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I. RESUMEN.

Se estima que a mediados del siglo XXI, en nuestro pais no se incrementaré la produccién
de maiz y no aumentaria el tamafio de las importaciones, sin embargo, si aumentara su demanda; lo
cual tracrd como consecuencia una deficiencia en la cantidad de este producto con respecto a las
necesidades de nuestra poblacién. Este trabajo fo;-ma parte de un proyecto global que pueda

contribuir a incrementar la efi ia en la pr

d se

del maiz, por lo que nuestro objetivo es

1 1 s 8 di

proponer una herramienta comp aria a la Sn tr i 1 de semillas para ¢l incremento

de la productividad, mediante la medicién semi-cuantitativa del péptido Zea mays Insulin-like
Growth Factor (Zm-IGF).

Se ticne como antecedente que existe una correlacidn positiva en la seleccién masal del

maiz con base en el cc ido de la pr i rubi activasa (RA): asimismo se sabe que la

insulina y una proteina de majz semejante a la insulina de mamifero (Zm-IGF), estimulan la
germinacién y el crecimiento del maiz.

El objetivo se logré bisicamente en dos pasos; primero, una vez que se establecieron las
condiciones adecuadas de la técnica de dot-blot, se determiné que existe una correlacién positiva
entre ¢l contenido del péptido Zm-1GF en los ejes embrionarios de maiz y los ciclos de mejora en
semillas de maiz Zacatecas 58. Segundo, la influencia de la insulina en el llenado del grano se
logré determinar como un factor importante, aunque no de manera concluyente. En este caso, se
aplicé insulina a mazorcas de dos ciclos de seleccién de temprana cdad. manifestindose un
incremento en peso, siendo mayor para aquellas en las que se adicioné insulina, con respecto a
aquellas en que no se hizo.

Tomando en cuenta lo anterior, se concluyé que el Zm-IGF, se sugicre como un parametro
indicador de la productividad del maiz Zacatecas 58. Se propone que una seleccidén de semiillas de
maiz para futuros ciclos de mejora en rendimiento, en funcién de éste pardmetro y junto con el de

-

Rubisco activasa, serd mas eficiente y compl ia a la sel ion tr i 1. lograndose el

Jol

incremento de la productividad de 1a planta del maiz.




II. INTRODUCCION:

El maiz, Zea mays L., ha estado presente en la dieta y cultura de los mexicanos a lo
largo de su historia; se estima que para la primera mitad del siglo XXI sera insuficiente su
produccidn, esto se debe, entre otros problemas, a que la poblacién aumenta continuamente
y el volumen de la produccién nacional no ha podido seguir ese mismo ritmo, de aquf la
necesidad de buscar la manera de incrementar la produccién de maiz para obtener un
mayor rendimiento en los cultivos y asi poder satisfacer la creciente demanda de nuestra
poblacién (Nadal, 2000). Para lograr dicha meta, se han desarrollado varios proyectos
encaminados hacia la optimizacién de la productividad de la planta, por lo que ha sido
necesario el estudio de la regulacién que se lleva a cabo durante la germinacién de la
planta y el desarrollo de ésta.

En este sentido y bajo un contexto bioquimico, se ha reportado que el crecimiento y
la reproduccién celular son regulados por la participacién de péptidos que fungen como
factores de crecimiento, los cuales, en animales han sido agrupados en dos familias (IGF-1
e IGF-II), tanto en eucariontes sencillos, como en los tejidos de mamiferos (Steller er al.,
1995; Rechler and Clemmons, 1998). Estos factores de crecimiento, son péptidos
mitogénicos similares en estructura a la insulina, poseen cadenas polipeptidicas sencillas
y algunos tienen enlaces disulfuro en su interior (Garcia, 2001). En plantas existen estudios
realizados en espinaca y Lemma giba que indican la existencia de péptidos que son
reconocidos por anticuerpos contra insulina (Collier and Watkinson, 1987). Recientemente
se han realizado trabajos en maiz que indican la existencia de un péptido enddgeno (Zm-
IGF), el cual regula la sintesis de proteinas ribosomales a través de una via de transduccién

de senales especifica (Garcia, 2001). En estos trabajos se estudié la acciéon a nivel




fisiolégico y bioquimico de este factor y se encontré que estimula la germinacién y el
desarrollo de la plantula de maiz.

Por otro lado, se conoce que Rubisco Activasa (RA) es una proteina cloroplistica
que en muchas especies estd constituida por dos polipéptidos de pesos moleculares
aproximados de 41 y 43 KDa respectivamente, sin embargo, 1a proporcién de cada uno
cambia dependiendo de la especie (Salvucci et al., 1987).

La Rubisco Activasa se copsidera, aunque de manera indirecta, un factor muy
importante en la fijacién del CO2: en plantas, donde la fotosintesis y en particular Ia
fijacién del CO,, son procesos intimamente relacionados con la productividad de las plantas
(Morales, 1998). ‘

Para la realizacion de este proyecto de investigacion se tiene como antecedente que,
Rubisco Activasa (RA) mostré tener una correlacién positiva en las hojas de maiz, con el
proceso de seleccién masal para productividad del maiz (Morales, 1998) ; si a esto se le
suma la probable definicién del Zm-IGF como un factor de crecimiento en plantas de maiz,
que podra ser a su vez un parametro indicador de la productividad, entonces se tendran
elementos para gencrar una herramienta complementaria a la seleccién tradicional de
semillas y que repercuta en ¢l incremento de la productividad .

Por tal motivo, ¢l objetivo general de esta investigaciéon., es dar elementos para
conocer si la eficiencia en la productividad del maiz tiene una relacién positiva con el
contenido del péptido Zm-IGF en los ejes embrionarios de maiz.

Para demostrar si esto es verdad, la experimentacion se llevé a cabo en materiales
de maiz de la variedad Zacatecas 58, seleccionados previamente en el Colegio de
Posgraduados de Agronomia, en ciclos de mejoramiento para productividad, desde el

material original (Zme) hasta 20 ciclos de seleccion (Zmw). El proyecto se dividié
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basicamente en dos pasos, primero se determiné la concentracién del péptido similar a la
insulina en los distintos ciclos de seleccién de semillas mejoradas, mediante el
establecimiento de una metodologia para la determinacién semi-cuantitativa de este
péptido; y segundo, se determiné el efecto de la insulina en e} llenado del grano, a través de
la adicién de esta hormona a una fraccién de mazorca de temprana edad en un medio de

cuitivo in vitro (MS).




IIl. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.
> Técnicas de fitomejoramiento en la planta de maiz.
e Secleccién masal tradicional.

La seleccién masal ha sido utilizada por el agricultor desde tiempo inmemorial para
mejorar sus plantas cultivadas. El método en su forma tradicional ha sido efectivo, ya que
ha hecho del mafz una de las plantas mas eficientes para producir el grano. Este hecho lo
confirma, por ejemplo, la evidencia de que el maiz de México, evolucioné desde las
formas silvestres (tal vez teocintle), hasta las altamente productivas, tales como las razas
Tuxpeiio, Celaya y Chalquefio. Los avances de la genética, en general, y en especial de la
cuantitativa, han hecho posible mejorar en forma muy considerable la eficiencia de la
seleccién masal mediante modificaciones sustanciales a la metodologia tradicional. No
puede haber duda tampoco de que la seleccién individual, practicada por el hombre en el
maiz primitivo y atin en los tiempos modernos, fue fundamentalmente visual (Molina,
1983).

e Seleccién masal visual estratificada.

Seleccidn individual con identificacion visual de las caracteristicas descables es,
por definicién , seleccién masal visual y como tal, fue practica comtn entre los
agricultores mucho antes de que aparecieran las pricticas experimentales.

Para este caso, cuando hablamos de caracteristicas deseables, nos referimos a
aquellas caracteristicas fenotipicas de la mazorca, juzgando visualmente su longitud, el
diametro, la sanidad, la profundidad del grano y, desde luego en forma apreciativa, el peso
de la produccién por planta. La amplisima gama de caracteristicas de planta y de mazorcas
que se encucntra en el mundo, es muestra clara de la eficiencia de tal método de seleccién.

