 pb
ZMS05 F: 64.9 °C, R: 65°C 65°C + 6°C 65 311 pb
ZMS06 F:59.6°C, R: 59.7°C 60°C+45°C - 780 pb
ZMS07 F:58.6°C, R: 58.7°C 60°C+45°C --——-- 931 pb
ZMS08 F:59.4°C, R: 59.1°C 60°C + 4.5°C 63 1020 pb
ZMS09 FyR:62°C 60°C + 4.5°C 57.5 504 pb
ZMS10 F:59.4°C, R: 59.6°C 60°C+45°C --——-- 820 pb
ZMS11 F:59.8°C, R: 60°C 60°C + 4.5°C 58 1180 pb
ZMS12 F:59.6°C, R: 59.5°C 60°C + 4.5°C 62.5 528 pb
ZMS13 F:59.6°C, R: 59.7°C 60°C + 4.5°C 55.5 1180 pb
ZMS14 F:59.8°C, R: 59.8°C 60°C£4.5°C --—-- 394 pb
ZMS15 F:59.8°C, R: 59.1°C 60°C + 4.5°C 57 337 pb
ZMS16 F:59.3°C, R: 59.2°C 60°C + 4.5°C 57 1031 pb
ZMS17 F:59.2°C, R: 59.3°C 60°C + 4.5°C --—- 503 pb
ZMS18 F:59.6°C, R: 60°C 60°C+45°C --—-- 1018 pb
ZMS19 F:59.3°C, R: 59.3°C 60°C+45°C --—-- 745 pb
ZMS20 F: 68.2°C, R: 66.8°C 67°C+8C - 221 pb
ZMS21 F:59.4°C, R: 59°C 60°C + 4.5°C 56 651 pb
ZMS22 F:59.9°C, R: 59.7°C 60°C + 4.5°C 56.5 674 pb
ZMS23 F:59.7°C, R: 59.6°C 60°C+45°C - 384 pb
ZMS24 F:59.5°C, R: 59.6°C 60°C+45°C - 1033 pb
ZMS25 F:59.5°C, R: 59.5°C 60°C £ 4.5°C 57.5 946 pb
ZMS26 F:73.8°C, R: 72.5°C 73°C £ 8°C 68 693 pb
ZMS27 F:59.3°C, R: 59.6°C 60°C + 4.5°C 62.5 210 pb
ZMS28 F:59.8°C, R: 59.7°C 60°C + 4.5°C 64 422 pb
ZMS29 F:59.3°C, R: 59.4°C 60°C + 4.5°C 55.5 403 pb
ZMS30 F:53.7°C, R: 50.3°C 52°C + 4.5°C 47 no esp
ZMS31 F:59.8°C, R: 60.5°C 60°C + 4.5°C 57 no esp
ZMS32 F:59.6°C, R: 56°C 60°C + 4.5°C 60 no esp
ZMS33 F: 43.6°C, R: 33.3°C 37°C+8°C 47 66 pb
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ZMS34 F:67.2°C, R: 66.8°C 67°C + 4.5°C 60 no esp
ZMS35 F:59.1°C, R: 59.1°C 60°C £ 4.5°C 60 333 pb
ZMS36 F:59.5°C, R: 59.4°C 60°C + 4.5°C 60 260 pb
ZMS37 F:59.4°C, R: 59.8°C 60°C + 4.5°C 60 262 pb
ZMS38 F: 43.6°C, R: 33.3°C 37°C + 8°C 37 no esp
ZMS39 F:59.2°C, R: 58.9°C 60°C +4.5°C 60 387 pb
ZMS40 F:59.8°C, R: 59.9°C 60°C + 4.5°C 60 561 pb
ZMS41 F:57.9°C, R: 57.5°C 60°C+45°C --—--- 187 pb
ZMS42 F:59.8°C, R: 60°C 60°C+45°C --—--- 214 pb
ZMS43 F: 68.9°C, R: 71°C 70°C + 8°C 70 120 pb
ZMS44 F:59.8°C, R: 59.8°C 60°C £ 4.5°C 60 376 pb
ZMS45 F:59.8°C, R: 59.9°C 60°C + 4.5°C 60 304 pb
ZMS46 F:59.2°C, R: 58.8°C 60°C+45°C --——-- 408 pb
ZMS47 F:56.5°C, R: 59.6°C 60°C+45°C = -—-—-- 232 pb
ZMS48 F:59.9°C, R: 58.7°C 60°C + 4.5°C 60 462 pb
ZMS49 F: 60°C, R: 59.8°C 60°C+45°C = -—-- 397 pb
ZMS50 F:59.8°C, R: 59.7°C 60°C + 4.5°C 60 229 pb
ZMS51 F:51.7°C, R: 51°C 51°C + 4.5°C 57 385 pb
ZMS52 F:58.9°C, R: 59.2°C 60°C+45°C --——-- 306 pb
ZMS53 F:59.1°C, R: 59.2°C 60°C+45°C --——-- 407 pb
ZMS54 F:59°C, R: 59.6°C 60°C £ 4.5°C 60 202 pb
ZMS55 F:59.2°C, R: 59.1°C 60°C + 4.5°C 60 305 pb
ZMS56 F:59.6°C, R: 59.5°C 60°C +4.5°C 60 189 pb