Sin embargo, una vez que se tratd del mejoramiento del rendimiento, se debe de considerar
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entonces lo que se conoce como la variacién genético-aditiva, pues la caracterizacién y
cuantificacién de las cantidades relativas de variacién genética en wvariaciones de
polinizacién libre de maiz, se toman como una guia para obtener una eficiencia del
mejoramiento genético. Dicha medida relativa esta dada por el avance genético promedio
por ciclo de seleccidén, que es una relacién entre la ganancia promedio de gramos de
mazorca seca por planta, por cada ciclo de seleccién. Donde se define al *ciclo de
seleccién”, como un ciclo agricola que inicia con la siembra de la semilla y termina con la
cosecha del fruto (mazorca deshidratada) y se lleva acabo una vez por ailo. La aplicaciéon
del método de seleccidn masal, modificado por Gardner (1961), ha mostrado ser altamente
eficiente para aumentar el rendimiento de las variedades, entendiéndose por ello, que el
rendimiento para las semillas recibidas en este trabajo, esta enfocado a las mazorcas secas
que fueron visualmente mejores, donde atn falta trabajo por realizar para definir el
concepto de rendimiento en funcién tinicamente del grano. La modificacién de Gardner,
mencionada anteriormente, consisti® en hacer de la seleccidén masal un método mas
eficiente mediante la estratificacién del lote de seleccion y la cosecha de plantas de
competencia completa. Adicionalmente, Molina Galan propuso una ecuacion matematica
para ajustar el rendimiento individual de las plantas cosechadas del lote de seleccién masal,
perfeccionando asi esta metodologia (Molina, 1983). Cuando se habla de estratificacion del
lote, se refiere a que un lote se divide en sublotes, donde el nimero de plantas , la distancia
entre surcos y la distancia entre plantas individuales, varia conforme al criterio del
fitomejorador. Lo mas importante es que para el momento de la cosecha, los sublotes estén
claramente delimitados y que se cosechen las plantas con competencia completa (plantas en
las que exista manifestacidn integra de las caracteristicas genotipicas y fenotipicas

deseadas) dentro de un surco y también en surcos adyacentes. La o las mazorcas
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producidas por cada planta se cosechan por separado y se¢ identifican con el nimero de
sublote y plantas, se lleva a peso constante secandolas al sol o en secadora y se seleccionan
un porcentaje de mazorcas determinado (presién de seleccidon) de acuerdo a los criterios
establecidos previamente.

El propédsito de la sublotificacién es dar oportunidades iguales o similares a las
plantas de todo el lote de ser scleccionadas: en efecto, en un sublote pequefio y compacto,
el microambiente tendera a ser uniforme y las diferencias fenotipicas entre las plantas se
deberin, en buena parte a diferencias genotipicas: en esta forma, un sublote de
microambiente bueno producird un promedio de fenotipos buenos. mientras que otro con
microambiente malo producird en promedio fenotipos malos; lo importante es que tanto
del uno como del otro habra algunos fenotipos superiores susceptibles de ser seleccionados
y que en el siguiente ciclo tendrian la oportunidad de manifestar su potencial real. La
condicién de competencia entre las plantas hara que cada una de ellas se desarrolle mas o
menos cn el mismo microambiente; es decir, que explote 1a misma superficie y volumen de
suelo y disponga de las mismas condiciones de luz, etc., siendo asi que la condicién de
microambiente uniforme dara oportunidad a que las diferencias fenotipicas se manifiesten.

Dicho todo lo anterior se define a la selecciéon masal visual estratificada como:
una metodologia agrondmica que tiene la finalidad de favorecer el rendimiento de las
mazorcas del maiz, con forme aumente los ciclos de seleccidén. Se tiene a partir de la
siembra de una poblacidn de plantas de maiz, la cual es sublotificada para generar
microambientes uniformes, favoreciendo de esta manera la manifestacién de las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas del fruto; donde posteriormente se cosechan las
mazorcas seleccionadas de manera individual, con identificaciéon visual del fruto de las

caracteristicas fisicas deseables (competencia completa). el material resultante (ciclo
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original de seleccion) se utiliza para obtener el siguiente ciclo de seleccién . De esta
manera, la semilla cosechada en e] siguiente lote (primer ciclo de seleccién) constituird un
aumento de la variedad original; al cosechar el lote del segundo ciclo constituira la
semilla recombinada del primer ciclo de seleccion y asi sucesivamente (Molina, 1983).

> Lasemilla, su importancia y desarrollo.

Las gramineas (Poaceae, llamada también Graminea) son una familia de plantas
que contribuyen de forma muy importante a la economia del hombre, constituyendo una de
las principales fuentes alimenticias en el mundo. E! maiz, Zea mays L, es un buen ejemplo
como modelo de estudio, ademas de su importancia biolégica, constituye una de las
principales fuentes alimenticias de nuestro pais, por tanto, se entiende la relevancia de los
estudios sobre estas familias de plantas. En particular el conocimiento de la estructura,
desarrollo y funciones bioquimicas de las semillas puede contribuir al mejor entendimiento
de los sistemas de regulaciéon que determinan el buen establecimiento de la plantula
(Ricén, 1997).

La semilla es, en general, la fase de la vida de la planta que estd mejor adaptada
para la supervivencia y dispersiéon de la mayoria de las especies vegetales (y ain para
muchas especies animales que dependen de estas estructuras para su alimentacién), (Reyes,
1991). Su funcién es la de dar lugar a un nuevo individuo, perpetuando y multiplicando la
especie a la que pertenece.

La semilla es una estructura compleja, cuyo desarrollo se inicia con la fecundacién
de un 6vulo maduro por el gametofito masculino (grano de polen) en el interior del saco
embrionario. La fusién de los niicleos de los gametos femenino y masculino dan origen al

embrién y al endospermo, este ltimo constituye un tejido de almacenamiento de nutrientes




para el futuro desarrollo de la plintula (Bewley and Black, 1994). La cubierta o testa de la
semilla se origina de los tegumentos del 6vulo.

Una vez formada la semilla, se inicia la pérdida gradual de agua o desecacién de los
tejidos, perdiéndose aproximadamente un 90% de humedad en pocos dias. La pérdida de
agua provoca cambios dristicos en la actividad metabdlica, e incluso se dctiene la sintesis
de macromoléculas complejas como: DNA, RNA y proteinas. De esta forma la semilla
pasa de un estado metabédlico inactivo o quiescente, el cual le permitira sobrevivir hasta
encontrar las condiciones ambientales adecuadas para germinar (Kigel and Galili, 1995).

e Estructuras y sus funciones.

La semilla consta esencialmente de un embrién (formado por un eje embrionario y
un cotiledén), una provisién de reservas nutritivas, que puede almacenarse en un tejido
especializado (endospermo o albimen) o en el propio embrién, y una cubierta seminal o
pericarpio, que recubre y protege a ambos (Sdnchez, 1998).

Consideraremos en breve algunos de los componentes de la semilla, los cuales
pueden ser identificados en la figura 1.

El embrién consta del ¢je embrionario y un cotiledén (monocotiledén). El ¢je
embrionario esta compuesto del hipocdtilo, al cual se encuentran unidos al cotiledén y la
radicula (que es dificil de delinear a partir del hipocétilo).

En cuanto al endospernmo, las semillas pueden clasificarse en endospémmicas y no
endospérmicas en relacién a la presencia o ausencia en la semilla madura de un
endospermo definido, para el caso del maiz, se le considera una semilla endospérmica
(Sanchez, 1998).

En los cereales y algunas leguminosas endospérmicas, la mayoria de las células
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estdn muertas en este tejido en la madurez y es el contenido citoplasmitico que ha sido
ocluido, el que sustenta el desarrollo del embrion. Sin embargo, entre el exterior del
endospermo y debajo de la cubierta seminal, permanece un tejido vivo derivado del
cotiledén Gnico constituido por una o varias capas de células ricas en proteinas (células de
aleurona), que constituyen la llamada capa de aleurona. Estas células forman parte del

endospermo y tienen un papel fundamental en la germinacion de los cereales.

La importancia fisiolégica del pericarpio, surge a partir de la presencia de la
cuticula externa e interna, a menudo grasosa o encerada, y una o mias capas de gruesas
células protgct&'n;. Estas caracteristicas confieren al pericarpio cierto grado de
impern'_tcnbiliydnd al 5gua‘ y/o gases, incluyendo oxigeno; asi que consecuentemente ejerce
unﬁ iﬁhue.ncin‘regul:;lddrn sobre el metabolismo y crecimiento de los tejidos y organos

internos de la semilla (Sénchez, 1998).

El'proceso de germinacion.

La germinacién ‘consistc en la reiniciacién de la actividad biolégica y el
crecimiento ée lp‘sjté_‘jidgs que constituyen el embrién de la semilla; lo que involucra la
rehidratacién, la:utilizacién y movilizaciéon de reservas, asi como el desarrollo gradual de
sistemas sintéticos que transforman el embrién en una planta joven y la capacidad de
asumir una vida autétrofa (Rincén, 1997). Generalmente se acepta que la germinacién es el
periodo metabélico que comicenza con la rehidratacién de los diferentes tejidos que
constituyen la semilla y termina con el inicio del crecimiento de la radicula. Como regla

prictica. se considera que una semilla ha germinado cuando su radicula atravicsa la

cubierta seminal (Sanchez, 1998).



Cuando las condiciones de temperatura, humedad y aereacién son las adecuadas, la
semilla germinarda dando origen, tras una serie de acontecimientos metabdlicos, a una
pldntula. En tanto no se den las condiciones adecuadas para la germinacién, la semilla se
mantendré latente durante un periodo variable, que puede ser muy largo, hasta finalmente
llegar a un momento en que pierde su capacidad para germinar. La longevidad de la
semilla (tiempo durante el cual mantiene su viabilidad o capacidad para germinar) depende

de la especie y de las condiciones de conservacion.

La edad fisiolégica corresponde a un tiempo de vida, ¢l cual comienza a partir del

inicio de la germinacién y termina hasta la muerte del organismo.
e - Algunos aspectos bioquimicos de la germinacidn.

Cuando ocurre la -imbibicién, la semilla se hidrata rdpidamente y se activa el
metabolismo ,ce',]ulnr’:‘qu{e:i‘]v)‘ennitirﬁ llevar a cabo la elongacién del eje embrionario, la
protmcién (:I.cblti “m‘diculan); ;1 péstcrior establecimiento de la planta (Bradford, 1995). En
una etapa temérﬁha dé la germinacién, inmediata a la imbibicion, se producen cambios
fisiolégicos y bfoqu(micos, tales como reparacién de membranas celulares, respiracion
mitocondrial, establecimiento energético (Bewley and Black, 1994), actividad enzimatica
de organelos, asi como la sintesis de RNA y proteinas, eventos celulares fundamentales
para completar el evento de germinacién y la preparacidn para el subsecuente crecimiento
(Garcia, 2001).

Los eventos metabdlicos relacionados con la germinacion que han sido mas
estudiados son la respiracién y la movilizacién de las sustancias de reserva. En las semillas
re-hidratadas, tres rutas mectabélicas son funcionales: glucdlisis, ciclo de Krebs y viade las

pentosas-fosfato. Estas tres vias metabdlicas generan distintos compuestos de
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intermediarios y fundamentalmente gran cantidad de energia quimica en forma de ATP. Por
su parte la movilizacién de las sustancias de reserva ocurre gracias al aumento de la
actividad e;becfﬁca de enzimas hidroliticas, este incremento se debe en parte a la
actividad dé la# cn;imas preexistentes, pero sobre todo a las sintesis de nuevas moléculas
enziméticnsi.

En. los frutos monospermos de los cereales, el embrion estd conectado al

endospermo a través del escutelo, el cual, como se mencioné anteriormente para la capa de

aleurona, forma parte del endospermo, que si bien esta capa de¢ proteinas no almacena

reservas, si es la responsable de que existan enzimas hidroliticas para su movilizacién.

Los iprincipales  acontecimientos metabélicos relacionados con el proceso de

genninaéiéri en ds gj'uhos de cereales son los siguientes (Séanchez, 1998):

a) El embnén, una vez rehidratado, libera giberelinas que se difunden hacia el

cndospermo a tmvés dcl esculelo.

b) Las glberelmas alcanzan las células de aleurona, donde inducen la produccion de
enzimas hldrolmcas, al dcsrepnmxr a los genes que codifican dichas enzimas.

c) Entre las,cnzimas hidroliticas sintetizadas se encuentra la a-amilasa, la cual se
difunde al endospermo para liberar en éste la glucosa a partir de! almidén, mismo que
representa del 70% al 80% de los carbohidratos almacenados en el endospermo.

d) Las moléculas de glucosa liberadas alcanzan por difusion al embrién y le sirven

a éste como fuente de energia metabdlica.




e) De esta manera es como el embrién dispone de las moléculas estructurales
necesarias para iniciar la sintesis de sus propias biomoléculas, asi como cl aporte energético

necesario.

f) Durante:la germinacidn de semillas de maiz, los ejes embrionarios quiescentes

reinician gradualmente’la ‘i sintesis de proteinas traduciendo primeramente los mRNAs

almacenados 'y’ posteriormente.los sxn;tétivx\doﬁdé ndvo (Bewley and Black, 1994; Sanchez

La sfntesns de proteinas no’ocurre en la semilla que se encuentra en estado latente, si

no que se remu:la cuando las células estdn suficientemente hidratadas para permitir que los

ribosomas se nsoclcn

on cl mRNA. Se ha observado que los polisomas se encuentran

ausentes en las semlllns y su est.ructuraclon ocurre durante la imbibicion (Reyes, 1991).

Desde el punto de vista molecular, la sintesis de proteinas es uno de los eventos
mas importantes y de ocurrencia temprana durante la germinacion de semillas. el cual se
manifiesta atin antes de la sintesis de RNAs mensajeros (mRNA) (Spicjel and Marcus,
1975; Sanchez and Aguilar, 1984; Bewley and Marcus, 1990). Hay muchos estudios donde
se ha evidenciado que en embriones quiescentes, existen muchos de los componentes

requeridos para el proceso de la sintesis de proteinas (Bewley and Black. 1994); sin




embargo en esta etapa de desarrollo, no hay polisomas formados, solo monosomas, lo cual
indica que en este momento no hay actividad de sintesis de proteinas, (Sanchez et al.,
1981) y que solo a partir de la imbibicién, la cantidad de polisomas activos comienza a
incrementarse rdpidamente, trayendo como consecuencia la sintesis de proteinas (Domes
and Walle, 1990; Pramanick e¢ al., 1992).

En muchas especies los mRNAs pueden encontrarse en pequeiias cantidades en
embriones de semillas maduras y ser traducidos en etapas tempranas de la germinacioén,
hasta el momento en que se sinteticen los transcritos especificos de la germinacién; esto
implicaria que la expresién genética durante este proceso incluye la traduccién de mRNAs
almacenados en los embriones de las semitlas.

Se ha propuesto que existen dos tipos de mRNAs en los embriones secos de
semillas quiescentes (Guy and Black, 1998):

a) mRNAs residuales: Son los que se sintetizan durante el desarrollo de la semilla y
no se destruyen durante la maduracién tardia y la desecacién. Se piensa que no son
esenciales para la germinacién y que también pueden ser degradados al principio de ésta.

b) mRNAs almacenados o conservados: Estos son sintetizados durante el desarrollo,
estan disponibles y pueden ser traducidos después de la imbibicion a proteinas que tienen
parte funcional en la germinacién.

Los mRNAs de las semillas quiescentes, se protegen de la degradaciéon al ser
almacenados en el nucleo y en el momento de la imbibicién de la semilla, estos mRNAs

son liberados a los sitios de sintesis cuando sean requeridos.




.La transcripcion de genes, aunque inicia de manera posterior a la traduccién, es
otro evento molecular temprano de la germinacién (Bewley, 1997). Se considera que a
medida que avanza el proceso germinativo, la sintesis de proteinas se hace mas dependicnte
de la transcripcién de novo de mRNA (Guy and Black, 1998). Dicho lo anterior, se ha
considerado que la traduccién de los mensajes ocurre de manera diferencial, ya que algunos
de ellos son traducidos en etapas muy tempranas de la germinacién, otros se traducen de
manera mﬁsv tardia, mientras que algunos no se traducen y son degradados (Sdnchez and

Aguilar, 1984; Sianchez, 1986; Bewley and Marcus, 1990).

Investigaciones al respecto, indican que los embriones de cereales sintetizan
proteinas durante la germinacién minutos después de ser colocados en agua a una
temperatura apropiada. Sin embargo, no todos los mRNAs presentes son traducidos
simultdneamente durante las primeras horas de germinacion, lo que indica la existencia de
un mecanismo de control para la traduccién. Ademdis se ha comprobado que n¢ hay una
correlacién entre el nivel del mRNAs y la velocidad de traduccién, o entre nivel el de

mensajes presentes y la cantidad de proteinas.

Por otro lado, en embriones de cebada con 4 a 5 horas de germinacién, se encontré
que la sintesis de proteinas ocurre principalmente en el escutelo y en la raiz en desarrollo.
Sin embargo en maiz, la mayor sintesis de proteinas ocurre en ¢l eje embrionario. el cual
tiene altos niveles de mRNA. En este cereal, la proliferacion celular se presenta tinicamente
en las zonas meﬁstemz’llicas del embrién y constituye un evento tardio que ocurre
normalmente después del crecimiento por elongacién celular y la protrucion de la radicula

(Baiza ¢r al., 1989).
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o - Hormonas en €l proceso de germinaci6n y desarrollo de la planta de maiz.

" La comunicacién en plantas superiores es mediada por la accién de mensajcros

quimicos llamados hormonas. Las hormonas vegetales son compuestos orgidnicos que en

concentraciones ' muy . bajas causan una respuesta fisioldgica, expresindose en formas

distintas ' d omunicacién, ya sea entre diferentes tejidos y Srganos que no estan en

contacto,” 0 :bien: la. comunicacién que se da entre células muy cercanas o en otro caso,

comunicacién dentro de la mismas célula. En general, todas las partes de la planta que estin

ienio. son centros de produccién hormonal (Lehninger, 1999).

Las hormonas no siempre actian como sustancias inductoras, también pueden

inhiléif.éroe;:sbs biolégicos como el crecimiento y desarrollo de una planta (como es el caso
delﬁ ﬁéi;ié“'nbsélsico). En las células, las hormonas interactitan con proteinas especificas
llamadas receptores. El complejo hormona-receptor es la forma activa de la hormona
(Lindsey er a /., 2002). En términos gencrales se puede decir que las hormonas contribuyen
al mantenimiento del medio interno, aprovechamiento de nutrientes, funciones
reproductoras, entre otras (Lehninger, 1999).