3.6 BUSQUEDA DE POLIMORFISMOS DE INTERES

En las pruebas de PCR ensayadas con las muestras de ADN extraidas de los genotipos
que conforman la muestra, se encontré que no todos los oligonucledtidos fueron
capaces de generar amplicones de DNA, asi mismo, no todos los amplicones
reportados son polimdrficos. Dado que son los amplicones polimérficos los que
representan los datos de interés para la asociacién genotipica con la respuesta
reportada ante los estreses
unicamente a los oligonucledtidos que presentan amplicones de este tipo.

ensayados, los resultados presentados se enfocan

TABLA 8. RESUMEN DE RESULTADOS DE AMPLIFICACION

Total de Total de
. Total de . (- . s
Tipo de . L. oligonucledtidos que oligonucledtidos que
. . oligonucledtidos .
Oligonucleétido o presentaron presentan amplicones
utilizados . o
amplicones polimdrficos
Gen 29 9 2
Marcador tipo SSR 2 1 1
Marcador para sonda 25 13 6
RFLP
Total 56 25 9
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La tabla 8 muestra un resumen de los resultados obtenidos tras la amplificacién con
los oligonucledtidos disefiados.

Asi pues, son 9 los oligonucledtidos que han producido bandas polimérficas entre
genotipos. El resultado arrojado por dichos oligonucleétidos fue analizado en
términos de frecuencia de apariciéon de cada amplicén, asi como el coeficiente de
determinacién R?, que indica el nivel de relacién entre la caracteristica fenotipica y
la aparicién del amplicdn, o caracteristica genotipica.

Todos los amplicones fueron analizados para ambas caracteristicas fenotipicas
ensayadas en los genotipos: a) la resistencia/susceptibilidad al estrés hidrico
ocasionado por sustratos de alta presién osmdtica durante la germinacién y b) la
resistencia/susceptibilidad a la contaminacién con aflatoxinas bajo la incidencia del
hongo A. flavus.

La tabla 9 muestra el resumen de los resultados obtenidos con los oligonucleétidos de
interés. La columna nombrada Probabilidad Amplicén vs. PEG, a=0.05, muestra la
posicién de la relacién encontrada entre las variables, dentro del nivel de
significancia de la curva de probabilidad arrojada por el andlisis de varianza, lo que
permite explicar la validez de la relacién obtenida. En la tabla se resaltan los
resultados mas significativos.

TABLA 9. RESULTADOS EN TERMINOS DE %FRECUENCIA Y RZ EN RELACION CON AMBAS CARACTERISTICAS
FENOTIPICAS EVALUADAS.

RZ

. Tamariio Amplicones ., R2 Probabilidad
Tipo de o Amplicén . .
Oligonucleétido esperado generados % F vs. Amplicon  Amplicén vs.
(pb) (pb) Aflatoxinas vs. PEG PEG, a=0.05
Gen ZMS16 1031 2000 59.3 0.0028 0.0029
1800 9.3 0.1384 0.0612
1600 15.6 0.1120 0.0176
1300 28.1 0.0005 0.1133
1031 25 0.0666 0.2268 0.0215
900 43.7 0.0028 0.3472 0.0030
850 25 0.0355 0.0747
750 9.3 0.0427 0.0964
600 28.1 0.0079 0.1133
450 78.1 0.0431 0.0104
380 12.5 0.0233 0.0021
350 56.2 0.0044 0.0595
270 53.1 0.0092 0.1406
Gen ZMS21 651 1000 14.2 0.0133 0.06
850 25.7 0.0109 0.0018
651 11.4 0.0625 0.3461
350 28.5 0.0416 0.003
240 60 0.0476 0.0412
Marcador tipo 800 71.4 0.0074 0.2479 0.0183
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SSR ZMS30 550 31.4 0.1427 0.1406

230 85.7 0.0233 0.071
Sonda RFLP 2300 55.8 0.1241 0.0045
ZMS31 800 44.1 0.0222 0.0727
550 47.0 0.0222 0.0769
300 5.8 0.0068
200 26.4 0.0157 0.2
150 735 0.0006 0.25
Sonda RFLP 2500 40 0.0666 0.0027
ZMS32 2000 457 0.0028 0.0357
1000 65.7 0.0938 0.071
900 4238 0.0028 0.0964
800 17.1 0.0017 0.034
600 40 0.0001 0.0982
350 85 0.05 0.0027
Sonda RFLP 1600 65.7 0.0011 0.1101
7ZMS33 1100 37.1 0.0999 0.0027
800 74.2 0.1138 0.0301
700 22.8 0.0074 0.0014
550 285 0.1976 0.1406
230 57.1 0.0375 0.0669
200 25.7 0.1138 0.0301
Sonda RFLP 550 62.8 0.0493 0.0318
ZMS40 400 14.2 0.0233 0.0124
350 31.6 0.0044 0.0085
200 37.1 0.0866 0.1101
Sonda RFLP 2200 17.1 0.0233 0.0124
7ZMS45 2000 82.8 0.0431 0.2763 0.0119
650 34.2 0.0139 0.0003
500 31.4 0.0001 0.0301
330 25.7 0.0375 0.0085
Sonda RFLP 550 25.7 0.0666 0.0006
ZMS48 450 77.1 0.0074 0.034

Los resultados muestran amplicones con diversas frecuencias. Las frecuencias de
interés se estiman en un rango de 40 al 60%, dado que indican que el fragmento de
ADN amplificado se encuentra en la media aproximada de las muestras. Los
fragmentos que aparecen en este rango pueden llegar a ser potencialmente utilizados
como marcadores. Se encontraron 13 fragmentos contenidos en el rango medio de
frecuencia, en su mayoria concentrados en los amplicones producidos por los
oligonucleétidos ZMS16, 31 y 32.