Las hormonas vegetales han sido agrupadas en cinco clases: Auxinas (Rober-Kieber
et al., 2003), Giberelinas, Citoquininas, Acido abscisico y etileno (Lebravo., 2001), de las
cuales solo mencionaremos a dos de los fitorreguladores mas estudiados en el proceso de
germinacion:

Giberelinas: El modo de accion aceptado para este compuesto en la germinacién de

cereales, es que se transporta del escutelo o del eje embrionario hacia la capa de alecurona,

donde induce la sintesis de enzimas especificas, denominadas hidrolasas, las cuales




degradan almidén y que se encuentran activas durante la germinacién (Sanchez, 1998,
White and Rivin, 2000).
Acido abscisico {ABA): Se requiere para la maduracién de la semilla y favorece su

qui ia, se ra en los frutos y en las yemas en latencin, provoca con frecuencia

respuestas que ayudan a proteger a las plantas contra factores de estrés (White and Rivin, 2000).

o Factores de crecimiento
En animales, se ha reportado la presencia de los factores de crecimiento (IGFs), los

cuales son péptidos. mitogénicos de bajo peso molecular similares en estructura a la

proinsulina o a la i;lvsﬁlir'm', madura, por tanto poseen cadenas polipeptidicas sencillas,
algunos devlo’s ‘cuales poseen los enlaces disulfuro en su interior, caracteristicos de la
insulina (Hz.ﬂi ‘et al.; 1988; Russell and Wik., 1989). /n vitro, los IGFs estimulan una gran
variedad de a>ccbior‘1cs insulinicas, entre otras, mitogénicas y metabdlicas. A pesar de las
similitudes in vitro en estructura y actividad, los IGF-1 y Il tienen diferentes acciones in
vivo (Robinson andrPortirs, 1988).

Estos factores de crecimiento similares a la insulina fueron descubiertos con base a
su habilidad de estimuilar la sulfatacién de los cartilagos. Posteriormente, por su similitud
con la insulina, se dénéminnron factores de crecimiento similares a la insulina, los cuales
se agruparon - en dos g‘rzvmdes familias, siendo los de tipo 1 (IGFs I) o de tipo I (IGFs II)
(Jones and Clemmon's',"l995).

El IGF-1 es una hormona tréfica, cuya actividad depende de la cantidad y calidad
de la hormona de crecimiento, de su receptor y del estado nutricional del organismo. Un

estado nutricional adecuado es prerrequisito para mantener niveles normales de IGF-1. El




IGF-1 estimula la funcién de osteoblastos y la sintesis de colageno in vivo e in vitro
(Chuan, 15965 - Gabbitas and Boen, 1995 ).

Factores dtyz‘crccimiento similares a insulina (IGFs) o somatomedinas, son péptidos
sintetiind_os bajo la influencia de HG (hormonas de crecimiento), principalmente en el

higado, aunque también se producen en el musculo y el rifién (Cattani A, 1999).
o . Proteinas similares a la insulina en plantas.

En plantas, se ha demostrado la existencia de receptores membranales similares a
los receptores de los factores de crecimiento de tipo IGF-1 y IGF-H de animales, este
conocimiento es relativamente reciente, por lo que hay muy poca informacién al respecto
(Becraft., 1998). Reportes anteriores en espinaca y Lemna giba, mostraron la existencia de
un péptido ' qﬁc es reconocido por anticuerpos contra insulina (Collier and Watkinson,
1987). En 1992, Hirano y colaboradores reportaron una proteina de reserva ¢n soya, capaz
de interactuar con los receptores de insulina de bovino (Hirano and Kagawa, 1992).
Posteriormente, en 1997, ligoutz y colaboradores (1997) encontraron en hojas de lupino
una proteina a la que denominaron leg-insulin, por otro lado se aislé un péptido de la
fraccion protéica de la semilla de frijol de soya con una secuencia de aminoscidos idéntica
a un segmento de la cadena 3 de insulina de bovino (Olviera and Elenier, 1999), ademas se
ha reportado el aislamiento de una proteina con peso molecular similar a insulina a partir
de una leguminosa denominada cowpea (Venancio er al., 2003). todos estos trabajos no
hablan de la funcion de éstas proteinas en las plantas, solo se menciona que tanto ¢n los
invertebrados como en plantas, existen proteinas que estin asociadas a las rutas de

sefializacién de insulina (Xavier-Filho er «f.,2003).




Existen dos tmbnjos que hablan de efectos de insulina en plantas. En el primero se
determiné un efecto’: estimulante de la insulina e IGFs después de la germinacion de

semillas de,vgandfn y pépino, lo cual sugiere que estos péptidos provocan un crecimiento

de la plénluln (Goodman nnd Davis, 1993). El segundo trabajo indica que la insulina

aplicada'a ejes dc maiz in rementa la sintesis de proteinas ribosomales y la fosforilacion de

la protei’ﬁzi ribosoma! S_6’eh la sintesis de proteinas ribosomales y Ia fosforilacién de la

protefné}ibbé&mnl S6 en la subunidad pequeila del ribosoma (Sdnchez de J. ¢r al., 1999),
asi como cvl"incrcm‘e'x"n’o‘de‘ la’ traduccién del factor de iniciacién iso 4E (Dinkova and
Sanchez, 1999) Actuulmentc. en lo que se refiere a maiz, ya se demostrd la existencia de

una protc{na de 20 kDa. quc es rcconocxda por untu:uerpos contra insulina, Asi como

mmbxén se dctermmé quc cstc pépudo. Zm-IGF estimula la germinacién de las semillas de

maiz y prmcxpalmeme la e]ongucnén de colcépulo (Garcia, 2001).

Por melodqs »h;vsgp!églcos Yy de mmunodelccmén. se ha sugerido que este péptido se

encuentra localizad6 ‘en’. lns qélﬁlas : qﬁé constituyen los tejidos meristematicos del eje
embrionario del maiz. El factor Zm-IGF estimula la sintesis de proteinas ribosomales en
forma similar a m’vigguﬁm;;' 'trambién estimula la sintesis de DNA durante la germinacién de
¢jes embrionarios dé ﬁmiz, por lo que es posible que intervenga en la proliferaciéon celular
(Garcia, 2001).
> Fotosintatos:

Los frutos, como el del maiz, una vez cosechados se desarrollan a expensas de sus
reservas almacenadas (fotosintatos: productos de la fotosintesis). Se considera pues, que el
fruto del maiz es una estructura especializada para el almacenamiento; mientras que tallos

v hojas tienen menor capacidad de almacenamiento y mads bien son estructuras

fotosintéticas. La sacarosa cs ¢l fotosintato mas importante y la principal forma de
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transporte de los productos de la fotosintesis, mientras que el almidén, es la forma
mayoritaria de almacenamiento (Manrique, 2003).
> Transporte en el floema.

El floema como sistema conductor.- En las plantas vasculares, los fotoasimilados
producidos en las hojas se transportan a distintos Srganos (frutos, raices y zonas de
almacenamiento) a distancias que oscilan entre unos centimetros y varias decenas de
metros. El floema tiene como caracteristica distintiva la presencia de elementos cribosos,
junto a estos se encuentran en proporcién variable, las células parenquimadticas y fibras.
Solamente los elementos cribosos estin implicados directamente en el transporte. No
obstante, algunas células parenquimiticas estin estrechamente relacionadas con los
elementos cribosos, interviniendo en la regulacién de su metabolismo y en la carga de

fotoasimilados (Azcén-Bieto, 2000).

. La estructura de los elementos cribosos esta adaptada para el transporte.
Caracteristica distintiva de los elementos cribosos maduros, de la que deriva su
nombre, es la presencia de las dreas cribosas, regiones con numerosos poros. Son
particularmente prominentes en las paredes transversales de los elementos de estos tubos
(placas cribosas), en que los poros oscilan entre 0.1 y 5 um de didmetro, ocupando cerca
del 50% de la superficie de la pared (Azcon-Bieto, 2000).
e Células parenquimaiticas especializadas se asocian a los elementos cribosos.

Los elementos de los tubos se pueden asociar a células panenquimiticas

especializadas denominadas células de paiia o pafiantes.
Se considera pues, la existencia de un complejo tubo criboso-célula de

compaiiia. Las células de compaiiia desempeiian funciones metabdlicas. como la sintesis




de proteinas que no puede realizar el elemento criboso. En las venas mc;nqres de las hojas,
las células de compaiiia tienen Qn didmetro mayor qué los lubog cribosos, y se cree que
estin impli‘cadas en la carga de fotoasimilados. En gimnospermas, estas funciones las
desempeiian las células albuminosas (Salinsbury and Ross, 1994).

e Sustancias transportadas en el floema.

La naturaleza de las sustancias que se transportan en el floema, es en forma de
solucién, pues son arrastradas en el lumen del tubo criboso por un flujo de agua, donde la
composicion del fluido del floema es muy variable, dependiendo de la especie, de la edad,
estado fisiologico del tejido que se analiza, tiene un elevado contenido de materia seca,
normalmente entre 'cl‘ 10 y 25 %; un bajo peso molecular de las sustancias disueltas y una
viscosidad elevada, has(a z.:lqs» veces superior a la del agua.