De las 9 parejas de oligonucledtidos disefiados para genes involucrados en la
respuesta o resistencia al estrés hidrico, s6lo ZMS16 Y ZMS21 presentaron bandas
polimérficas de interés. Los 7 oligonucleétidos restantes (ZMS01, 02, 11, 12, 15,25y
27) presentaron una banda unica por genotipo del tamafio de fragmento esperado
(ver lista de oligonucledtidos).
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La pareja de oligonucledtidos ZMS16, disefiada en base a la accesion de un gen que
codifica para una proteina dependiente de cinasa, presenta un conjunto de bandas
polimérficas, incluyendo a aquella del tamafio esperado, segin el disefio. Dicho
amplicén, de 1031 pb, se presenta en una frecuencia relativamente baja y no parece
tener relacién alguna con la defensa ante la inminente contaminacién con
aflatoxinas. Por otro lado, a pesar de la baja frecuencia, presenta un coeficiente de
determinacién R? de 0.22, es decir, que la varianza de la variable independiente se
relaciona en un 22% con la varianza de la variable dependiente. El resultado es
relativamente alto, comparado con el conjunto de los resultados presentados. El
fragmento de 900 pb producido por la misma pareja, presenta el coeficiente de
determinacién mas alto obtenido en relacidn con la resistencia al estrés hidrico, dado
por el 34.7%. A su vez, dicho amplicén se presenta en un rango de frecuencia medio.

El tamafio de fragmento esperado de 651 pb, segin el disefio de la pareja de
oligonucledtidos ZMS21, también esta presente entre los amplicones producidos, con
una frecuencia baja pero uno de los coeficientes de determinacién mds altos, de
34.6% en relacion con la resistencia al estrés hidrico.

El marcador de tipo SSR mostré un amplicén de aprox. 800 pb relacionado en un
24.7% (R?») con la respuesta al estrés hidrico. Por otro lado, los amplicones
producidos por los oligonucleétidos disefiados para sondas de RFLP de regiones de
ADN asociadas a caracteristicas de resistencia, no mostraron tener relacién con algin
estrés, a excepcién del fragmento de 2000 pb producido por la pareja de
oligonucledtidos ZMS45 que presenta una relacién del 27%.

Ninguno de los amplicones obtenidos y reportados presenta relacion alguna con la
resistencia a la contaminacién con aflatoxinas.
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Capitulo 4. Discusién

4.1 CLASIFICACION EN BASE A LA RESISTENCIA A ESTRES HIDRICO EN
LA GERMINACION

El analisis de varianza muestra diferencias significativas en la respuesta al estrés
hidrico debidas al genotipo. Los resultados en proporcién de semillas germinadas
bajo condiciones estresantes varian en el rango del 99 al 9%. Esto resalta la
diversidad genética presente en la muestra seleccionada.

La clasificaciéon en base a la proporcién de semillas germinadas en condiciones
estresantes permite observar los genotipos resistentes y susceptibles del grupo
muestral. En general, las lineas y variedades mejoradas de Rio Bravo se concentran
en el grupo de genotipos resistentes, asi como los maices criollos provenientes de las
regiones norte y noreste. En ambos casos se vislumbra el efecto de la region sobre la
resistencia presentada pues son regiones donde la sequia suele ser un factor climatico
adverso. Por otro lado, los genotipos provenientes de la regién centro y bajio, donde
la sequia no suele ser devastadora, se concentran en los subconjuntos de resistencia
intermedia y susceptibilidad, especialmente en este ultimo, lo que confirma la
incidencia de la regién como factor determinante en la resistencia al estrés hidrico
durante la etapa de la germinacién. Los resultados concuerdan con los estudios de
sequia reportados por el Monitor de Sequia en Norteamérica (O’Brien 2006).

Lo que concierne a los genotipos mejorados para sequia, éstos se encuentran
perteneciendo a los tres subconjuntos generados, esto es debido a que las mejoras
proporcionadas no fueron dirigidas a la etapa de germinacién, sino a otras etapas
criticas como la floracién o el llenado de mazorcas. Es evidente que la atencién a
dichas etapas es esencial, especialmente cuando se ha invertido en el desarrollo de
plantas en los cultivos y se espera que estas produzcan el rendimiento de maiz
esperado. No obstante, 3 de los materiales se encuentran en el rango de resistencia.

Los materiales QPM presentaron resistencia intermedia y alta, en contraste con lo
que se esperaba para estos genotipos, pues suelen ser de baja viabilidad.

El material clasificado como no QPM (INIFAP-ZM-182) presenté la mads alta
resistencia al estrés hidrico al presentar la mayor proporcién de semillas germinadas,

de 99.3%.
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4.2 CLASIFICACION EN BASE A LA RESISTENCIA A LA
CONTAMINACION CON AFLATAXINAS

La prueba de resistencia al contenido de aflatoxinas cuando se ha inducido el estrés
bidtico por la incidencia del hongo A. flavus ha arrojado un amplio rango de
resultados en el contenido de aflatoxinas por genotipo. Las magnitudes obtenidas en
el contenido de aflatoxinas muestran diferencias significativas tras el analisis de
varianza, lo que corrobora la diversidad genética contenida en la muestra
seleccionada. La prueba, ademds, presenta resultados con similitud a otros resultados
reportados en proporcién de contaminacién (% de contaminacién) lo que permitié la
comparacién con los resultados de referencia de dicho trabajo [Williams 2003].

La clasificacién ademds resalta la resistencia adquirida en los materiales criollos
provenientes de la regién norte y noreste del pais, pues todos ellos pertenecen al
conjunto de los materiales resistentes. Esto indica la clara adaptacién de las semillas
ante la incidencia del hongo A. flavus en dicha regién.

El resto de los grupos de genotipos no presentan relacién alguna con la resistencia
observada ante dicho estrés, sin embargo existe el caso del genotipo INIFAP-ZM-150
de alta calidad proteica, que presenta una alta resistencia a la contaminacién con
aflatoxinas, con lo que adquiere especial importancia por su contenido nutrimental y
su baja produccién de aflatoxinas en condiciones inadecuadas de almacenamiento.

El material clasificado como no QPM presenté el contenido de aflatoxinas mas alto,
el cual fue tomado como dato de proporcién de 100% de contaminacién.

4.3 RELACION ENTRE LA RESISTENCIA AL ESTRES HIDRICO Y LA
CONTAMINACION CON AFLATOXINAS

La relaciéon entre ambos estreses reportada es practicamente nula, esto es,
manifestando un coeficiente de determinaciéon R? de 0.0134 con un indice de
significancia del 46% (dentro del nivel de confianza de la curva de probabilidad), lo
que indica que la relacién obtenida no es significativa. Asi, no es posible aseverar una
tendencia en la relacién de las variables evaluadas en ambos estreses.

Cabe sefialar el caso del genotipo INIFAP-ZM-182, que presentd la mayor resistencia
al estrés hidrico, y a su vez, la mayor susceptibilidad a la contaminacién con
aflatoxinas. Los genotipos INIFAP-ZM-027, 028, 030, 037, 143, 162 presentan
resistencia al estrés hidrico inducido por el PEG al 20% durante la germinacién, sin
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embargo son los genotipos con alta susceptibilidad a la contaminacién con
aflatoxinas. Esto es completamente contrastante con la segunda hipdtesis que da
sustento a este trabajo.

Asi es posible constatar que los mecanismos que defienden al organismo vivo de la
infeccién contra el hongo A. flavus difieren de aquellos que le ayudan a germinar
bajo condiciones de estrés hidrico, al menos en este genotipo. Mas aun, cabe sefialar
que la semilla es un organismo vivo que mantiene sus procesos fisiolgicos inactivos,
procesos tales que se activan con la germinacidn, de esta forma, la semilla fue capaz
de germinar bajo estrés hidrico pues sus procesos fisioldgicos se activaron, sin
embargo, en la induccién de estrés bidtico la semilla no se vio mas favorecida que el
hongo para crecer y, probablemente los mecanismos de defensa se mantuvieron
apagados mientras el hongo invadia a las semillas. Atin con todo, esta situacién es
cuestionable pues hay genotipos que, bajo las mismas condiciones fueron capaces de
evitar la infeccién del hongo y su consecuente produccién de aflatoxinas a estos
niveles.

El genotipo que presentd resistencia a ambos estreses fue INIFAP-ZM-12, maiz
criollo proveniente de la regién Sureste. Por el contrario, la mayor susceptibilidad
fue reportada por el genotipo INIFAP-ZM-006 de la regién del Bajio.

4.4 ASOCIACION DE POLIMORFISMOS CON LAS CARACTERISTICAS
FENOTIPICAS

La estrategia utilizada en este proyecto para la deteccién de polimorfismos, que
abarcé desde la busqueda de accesiones relacionadas con el estrés hidrico y el disefio
de oligonucledtidos, hasta la amplificacién por PCR y su consecuente apreciaciéon y
andlisis en geles de poliacrilamida, nos permite confirmar la diversidad genética de la
muestra, pues, si bien es cierto que un bajo numero de oligonucleétidos fueron
capaces de aparearse con el ADN y producir polimorfismos, los polimorfismos
derivados son variables entre genotipos.

4.4.1 Asociacién de polimorfismos con el nivel de resistencia al
estrés hidrico

Los niveles de relacién entre la caracteristica fenotipica de tolerancia al estrés
hidrico y la aparicién de amplicones producidos por el apareamiento de
oligonucledtidos disefiados a partir de secuencias con asociacién al estrés no son
suficientemente altos para admitir que la relacién es verdadera.
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La maquinaria de respuesta y resistencia al estrés, que ya se ha explicado por varios
autores y que se describe en el presente documento, involucra una gran cantidad de
moléculas en la percepcion del estrés, la transmisiéon de la sefial y la consecuente
activaciéon de mecanismos de defensa y supervivencia bajo condiciones adversas.
También es sabido que la complejidad de la evolucién en los genomas permite a un
gen ser el codigo de una molécula que participa no sélo ante una condicién
especifica, ya sea de estrés o no. Por lo tanto, no es posible adjudicar la respuesta
fenotipica expresada en condiciones estresantes por cada genotipo, a una molécula
aislada representada por una secuencia especifica en el genoma.

El estrés hidrico por altas presiones osmoticas en el sustrato en el que residen las
semillas es una simulaciéon del estrés que les ocasiona la sequia en el momento de la
germinacién. Dicha adversidad climdtica no sélo afecta al organismo en dicha etapa,
sino en etapas posteriores que adquieren mayor interés econdémico por la inversién
previa en el mantenimiento de la planta. Las etapas posteriores, como la floracién y
el llenado de granos en la mazorca pueden representar mecanismos celulares y
moleculares que difieren de los de la germinacién, especialmente de aquellos que
involucran la participacién de la luz. Los mecanismos involucrados en esta ultima
etapa no se encuentran descritos de manera clara por lo que la seleccién de
moléculas se basé en los mecanismos generales, sin embargo esto representa otra de
las principales razones ante la obtencién de bajos coeficientes de determinacién de la
relacién entre las pruebas fenotipica y genotipica.