Los uzﬁéi\res “son- gl B cbmponemc mayoritario del fluido del floema, ya que
representa normnlﬁiex;lte entre el 80 y 90% de la materia seca total. En cantidades menores
se encuentran proteinas. aminodcidos y amidas, dcido malico y diversos aniones y cationes
orgdnicos. También se encuentran fosfatos de nucleétidos, fundamentalmente ATP y ADP
¥. en concentraciones muy bajas, diversas hormonas vegetales, incluyendo auxinas,
citoquininas, gibelerinas, dcido abscisico y donde muy probamente esté el Zm-1GF. El
marcado isotépico ha permitido demostrar que la mayor parte de estas sustancias se
transporta realmente en el lumen de los tubos cribosos (Salinsbury and Ross, 1994 y
Azcon-Bieto, 2000).

e El movimiento de los fotoasimilados: Fuentes y sumideros.

El transporte en el floema tiene lugar desde las fuentes a los sumideros.

22




Las fuentes son érganos que proporcionan carbohidratos para ser incorporados al
tubo criboso. Ello implica la sintesis de formas que sean aptas para ser transportadas,
comunmente es la sacarosa y la disponibilidad de carbohidratos en cantidad superior a la
necesaria para cubrir las necesidades metabdlicas del tejido. Estos pueden proceder
directamente de la fotosintesis o de la movilizacién de las reservas acumuladas

anteriormente.

Los sumideros son 6rganos ‘“‘importadores™ de carbohidratos, en los que se
descargan los azicares del tubo criboso. Estos azucares pueden ser utilizados en el
metabolismo y el crecimiento (sumideros consuntivos) o almacenarse como reservas

(sumideros de almacenamiento) (Taiz and Zeiger, 1998).
e Las relaciones entre fuentes y sumideros dependen de la distancia y las
conexiones vasculares.

El movimiento de los fotoasimilados en la planta esta determinado por la situacién

de las fuentes y de los sumideros y es facilitado por la existencia de conexiones vasculares

directas entre ios Srganos (Azcén-Bieto, 2000).
- Lovs" sumideros compiten por los fotoasimilados disponibles.

La distribucién de la materia seca (fotoasimilados fundamentalmente) entre los
distintos sumideros se denomina particion o reparto. parimetro de considerable
importancia en la determinacion de la productividad de las especies cultivadas. La mayor
productividad de los cultivares modernos se debe a un aumento en la  produccion de
fotoasimilados acumulados en las partes aprovechables, normaimente en los frutos y las

semillas. mds que a un aumento en la fotosintesis total de las plantas ., y este efecto es

resultado de procesos de seleccion y mejora desarrollados mediante procedimientos




empiricos. La comprensién de la regulacién de la particién facilitaria, sin duda, el
desarrollo de las variedades mas productivas.

Los sumideros también influyen en las fuentes y un aumento en la demanda de
fotoasimilados, en la fotosintesis en las hojas y la movilizacién de las reservas, mientras
que la eliminacién de los sumideros tiene cl efecto contrario. El control de de las fuentes
por los sumideros implica distintas seflales, con el cambio en la turgencia, en los niveles de
carbohidratos y de hormonas. La particién de los fotoasimilados en la planta, es un
proceso regulado de modo complejo por la interaccién entre sumideros, de éstos con las

fuentes y, probablemente, por la via de transporte (Azcén-Bieto, 2000).

> Fisi olobm dcl ;,ranu’dc mni’z. (llenado).

Una vez difcrcnci{xdn la ‘estructura basica . de la planta durante la formacion de las

semillas. comienza la° ctap 'dn., mmlili*aci(m cﬁmctcrimda por ‘la’expansién celular vy el

predominio de proccsos nnabohcos que conduc;n a la deposicion de res&.r\u:, sin aumento
en ¢l namero de células. Los asimilados requeridos en esta ctapa provienen de la planta
madre. Para el cusﬁ de las leguminosas como por gjemplo ¢l chicharok (Pisum sativunt), se
sabe que los foloasimilados necesarios son aportados principalmente por los foliolos y

ipulas de la hoja axilante que Heva la rama floral ¥ las paredes del mismo l'rmq (l’qr«)ssé,

2002). En las z,rummv..a.s como ¢l trigo. l‘x lolo sis dl.. la ho;u bm1dcm b Iu csplba ‘son las

(que en mnayor poru.ma_jg determinan el lln.nado dd 5mno. Lus nulncntcs ﬁun lr'm>pormdo>

descargados ¥ banan 1z

24



osméticamente activos que. al no encontrar conexiones por la via simblz'\sticu. pasan hacia

la nueva  generacién por via apopldsluu. cs dccxr entre’ lus parcdgs y los praCIOS

intereclulares. Ademas, se encuentran prcscntes c.glulne. d«. lmnslcrz.m.m con pro ‘éciohcs

en sus paredes celulares, entre la cara nlmxml_ dc los coulcdoncs (en

central, concava) v la correspondiente parte interna ‘de la cubierta’ seminal

esta’ forma. al

endosperma (convexa). denominadas "pit y anti pit” respectivamente:. D
aumentar la superficie de contacto con la membrana plasmitica sc facilita el pasaje de

nutrientes y se favorece el flujo de solutos a través de la misma (Perossé, 2002).

El éxito en el llenado del grano depende de las condiciones ambientales en el
momento en que éste comienza y durante todo el periodo de llenado, e involucra complejas
relaciones competitivas fuente-destino entre los 6rganos en el canopeo. Por lo tanto, un
déficit hidrico 'cn‘ésl_e punto es critico y determinante del rendimiento ya que afecta la
acumulacién’'de materia seca. La maduracién se completa cuando la semilla alcanza el
miiximo peso seco (madurez fisiologica). Finalmente, en la ctapa de deshidratacion, se
interrumpe la conexién vascular con la planta madre, y la semilla pierde paulatinamente
mis del 90% de su contenido de agua, lo que resulta en una gradual reduccién del
metabolismo. A medida que el agua es eliminada de los tejidos de la semilla, el embrién
pasa a un estado metabélicamente inactivo y la semilla se convierte en una estructura

autdnoma que puede permanecer en un periodo de quiescencia hasta reiniciar Ia

germinacién (http://www.pasturasdeamerica.com/conservacion/maiz. planta.asp, (2003).

restos de.



> Caracteristicas bioldgicas del fruto del maiz.

La dinamica del porcentaje de humedad en los granos, esti vinculada a su vez con
la dinimica de la acumulacién de materia seca. Durante el periodo de llenado de grano, que
comienza en la floracién y culmina con la madurez fisiolégica, se distinguen diferentes

subetapas segiin el proceso considerado.

El principio del periodo postfloracién se le denomina "cuaje” y alli no se observa
ningin crecimiento apreciable, los granos en esta etapa son acuosos. Luego del cuaje se
observa una etapa de muy activo crecimiento de los granos, o de llenado efectivo, en 1a que
los granos toman un aspecto lechoso en sus comienzos, pastoso posteriormente y duro hacia
el final. Todo este llenado efectivo y constante concluye en la madurez fisiolégica,
momento en que los granos ya no crecen mas y el rendimiento maximo posible se ha

alcanzado.

En cuanto a la acumulacién de agua en el grano se observa una importante
acumulacién inicial, que alcanza ripido un valor maximo. Dicho valor se mantiene casi
constante durante la mayor parte del periodo de acumulacién de materia seca en ¢l grano, el
cual una vez finalizado, da lugar a una fuerte caida del contenido de agua. Como el
porcentaje de humedad es simplemente la relacién entre el contenido hidrico y el peso
fresco (de materia seca y agua) de los granos, el mismo declina fuertemente durante todo ¢l

llenado.

Luego de la madurez, cuando ya no hay mas acumulacién de materia seca, la

disminucién del porcentaje de humedad depende solo de secado de los granos, y
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conseeuentemente el grado de humedad cac miis lento cuando termina Ia acumulacion de

materia scea. Aqui importa el niire que los rodea por la diferencia de temperatura existenie,

'punii-,dc: la._madurez fisiolégica, la pérdida de humedad ‘es en

Se establece que

términos: gene les: nds lenta que durante el llenado de granos, pues no se acumula mis

materia seca (Berqldf, 2002; Lopategui, 2002).

IV.  OBJETIVOS.
Objetivo General:
Explorar si los niveles del péptido Zm-IGF estdn relacionadas con la productividad

del las plantas del maiz. De ser asi, proponer la cuantificaciéon del péptido como un

elemento adicional para hacer una seleccién de cultivos mejorados.
Objetivos Particulares:

s Determinar la influencia de la insulina como un factor importante en el llenado
de grano.

=  Encontrar labs‘cohd‘ivciones adecuadas de la técnica de dot-blot, que permita
medir scmi‘-puuﬁ;vi:lativamcntc al péptido Zm-IGF.

= Apli(:a’x:ila1 léénx;éu dot-blot para cuantificar al péptido Zm-IGF c¢n ejes
embrionarios de semillas de diversas poblaciones de maiz.

= Correlacionar la cantidad del péptido Zm-IGF presente en semillas de maiz,
con el ciclo de mejoramiento de la variedad Zacatecas 58.

= Seleccionar semillas de maiz con altos contenidos de Zm-IGF y RA. para

explorar su posible relacion con la productividad.




HIPOTESIS.