No obstante, los 5 coeficientes de determinacién mads altos deben ser tomados en
cuenta para futuros estudios en un programa de mejoramiento asistido por
marcadores moleculares, puesto que el nivel de probabilidad calculado en el andlisis
de varianza indica que la relacién encontrada entre los amplicones polimérficos es
significativa. Especialmente aquellos que arrojan una frecuencia de aparicién media.

En el caso de los fragmentos asociados con los oligonucle6tidos ZMS16 y 21, ambos
asociados a genes involucrados en la transduccién de la sefal percibida de estrés
hidrico, es conveniente su secuenciacion para determinar el tipo de molécula a la
que esta asociado el fragmento amplificado por los oligonucledtidos disefiados. Lo
mismo para los fragmentos asociados a sondas RFLP, pues, al estar disponible su
secuencia sera posible detectar si el fragmento amplificado es parte de la region
descrita como marcador asociado a los rasgos de resistencia descritos.
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4.4.2 Asociacién de polimorfismos con el contenido de
aflatoxinas.

El total de los coeficientes de determinacion calculados son muy bajos. No es posible
relacionar a nivel molecular la produccién de polimorfismos con el contenido de
aflatoxinas producido.

Bien es sabido que el hongo A. flavus es un organismo patégeno de tipo oportunista
que es capaz de atacar a los granos y plantas de maiz cuando éstos se encuentran
estresados por condiciones de tipo abidtico, pues aparentemente el organismo se
encuentra ocupado combatiendo el estrés que aparece primero. La existencia de
genotipos que son capaces de combatir al mismo tiempo ambos estreses y sobrevivir
refiere a la idea de que el mecanismo activo de resistencia al estrés abidtico puede
generar cierta sobrevivencia al estrés bidtico involucrandose en su combate.

El resultado obtenido sugiere lo contrario. Ambos mecanismos difieren por completo
a nivel molecular y la maquinaria de defensa al estrés bidtico ocasionado por A.
flavus es diferente a aquella responsable de la supervivencia bajo estrés hidrico. Asi
se visualiza la manera en que se acoplan ambas maquinarias de respuesta y
resistencia a ambos estreses, que es cuando una de ellas llega a ser lo suficientemente
eficiente para dar lugar al organismo de echar a andar la siguiente maquinaria de
defensa, lo que implica que son maquinarias independientes.
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Capitulo 5. Conclusiones

Las pruebas de evaluacién de resistencia a contaminacién con aflatoxinas y estrés
hidrico en la germinacién fueron adecuadas para la percepciéon de la diversidad
genética contenida en la muestra. Dicha diversidad genética se ve asociada a las
diferencias significativas y los niveles de variacién producidos ante ambos
experimentos de evaluacién de resistencia en los diferentes genotipos de maiz
evaluados.

Los resultados obtenidos no se adaptaron a la relacién esperada entre la resistencia a
al estrés hidrico durante la germinacién de semillas de maiz y la resistencia a la
contaminacién con aflatoxinas de las semillas.

El DNA gendmico, proveniente de los genotipos de maiz muestra diversidad genética
al producir polimorfismo con la utilizacién de oligonucledtidos disefiados a partir de
secuencias relacionadas a la respuesta y resistencia al estrés hidrico.

No se encontré relacién significativa entre el polimorfismo generado en asociacién
con la caracteristica fenotipica de resistencia al estrés hidrico en la germinacién de
semillas de maiz.

No se encontrd relacién entre el polimorfismo generado en asociacién con la
caracteristica fenotipica de resistencia a la contaminacién con aflatoxinas.

Se encontraron segmentos polimoérficos en el ADN genémico de la muestra de maiz
que pueden ser de utilidad para su utilizacién en programas de mejoramiento asistido
por marcadores moleculares.



Capitulo 6. Anexos

TABLA 10 (ANEXA). DETALLE DE LAS ACCESIONES SELECCIONADAS EN LA BUSQUEDA BIOINFORMATICA DE

GENES.
. . .. Tamaiio de la .
Accesién Tipo Descripcién . Referencia
accesién (pb)
AMO055633 Corn cystatin. Cystein proteases
Gen grupo 1 inhibitor. (cc4 gene) 681 %
CA759417 Gen grupo 1 Secret.ory carrier membrzfne 424 175
protein from Oryza Sativa
Betaine aldehyde dehydrogenase
D26448 Gen grupo 1 from Hordeum vulgare 1826 63
CA754598 Gen grupo 1 Arginine decarboxylase from 622 13
Oryza sativa
Aldose reductase-related protein
X57526 Gen grupo 1 from Hordeum vulgare 1209 3
H.vulgare (Himalaya) HVA1 gene.
X78205 Gen grupo 1 class 3 late embryogenesis- 1804 154
abundant protein.
AF023132 Gen grupo 1 Choline monooxigenase from 1020 139
Amaranth
Glycine maxiron superoxide
M64267 Gen grupo 1 dismutase (FeSOD) mRNA 1067 137
Zea mays manganese superoxide
M33119 Gen grupo 1 dismutase (SOD-3) mRNA 1037 178
Triticum aestivum S-
AF117660 Gengrupol  adenosylmethionine decarboxylase 1386 86
precursor
CN845408  Gen grupo 1 Zea mays Delta 1-pyrroline-3- 715 194
carboxylate synthetase
Triticum aestivum lipid transfer
AY566607
Gen grupo 1 protein (LPT1) gene 3448 66
CA762979 Gen grupo 2 Helicase-like transcript’ion factor 700 175
from Oryza Sativa
Oryza sativa Myb transcription
AY026332 Gen grupo 2 factor JAMyb mRNA 1343 83
Deh ion- ive el
AF300971 Gen grupo 2 e .ydratlon.responswe e emer-lt 1375 33
binding protein from Oryza sativa
Z RNA for glycine-rich
X61121 Gen grupo 2 ea maysm or glycine-ric 813 31
protein
Similar to membrane associated
BH246288 Gen grupo 3-4 salt-inducible protein-like from 531 144
Sorghum bicolor
CA764883 Gen grupo 3-4 Ozjfza sativa Serine/threonine 653 175
kinase receptor precursor
CA765415 Gen grupo 3-4 Serine/threonine k.mase from 607 175
Oryza sativa
2 2+
ABO42550  Gengrupo3-4 O s7vaCa’ dependent 2126 140
protein kinase
AF519805 Gen grupo 3-4 Triticum aestivum putative 1063 67