Si el Zm-IGF tiene un papel importante en ¢l proceso de llenado de grano del fruto
del maiz, entonces habra una correlacién entre los niveles de Zm-IGF, con respecto a los
ciclos de seleccién y la cantidad de materia acumulada.

De cumplirse l1a hipétesis entonces:

a) Un cultivo que esté integrado de plantas con altos niveles de Zm-IGF tendra un
mayor rendimiento.

b) El Zm-IGF (asf como RA), puede ser utilizado como parametro auxiliador en la

seleccién de cultivos con mayor productividad.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL:

Plan general de la estrategia experimental:

2.Establecer las
1.Estudiar 1a condiciones éptimas
Influencia de insulina de Dot-Blot, para la
en cl llenado de grano. determinacién de
niveles de Zm-IGF.
L j
3.Correlacionar la 4.Anilisis estadistico
cantidad del Zm-IGF, en dos ciclos de
con respecto a cultivo.
distintos ciclos de ‘
cultivo.

5.Zm-IGF y RA se
pueden proponer como
pardmetros indicadores

de ia productividad.

6.Scleccion de plantas
en funcién de
pardmetros
bioquimicos.

Se muestra -la estrategia general del proyccto desarrollado-* en coordinacién con ¢l

Programa de Colaboracion con cl Colcgio'dckl’p'sligxfaqdqdo

concreta a realizar los pasos 1. 2. 3 'y 4, los cuales sirver

cubrir en un futuro los ‘pasos subsecuentes.




VI. MATERIALES Y METODOS.
e Material biolégico:

Semillas de maiz Zacatecas 58.

Zacatecas 58 es la coleccién niimero 58 del estado de Zacatecas; pertenece a la raza
Cénico Norteiio; tiene una floracién y una madurez fisiolégica medias de 70 y 120 dias en
Chapingo, respectivamente; siendo por tanto una variedad precoz. Su adaptabilidad es muy
amplia, ya que crece en la llanuras de Zacatecas y Durango, en Chapingo (primavera y
verano) y en Tepalcingo. Mor. (invierno).

A) Influencia de Ia insulina en el llenado del grano.

El material genético del presente estudio estuvo constituido por semillas de maiz
(Zea mays L.) de la variedad Zacatecas 58 de dos diferentes ciclos de cultivo, Zo y Z; los
cuales se recolectaron a la misma edad bioldgica. Para esto hubo una diferencia de 4 dias
mas para la poblacién Zi» debido a que el proceso de deshidratacién de ésta poblacién fue
mads largo con respecto a la poblacién Zo. Las muestras fueron tomadas de manera

aleatoria y cuidando que tuvieran caracteristicas morfolégicas similares.

Las mazorcas de maiz utilizadas fueron cosechadas en estado lechoso, durante el
periodo de “llenado de grano™, el cual, es el tiempo adecuado para analizar la capacidad

de toma de nutrientes.

= Reactivos y soluciones:
o Reactivos
- Microdyn ® .

- Polyoxyethylene-sorbitan Monolaurate (Tween 20). SIGMA. .
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o Soluciones:
-Agrimicin® 500 (1g/1L).

-Captan® (lg/lL) Funglcxda. Curasemllla, N-tnclorometlluo-4cxclohexcno-l 2
dicarboximida (7).
- Alcohol metillco (Metanol) al 70% (v/v) reacuvo Baker@ ACS, J].B. Baker.

- Dnsoluclén desmfcctantc. 50% de cloro comcrcml 10 mL de Microdyn ® y
3 mL de Tween 20 como surfactnmc, enun volumen finalde 1 L.
S » Hipocolorito de sodio. “Cloralex®", 6% activo.
olnsulina. de pincreas bovmo. (IB) con una actividad de 28.5 U/mg
(SIGMA St Lois, MO).
Medios de_cultivo; -

El medio ‘de cultivo utilizado es el medio conocido como MS (Murashige

and Skbé'g 1962). Li'ﬁox}iboéiéiéh se muestra en la tabla 1 del apéndice

=  Procedimiento.

* Las'semillas de los cultivos Zay Zir se analizaron por separado y se aplico el

mismo tratami unn,’ para lo cual se inocularon fracciones en un medio MS

sin insulinn 'y po ‘ot lndo se inocularon fracciones en un medio MS con insulina (200
uM). Cada terccr dm. se rcuhzé un monitoreo de la variacion del porcentaje en peso, la

cual es representativa del llenado del grano.

ana lnfonnm:lén de las Naciones Unidas: En Finlandia (1972), cl captin esta prohibido por considerarse

qQue cn Ni ga (1981). ¢l uso cs severamente restringido
(hitp//w s crres.org. /0900 Mm# CAPTAN).

31




o Prepnraclén de las muestrus (Ver f gura 2).
Lu mazorca se_ orientd de ‘manera vemcnl para seccionarla en tres partes

(ehmmando los exlremos) :la’. partc medla. nuevamente posicionada verticalmente, se

pamo en dos pxezas. de ]as cuulcs solo se trabajé con la fraccidén de didmetro mayor. A

dicha fmccxén se nphcaron dos concs. ahora transversales, obteniendo cuatro “rebanadas™.

De todas las fmccxones obtemdas. se seleccionaron para el trabajo aquellas muestras que

tuvieron camcterfsth:ussimilnres en peso, tamailo y nimero de granos. Finalmente, bajo

condicionesfesténles en’ 'una campana de flujo laminar, las muestras fueron sometidas a un

proceso ‘do"dosiofecciéln, el cual consisti6 en que las fracciones de la mazorca se
introdujc'ranjvpo:: un’ ﬁfnuto, en un frasco de vidrio que contenfa una solucién de alcohol al
70% (v/v), poyra favorecer la disolucién de la grasa (cera) que cubria los granos de las
mazorcas y facilitar el efecto de las siguientes disoluciones utilizadas; se desecho el
alcohol, posteriormente se pusieron las muestras en la disolucidn desinfectante por 20
minutos. Concluido este tiempo, se desechéd la disolucién, para posteriormente agregar el
bactericida denominado Agrimicin durante 10 minutos, se desechd éste y de la misma
manera se agregd el fungicida Captan, el cual se mantuvo por 10 minutos y después se
elimind. Finalmente se llevaron a cabo cuatro lavados con agua estéril, con los cuales, las

fracciones de mazorca quedaron listas para ser pesadas y posteriormente inoculadas en el

medio MS.

Las muestras se colocaron en el medio de cultivo MS. por inmersion de la parte

cénica de la fraécién” ﬁnolmen(e.'se incubaron los frascos con las fracciones a un rango

de tempemtura dc (25 28)°C por un periodo de 16 dias, registrando su peso durante seis

tiempos bajo cond:cxones eslérlles.
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Figura 2.- Procedimiento para la preparacién de las muestras Z. Y Z. Y
determi i6n de la infl ia de la insulina en el lenado del grano.
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A esta fraccion  sc aplicaron dos
coftes  verticales,  obteniendo
cuatso “sebanadas™, dc las cuales
solo se rabajd con dos.

La mazorca sc divide cn tres
partes y sc climinaron los
cXtremos,

P

Sc somcticron a un proceso de
tavado y dc desinfeccion.

En condiciones estériles, se
incrustaron en un medio de
cultivo MS.

Se incubaron los frascos
<con las fraccioncs a un
tango de temperatura de (25-
28)°C. por un pcriodo de 16
dias y cn presencia de la luz
- . artificial.
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B) Establcecimiento de las condici ] las para ir la r de

Zm-1GF por dot-blot.
El material genético del presente estudio estuvo constituido por semillas de maiz
(Zea mays L.) de la variedad Zacatecas 58 (Zo) y los compuestos de seleccién masal
visual estratificada de los ciclos 5, 10, 15 y 20.
La variedad original Zacatecas 58 Zo y las cuatro variedades mejoradas, formaron
parte del éxpcrimcnto’dc campo, llevado a cabo por el Dr. Jos€¢ Molina Galan, dentro del
Programa de ColéSpfacién con el Colegio de Postgraduados, ubicado en Montecillo, Edo.

de Méxicb'y_ lidad k‘ue la de evaluar el rendimiento del grano. Se utiliz6 el disefio

experimental completos al azar, con cuatro replicas. La parcela experimental

consistié en dos surcos con 12 matas de 2 plantas, con separaciones de 80 cm entre cada

surco y unaﬁ di A’ de 40 cm entre cada mata, para dar una densidad de 68,000 plantas

por hectéf;:i. ,: -
e« Obtencidn de ejes embrionarios:
Un total de 60 semillas de cada poblacién de Zacatecas 58, tanto la original Zo,
como la de sus diferentes ciclos de seleccién, fueron germinados a una temperatura de 24-
25°C en la oscuridad. A partir de las 22 h de imbibicién y hasta las 33 h, se monitoreé el
estado de desarrollo de cada una y se colectaron las semillas cuya radicula habia roto la
testa (germinacion). Se extrajo el eje embrionario y se almacend en congelacion (-70 °C).
* Obtencion del extracto crudo:
-Se realizé una mezcla de ejes embrionarios macerados con N: liquido y

amortiguador de extraccidén, en una relacién aproximada de 1:3. donde el amortiguador

conté con una mezcla de inhibidor de proteasas, teniendo la siguiente composicion:
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Amortiguador de extraccién: 100 mM de KCL, 20 mM HEPES, 0.2 mM EDTA,
10% de glicerol. ajustado a un pH de 7.6.