serine/threonine protein kinase




(PK4) mRNA.

Oryza sativa (pRSAM-1) gene for

226867 Gen grupo 3-4 S-adenosyl methionine synthetase 2063 167
AP003406 Oryza sativa Auxin-responsive
locus Gen grupo 3-4 CH3 919 77
B1070A12.5
API(())S:::% Gen grupo 3-4 1,4-benzoquinone re.ductase from 267 7
B1070A12.14 Qryza sativa
AP003406
locus Gen grupo 3-4  Receptor kinase from Oryza sativa 673 188
B1070A12.2
AP003406
locus Gen grupo 3-4  Receptor kinase from Oryza sativa 840 188
B1070A12.7
. T.durum Desf. (Siliana) Dehydrin
X78432 Gen sin grupo MRNA 555 80
X56547 Gen sin grupo H. vulgare BLT4 mRNA 724 34

TABLA 11 (ANEXA). DETALLE DE LOS MARCADORES MOLECULARES SELECCIONADOS EN LA BUSQUEDA
BIOINFORMATICA.

. .. Tamaiio del .
Nombre/Tipo Descripcién marcador (pb) Referencia
RM263/SSR Ligado a QTL para ajuste osmotico 288 17
Acc: AF344082 en Oryza sativa.
R3393/RFLP EST Ligado a QTL para ajuste osmotico 670 106, 78
Acc: AU032057 en Oryza sativa.
Ligado a QTL para ajuste osmotico
C63/RFLP EST en Oryza sativa. Ij.igado a QTL para
Acc: D15108 conductancia estomatal, 143,78,1
concentraciéon de ABA en el xilema
y fuerza en raices en Zea mays
Rcfff/gsg;) 6:TS Ligado a QTL para raices gruesas. 66 98,99
RG109/RFLP
probe. Acc: Ligado a QTL para el sistema de 612 99
AQ074221 raices en Oryza sativa
R2170/RFLP EST Ligado z% QTL para ajuste osrrllético
Acc: AU031852 y habilidad para formar ra}ces 463 106, 78
penetradas en Oryza sativa
RZ672/RFLP EST Ligado a. QTL para ajuste osn,lético
Acc: AA231801 y habilidad para formar raices 279 168, 16
penetradas en Oryza sativa
RZ474/RFLP EST Ligado a QTL para el sistema de 307 168. 16
Acc: AA231787 raices en Oryza sativa ’
RG120/RFLP STS Ligado a QTL para el sistema de
, . 639 98,99
Acc. G73775 raices en Oryza sativa
Ligado a QTL para el sistema de
RG476/RFLP STS raices en mas de una caracteristica 436 98, 99

Acc: AF490705

en Oryza sativa.




RG214/RFLP

Ligado a QTL para ajuste osmotico

probe Acc: en Oryza sativa. 657 99
AQ074250
CSU86/RFLP EST  Ligado a QTL para sensibilidad a la
, 210 4
Acc: T12708 sequia en Zea mays
RZ753/RFLP EST Ligado a’cmasa dependle'nte de 266 168,16
Acc: AA231808 calcio en Oryza sativa
Csizia/ffsléif ST Ligado a cistatina en Zea mays. 189 4
p-asg45/RFLP STS Ligado a region con homologia a 402 48
Acc: G10756 serin-treonin cinasa en Zea mays
p-asg8/RFLP STS Ligado a region con homologia a 361 48
Acc: G10762 proteina myb en Zea mays
R2549/ RFLP EST Ligado a QTL para el sistema de 455 118
Acc: AU031913 raices en Oryza sativa
G187/RFLP STS Ligado a QTL para a]uéte osmotico 384 106,78
Acc: D13605 en Oryza sativa.
RZ997/ RFLP STS Ligado a QTL para el sistema de
. . 490 98, 16
Acc: G73605 raices en Oryza sativa
RG553/RFLP STS Ligado a QTL para el sistema de 415 99
Acc. AF490708 raices en Oryza sativa
R41/RFLP EST Ligado a QTL para el sistema de 265 78
Acc: AU031629 raices en Oryza sativa
RM21/SSR STS Ligado a QTL para ajuste osmotico 385 118
Acc: AF344021 en Oryza sativa.
C950/ RFLP EST Ligado a QTL para el sistema de
. . 422 78
Acc: D22697 raices en Oryza sativa
RGY/RFLP GSS Ligado a QTL para el sistema de 688 99
Acc: AQ074160 raices en Oryza sativa
CSU924 Water-stress induced protein 248 29
Acc: W21638 Oryza sativa
CSU222 Water-stress induced protein 168 29
Acc: T18802 Oryza sativa
RGP C975 Zinc finger protein (Hordeum 347 29
Acc: C98182 vulgare)
CSU182 Superoxide dismutase 241 29

Acc: T18842




TABLA 12 (ANEXA). CARACTERISTICAS DE OLIGONUCLEOTIDOS DE GENES Y MARCADORES MOLECULARES DESARROLLADOS A PARTIR DEL GENBANK, ASf COMO LOS

PARAMETROS DE PCR UTILIZADOS.