Mezcla_de_inhibidores de proteasas: Para un volumen de 50 mL sc tiene que por
cada pastilla de inhibidores de proteasas, se agregan 50 pL de Triton 100X, 500 pL de
0.1 M PMSF (fluoruro de fenil metil sulfonilo) y 50 puL de B-mercapto etanol.

- En el homogenado, para separar los lipidos con una micropipeta, fue necesario
favorecer la diferencia de densidades por centrifugacién, en una centrifuga Beckman
Gs-15R (utilyizando el rotor Beckman F2402, 26000 RPM), a 1500 rpm , 30 minutos y a
una tempe‘ly"ﬁvt.u’l;a de 4°C, descartando el pellet (niicleos y restos celulares), para trabajar

tnicamente; con el ébréhddgntq en-una posterior centrifugacidn, la cual fue a 90,000 rpm

(ulilizandb el éab:iﬁl - 'l"..AIOO.2)'por 60 minutos, a 4°C, y una ultracentrifuga Beckman
TL-100. Nuc\;amt;x:ne se elimind el pellet, constituido por los microsomas y ribosomas y se
obtuvo el sobrenadante, el ﬁunl se denominé extracto crudo.
Posteriormente se procedié a estandarizar la cantidad de proteina que se aplicé en
el dot- blot para cada muestra, siendo necesario determinar primero la cantidad de proteina
total contenida en cada extracto crudo, utilizando el método de Bradford.
Nota: todo lo anterior se desarrollé a una temperatura de 4°C.
e Método de Bradford:
Fundamento:
El color azul de Coomassie, contenido en el reactivo de Bradford. se une a las
proteinas en una relacién directa a la concentracién de las mismas y posteriormente se

obtiene una magnitud relativa, expresada en absorbencia a 595 nm (Bradford, 1976).
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Reactivos: .

-Reactivo de Bradford: Bio-Rad Protein Assay, reactivo concentrado. Bio-Rad
-Agua desionizada.
Espec

volumétricas

Procedimier;to, ;

desioniéncié, 3pL ‘<}ic ‘exrtracto crudo de ejes de maiz, y 200 uL del reactivo de Bradford.

Agltm‘hastahomogcnelmr completamente. Posteriormente leer en el espectrofotometro

2205 nm. '

= - Identificacién del péptido, mediante la técnica dot-blot.

Fundarriemo;

La técnica dot-blot es un tipo de ELISA rdpido que utiliza como soporte sélido papel de
nitrocelulosa. El antigeno (recombinante o sintético), en general, se adsorbe a través del
vacio al soporte en forma de gota (dor) (utilizando el equipo * The convertible ™,
Filtration Manifold System, Cat series 1055, Gibco BRL, Life technologies, inc) se
reconoce por el anticuerpo respectivo y se revela posteriormente con un segundo
anticuerpo acoplado a la enzima peroxidasa , para revelar por luminiscencia (Garcia Flores
et al 2001).

= Identificacién del péptido, mediante la técnica dot-blot.

Muestras y estindares:

o Extractos de proteinas, provenientes de los granos de maiz mejorados.



o Un control neénﬁvo, elaborado a partir de albimina de suero bovino
Fraccién V (GIBCO BRL, Life tecnologiesm), a una concentracién de
1 pg/g[_.; y un control positivo, elaborado a partir de insulina de pancreas
bovino, (li3) con una actividad de 28.5 U/mg (SIGMA; St.Lois,MO) a una

concer;tracién de 1 pg/pnl.

Reactivos v Soluciones
o Reactivos:
-Tris (hidroxi metil) aminometano , Ultra puro., Research Organics, INC.
-Monolaurato sorbitan polioxietileno (Tween 20), Sigma, P-1379.
-Cloruro de sodio (NaCL), cristal, reactivo Baker® ACS, J.B. Baker.
- Leche descremada: Lcche Sx”'el!y, calcio plus, de Nestle®.
o Solucnones
-Alcohol metlhco (Metunol)' reactlvo Baker® ACS, J.B. Baker.

- Solucién de buffcr _TrXS‘(TBS): 0.15 M de NaCl, 0.05 M de Tris y 1% de Tween 20 y

Gumea plg (SIGMA St.Lois, MO), dilucién 1:5000, en solucién de

. satumclén al 5% de leche desgrasada con soluciéon TBS 0.15 M.
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o 2° anticuerpo (Antiguinea pig IgG, conjugado con peroxidasa y
desarrollado e'n:"con‘ejos). con la dilucién 1:5000 en solucidn de saturacién al
5% de leche desgrasada con solucién TBS 0.15 M.
o Mémbrana de transferencia millipore:( para aplicacién tipo “blotting”™),
~ inmobilion-P, tipo del filtro: PVDF, con una medida de poro de 0.45 pm.
. © " Reactivo de deteccién sistema ECL de AMERSHAM, BIOSCIENCES
Procedimiento:

La membrana se sumergié durante 15 segundos en metanol, posteriormente se
deposité en agua desionizada por algunos minutos (10 min.). Se preparé el equipo de dot-
blot, colocando la membrana de manera centrada y se sellé. Una vez que se activé el vacio,
se deposité una cantidad determinada de muestra (50 pL) en los pozos. Se mantuvo con
vacio durante 1 h, pasado este tiempo, se secé la membrana a temperatura ambiente durante
15 min.

Posteriormente la membrana se deposité en metanol durante 15 segundos, se
eliminé y luego se realizé un lavado con agua en agitacién ocasional durante 15 minutos,
se elimind el agua y se baiidé con la solucidn de saturacién durante una hora a temperatura
ambiente. Cuando se cumplié este tiempo, se hizo un lavado con TBS 0.15 M durante 15
min y se desechd. para agregar el 1 anticuerpo disuelto en solucién TBS 0.15 M, al 5% de
leche descremada, se incubé durante una noche (17-19 horas) a 4 °C, en ambos casos se
mantuvo con agitacién suave.

Se realizd una serie de lavados posteriores, con TBS 0.15 M por 15 minutos, con
TBS 1.0 M (de NaCi‘) durante 10 minutos y nuevamente TBS 0.15 M (de NaCl) por 10

minutos. Del mismo modo 'y posterior a los lavados. se aplicé el segundo anticuerpo



(pg/ul nsun)) i

- Diseﬂé:y 4ébo_racl‘én_d

agua, a partir de ell alizaron diferentes disoluciones con distintas cantidades

de la insufin:‘, de tal'‘modo que’se, iier;é una serie de distintas concentraciones de IB
efini 50 ;.IL (entendiéndose que se realizé un aforo con

agua desiomzdfia) : :
‘o L Uria vez que sc aplica la muestra a la membrana y se lleva acabo la
reaccion de acoplamiento, la membrana se expone a una pelicula de rayos “X”
por 4.5 min. Posteriormente por medio del equipo Fluor-S, se determiné la

densitometria de los puntos obtenidos en Ia pelicula.
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VII. RESULTADOS.

1. Influencia de la insulina_con respecto al aumento en peso del grano.

Las muestras de mafz de los ciclos de seleccién Zo y Zn, fueron recolectadas a
temprana edad, en estado “lechoso™. Posteriormente fueron preparadas de tal forma que se
cortaron fracciones de mazorcas, las cuales se incrustaron por la regién central (Figura 2)
en el medio de cultivo MS, donde a uno de los lotes se le adiciond insulina (200 uM) y al
otro lote no (control). Cada tercer dia, se realizé un monitoreo de la variacién del peso, la
cual sec considera representativa de la capacidad de Ilenado del grano. Para Zo, solo se
trabajé con tres muestras para ver la influencia de la insulina y otras tres para observar el
efecto en ausencia del factor, esto se hizo realizando un monitoreo del peso durante un
periodo de dieciséis dias (Tabla 1); de manera analoga, para Z:» en ausencia de la insulina,

se trabajé con cinco muestras y con cuatro para las muestras que tenian insulina (Tabla 2).

En las tablas 1 y 2, se muestran los valores del incremento en peso de la fraccién
del elote, los resultados comprenden, tanto el porcentaje obtenido por cada dia y en cada
muestra, asi como el promedio final de las muestras con respecto al el ultimo dia. Para Z; el
control tuvo un aumento de 5.6% de peso, mientras que en la muestra tratada con insulina
fue de 13.5%, lo que indica un efecto de estimulo en la toma de nutrientes por la presencia

de la insulina exdgena.

En Zi el incremento en el peso inicial de las mazorcas fue mayor que el de la
poblacién original, sin embargo, pareceria no ser un cambio importante desde el punto de
vista individual, pero es probable que sea significativo en cultivos de gran volumen, por
otro lado, se presentd también un efecto de la insulina sobre las muestras, aunque menos

pronunciado que en Zs, siendo de 7.25%-9.73% en peso.
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Esto mismo se puede apreciar en la figura 3 para Zs ¥ 4 para Zi» , donde cada
conjunto de barras muestra cl comportamiento en la variaciéon de magnitud del peso de
cada fraccién de elote a un periodo determinado y cada barra indica la magnitud del
porcentaje en peso por cada dia de monitorco. Siendo el lote **A™ para Zo sin insulina, lote
“B™ Zo con Insulina, lote *C™ para Z sin insulina y lote *D" Zw con insulina.