. . . . . Condiciones de PCR
Secuencia del Primer Secuencia del Primer Accesién -
ID > oo s o AT °C Tm Primer Mg+ dNTP Taq
(5’---3’) Forward (5’---3’) Reverse (GenBank) .
opima’C (M)  (mM) M) (V)
ZMS01 AGCACAACAGGCGCGAGA GATCGATTTCACAGCATGGTG AMO055633 55 -65 59.5 0.2 0.2 0.2 1
ZMS02 GAAAAGGGATGCAGCTTAATCAACAA GACTTGATGTCTCGTTTCCTAGCCTC BH246288 55-65 59 0.2 0.2 0.2 1
ZMS03 TTAGGGCGGGAAAACCCTTTACTTATA GTCATAAACCTAGTCCATTTTGCCCTT CA759417 55-65 --—- 0.2 0.2 0.2 1
ZMS04  GAGGCGAATTCGGAATCACTTACCT GTCATAAACCTAGTCCATTTTGCCCTT D26448 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS05 TCCGGGGAGAAGGGCAAGTTCG CTCCTCATGCGCCGCCGGCA CA754598 60-70 65 0.2 0.2 0.2 1
ZMS06 CACGCTCAAGGATCTACAGTTGGACTAC TACGATACATTATTATTCGTGCCGACACAA X57526 55-65 --—- 0.2 0.2 0.2 1
ZMS07 GGCGGTGATCTGATATGTTCTTCTGT AACACAAAGTATCTATCACACCGGAAATTT X78205 55-65 --—- 0.2 0.2 0.2 1
ZMS08 AGCCTGCCTTTTATTCCCATGAACT CTTTGAAACGTCACTAAAAGCCCTC AF023132 55-65 63 0.2 0.2 0.2 1
ZMS09 GCTTTCAACAATGCTAGCTACAGG TCAAGGTAGTAAGCATGCTCCCA M64267 55-65 57.5 0.2 5 0.2 1
ZMS10 ACTCCCCGACCTCTCCTACGACTT GGATCAAAACCGTAGTACAAATACAACT M33119 55-65 --—- 0.2 0.2 0.2 1
ZMS11 ATCGGGTTTGAGGGCTACGAGAA CTCACTTCTGTACTAAACGACAGCGATA AF117660 55-65 58 0.2 0.2 0.2 1
ZMS12 ATTGGGTGCTGAGGTAGGTCCTATCTT TAGATCAACGAGCAAAACTGGGCC CN845408 55-65 62.5 0.2 0.2 0.2 1
ZMS13 AGAAGTTCGCGAGTTCGGAGAAGA TTATGTCTTTTGATTAAGGGCGGGTAATA AY566607 55-65 55.5 0.2 0.2 0.2 1
ZMS14 TTGGCGTCGTGGTTCTAGAAATCAT CAGATTACGAAGAAGTTTTAACCGGTG CA764883 55-65 --—- 0.2 0.2 0.2 1
ZMS15 ATCGGCCTACCATGACCGAGATAAT CACCTATGTTAAAAGGGATTTTGTCG CA765415 55-65 57 0.2 0.2 0.2 1
ZMS16 CACCTATGTTAAAAGGGATTTTGTCG GAGCTACGTAATATGGGCTTCCG AB042550 55-65 57 0.2 0.2 0.2 1
ZMS17 GGCAACTGGTATCAGGAGTCAGCTACT TACTTAGAGGGCCGAGTAGTATCG AF519805 55-65 - 0.2 0.2 0.2 1
ZMS18 ATTCCGGCAGAAAATTGTTAGATTCCT GTTCACTGACAACTCATGGCGTTACTC 726867 55-65 --—- 0.2 0.2 0.2 1
ZMS19 CGTAGTACCCGAAATATTTATCCCCAACT CCAATTAGAATAGTCAATCCGGCTAAACT AP003406 55-65 --—- 0.2 0.2 0.2 1
ZMS20 GGAGGCGCGGGACCCGTACTTCAT CTTCTGCTACTGGCTCAGTTTAATCGGTGC AP003406 65-75 - 0.2 0.2 0.2 1
ZMS21 CTAAGCGCCATCCCCATCTACCT TTTAGTCGTATGATGCACGGCAAACA AP003406 55-65 56 0.2 0.2 0.2 1
ZMS22 GCACCCCATATGAGTTACCACAGGA GAGGAGAAGGAGAAAAAGGCCTCG AP003406 55-65 56.5 0.2 0.2 0.2 1
ZMS23 GAAATGCGAAGCTCAAGATGAGTTAAGAT CAGTTAGATCAAACTACCCGTGGTCTA CA762979 55-65 --—- 0.2 0.2 0.2 1
ZMS24 CATCGGCAATTTCATTCGGTAATAGTTA ATGCAACTCTGTGAATTCAAGAAACGGTT AY026332 55-65 --——- 0.2 0.2 0.2 1
ZMS25 AGATCTGAACGGAGGAGGAATAGGAAG GGATAATCTCATCATCAGTACGACGCCCA AF300971 55-65 57.5 0.2 0.2 0.2 1
ZMS26 TCGAGATGGCGCGGTCGGATGTTGAGTACC GACTGCGGATCGATGGATGCTGTTACCCCC X61121 65-75 68 0.2 0.2 0.2 1
ZMS27 GCCGTGATGTTTACCCTAGTCCAGA CACTGGGGGCAGTCCGAAATAAGATTC X61121 55-65 62.5 0.2 0.2 0.2 1




ZMS28  GAAGGGCATCATGGAGAACATCAAG GTGACAAAAGCAGATAAATGTGAGGCAGT X78432 55-65 64 0.2 0.2 0.2 1
ZMS29  GAGTCAAGAGATTGGCCGGCTTAG AAACTCCTGTGTCTGCCCTCAAAC X56547 55-65 55.5 0.2 0.2 0.2 1
ZMS30  CCCAGGCTAGCTCATGAACC GCTACGTTTGAGCTACCACG AF344082 45-55 47 0.2 0.2 0.2 1
ZMS31  AGGAAGTTCCCTGGACAAACTGAGG CCGCCATCTTCTCATATCAAATGAAAATA AU032057 55-65 57 0.2 0.2 0.2 1
ZMS32  CGCCTACAAGCACAACATCAACAAG ACTCAAGGCAGTAACAAGTAGTCAAAGTAA D15108 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS33  TAAAACGACGGCCAGT AACAGCTATGACCATG G73768 27-47 47 0.2 0.2 0.2 1
ZMS34  AAACTGTGCCGGTTATGCCTGCCTGTTITA GCACGCTCCGTCCACCAGCTGTTATAC AQO074221 60-70 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS35  AAACTCCCCATGTCTAATATGGCTTACC TTACATTCGCTGGTATTTGAGTGCATATAG AU031852 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS36  CCTCGGCCTACTGGTTCAACAACT CATGTAAATTCTCGTCTTGCGGTAACA AA231801 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS37  TTTTAAGTCGCAAACAAAAGGGATACAGT AGCTGCTCAGGAGGCATATGATGAG AA231787 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS38  TAAAACGACGGCCAGT AACAGCTATGACCATG G73775 27-47 37 0.2 0.2 0.2 1
ZMS39  AAAGGCATAAAACTTCTCGACAACGTC AATCAGTTCGTCCCAGATCAATTAAGG AF490705 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS40  TTGGCTTGTTCTTTCGTTGATGTGTT CCCTTTTTCCCCTTCAGGGTTTC AQO074250 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS41 GGAAATACTCTCATGCTTACTTCTTGACAA CTGATCCTAAACCGAATCCCTCTTC T12708 55-65 - 0.2 0.2 0.2 1
ZMS42  ACATTTGCCATTTTATGGGAGTGATG AAGTCAATCTCCCCTTGAGAGTAGCATC AA231808 55-65 - 0.2 0.2 0.2 1
ZMS43  CGTCTCGCTAGTGGCTGCCCTACTCGTG CGTCCTTGATGCCGCCTGCCAACATC T18803 65-75 70 0.2 0.2 0.2 1
7ZMS44  TAGCCTCCATCCTCGATCACCTACA TTGCCATGATTACGCCAAGCTATTTA G10756 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS45  CTGCAGACGAGGAAACAAGACTTCTACTAA GTAGCTCACCCAATCAAGCTGAGAATAAC G10762 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS46 ~ GGAGCCCGTCATATTATTTTGTACTGC TTGATGTACGATAAGAACATTCGTGTATCC AU031913 55-65 - 0.2 0.2 0.2 1
ZMS47  TTTCTCTGACACAAGGAAATGTCTAATCTA TACGATCCAATCAAGAAAGTCTTCTACGAG D13605 55-65 - 0.2 0.2 0.2 1
ZMS48  ATGGGTTATTGATCTTGACATCGAGTGA ATATAGGATCCGCAGTAGGAAAGAGATTG G73605 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS49  CTTTTTCACAAAATCGGTCTGGAACC TCTGAAGAACTTTGACGGCACTTGAG AF490708 55-65 - 0.2 0.2 0.2 1
ZMS50 GAGCTTTGCAGGAGGAAGGAAAGAC AAAGCTAACAATTCGGTGACCCTCAC AU031629 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS51  ACAGTATTCCGTAGGCACGG GCTCCATGAGGGTGGTAGAG AF344021 45-55 57 0.2 0.2 0.2 1
ZMS52  ATGTTGGTCTACCAGGATCTGCTTACC ATCCAGCTTGCGGAAAGGTTCIT D22697 55-65 - 0.2 0.2 0.2 1
ZMS53  TGTCCTTAGCTTGGTTAGCTTACTGAGTTC AATCCCCATGCAAACTTCTTTATTTGA AQO074160 55-65 - 0.2 0.2 0.2 1
ZMS54  AGTACAGGCCGATCCCTAACGTGTA TCGTTGTAGATGACCCACCACTTGTT ‘W21638 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS55  GTGGAGAAGCTCAAGCACAAGAAGAA ACAGGCATTGCAAAAATTTTCAGACTAC D15625 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
ZMS56  GCATGTCAACTGGACCACACTACAATC GAACAACAACAGCTCTGCCAATGATT T18842 55-65 60 0.2 0.2 0.2 1
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