En la figura 3 se observa el ciclo se seleccién original (Zo), donde para ¢l lote “A"
(sin insulina) no se observa un comportamiento definido en la variacién del porcentaje en
peso, ya sea en la misma muestra, entre los dias de monitoreo o bien entre muestras
diferentes; . se puede suponer que esto se debe a que en este ciclo de seleccion, en la
poblacién existe una baja produccién del péptido endégeno Zm-IGF. Para el lote “B™ (con
msuliné); se observa en presencia del factor una tendencia de incremento en el porcentaje
en peso, mostrando un efecto positivo en el llenado del grano. Para ambos lotes, es notorio
que existe variacién en la capacidad de llenado de grano entre cada muestra, esto se observa
analizando la variacién producida en cada dia.

Los lotes C y D, corresponden al ciclo de seleccién Zi» (figura 4), esto significa que
ha sido diecisiete veces seleccionado para mejorar la productividad de la planta, y se
esperaria que la cantidad del péptido Zm-IGF endégeno se hubiera incrementado. Esto es
consistente con las observaciones en el lote “C™ (sin insulina), porque ¢l promedio en peso
inicial de las mazorcas es mayor que las de Z.. Por otra parte en ¢l lote **D’ (con insulina),
se observa que en cada muestra hay un incremento en peso conforme avanza el tiempo,
esto de forma semejante a la observada en Z.. Sin embargo se observd que no fue tan
marcado el aumento; probablemente debido a que ya existe un contenido mayor del factor

enddgeno, el efecto de la insulina agregada es menos efectiva que en la poblaciéon Za.
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Mouestras correspondientes a Z..

No‘. de Variacién del peso de la fraccién del elote expresada en %
dias
[ Muestras 7 2 3 4 s 6
o o o o o [/] a
3 6.07 4.15 5.07 5.3/ 1.74 4.17
[ 5.31 4.31 4.76 3.55 1.89 4.30
8 4.74 5.14 5.23 6.28 2.76 4.69
10 5.31 6.64 4.76 10.62 13.70 7.17
14 6.45 6.64 4.12 14.11 16.61 230
16 6.45 6.64 3.80 11.83 20.9912 782
Lote “A”: Zo g/ insulina Lote “B™: Zo c/ insulina
Zo Pr de por de en peso (Zo Pr de por de en peso de]
de s muestra sin Insulina Ia muestra con Insulina
Y =5.635% Y=13.549 %
o=17.3584
n=3 n=3

Tabla 1. Influencia de la Insulina en ¢l desarrollo de los granos del maiz, en el Ciclo de

1 i6n Za .Se los datos que cor sp den al itoreo en 16 dias del porcentaje de incremento
cn peso de las fracciones de mazorca en estado lech los cuales estuvieron en con el medio MS,
siendo  para el lote “A™en dei 1i i que para cl lote “B", en presencia de este factor. El

de p jes de en peso de las muestras, corresponde a los valores reportados en el

ulumo dfa. Se obscrva que ¢l promedio de % de aumento en peso: Zo s/insulina < Zo c/insulina.

Muestras correspondientes a Z,,.

No. dias Variacién del peso de la fraccién del clote expresada en %
Muestras 4 2 3 < 3 -3 Z 2 ;.4
[+] o o o [¢] o [1] o (7 o
3 6.31 3.80 7.7 4.43 1.77 317 <17 447 721
6 5.78 4.47 6.73 5.16 0.16 4.28 <4.02 432 6.97
8 6.31 5.79 6.56 4.28 .13 396 3«7 4.62 7.36
10 9.47 10.92 8.04 4.13 2.75 535 882 .62 7357
14 8.77 6.62 7.88 4.57 5.17 619 681 2.71 7.87
16 9.64 6.62 8.04 5.31 6.63 277 773 15.58 7.37
Lote “C™: Zi7s/ insulina Lote “D™: Zi? ¢/ & i
Zy Pr de por jes de Zys Pr dio de por de en peso de
en peso de Ia muestra sin Insulina 1a muestra con Insulina
Y= 7.25386 % Y= 9,730921 %.
a=]650 o =390
n=5 n= 4

Tabla 2. Influencia de la Insulina en el desarrollo de los granos del maiz, en el Ciclo de
seleccién Zi». Se muestran los datos quc corresponden al monitorco en 16 dias del porcentaje de

incremento ¢n peso de las fr i de en =slado i los cuales estuvieron cn contacto con el
medio MS, sicndo para el lote “C" en ia de i i i que para cl lote “D*, en presencia de eslc
factor. El pr dio de p jes de en peso de las muestras, corresponde a los rep

en el altimo dia, en dondc se observa para el dio del % de en peso:

Z17s/ <Z17 I}
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Muestras corrcespondientes a Za..

Inﬂuencla de Ia lnsullna en el desarrollo de los granos del maiz, en el
Ciclo de seleccién Z 0"

Lote “A™ Lote “B"™ . SN
Zo s/ insulina Zo of insulina jcDiao

imDia 3
igblaé
gDlasg
'mgDia1
|nDla1

% n peon de nfracida de maraers

Muesiras [Fragmenta de mazorce)

i
i
|
i

)
I
i

ol
4l

Figura 3.- Influencia de la Insulina cn ¢l desarrollo de los granos del maiz, en ¢l ciclo
de scleceiéon Ze .Se muestra la tendencia en la variacién de magnitud del peso, donde cada barra
corresponde a la magnitud del por ciento en peso por dia de monitoreo: y cada conjunto de barras

corresponde a un ensayo r en siete tiempos que se aplicd a una muestra.

Muestras correspondientes a Zi.

|nnuancl: de la insulina en el desarrollo del grano de malx. en el Ciclo de seleccion DDA0
z 17 mOia3 |

obDiaé

Lote “C™. Lote “D"
Z,y s/ insulna Zy3 ¢/ insulina

% en peso de la fraccion e
mazorca

Muestras (Fracciéon de mazorca),

Figura 4.- Influencia de Ia Insulina en el desarrollo de los granos del maiz, en ¢l Ciclo de seleccion
Z . Se muestra la tendencia en la variacién de mnbmtud del peso, donde cada barra corresponde a la
itud de! por ciento en peso por dia de y cada 1 de barras cor dc a un ensay
T do en sicte tiemp plicado a una

20 m0ia 10
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2. Establecimiento dc las condiciones adecuadas en Ia técnica de_dot-blot,

para la cuantificacién del péptido Zm-IGF en muestras de maiz Zacatccas 58.

* Determinacién del rango de sensibilidad en la curva patrén de insulina bovina.

Se establecié una curva patrén con concentraciones conocidas de insulina bovina
(IB) (0.0 pg/ul — 40 pg/nl), la cual se obtuvo a partir de la aplicacién de la muestra a un
sistema de dot-blot en membrana de nitrocelulosa. El sistema se revelé con ECL de
Amersham, exponiéndose a una pelicula de rayos X por 4.5 min. Posteriormente por
medio del programa Fluor-S, se realizé la densitometria de los puntos obtenidos,
logriandose asi el rango de Ja curva patrén de IB equivalente a 0.0-1140 pU/nL (Figuras 5
y 7).

Curva patrén de Insulina bovina (1B).
Figura 5.-Se obtuvo por medio de

1 dot-blot, con un volumen de aplicacion

de 50 pL, partiendo de IB con actividad
inicial de 28.5 U/mg de proteina.

Curvs patron de
(). Yo Do

Soasiled WoTuaty
sEu8YENESE

=  Cuantificacién de proteina por el método de Bradford.

A fin de poder medir los contenidos de proteina de los extractos de cjes
embrionarios de maiz, se preparé una curva patrén a diferentes concentraciones de
albamina bovina como referencia, para lo cual se obtuvieron las absorbencias

correspondientes a 595 nm. Con la curva trazada, las absorbencias de nuestros extractos de
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ejes embrionarios se interpolaron en ésta curva, para asi determinar las concentraciones de
las mismas y posteriormente estandarizar el contenido de proteina en el que se realizaria la
determinacién inmunolégica (Figura 6).

Curva patrén de albimina:

Curva patrén de albumina
Figura 6. Curva patrén de albimina

] _; = 004130 » G008 bovina aplicando el método de Bradford.
| & s i Esta curva se usé para medir proteina en
- el extracto crudo obtenido de las
l Z o muestras de maiz Zacatecas 58.

T -,

2 o

£ .

_.§= 02
i o
H . ”» " k]
1

= Determinacién del factor Zm-IGF, en ejes de semillas de diferentes ciclos de seleccién
masal visual estratificada.

Se realiz6 una prueba preliminar para la deteccién del factor Zm-IGF en los lotes de
semillas Zm (original) y los ciclos de selecciéon Zms y Zmo . En este caso en particular se
aplicaron distintas cantidades conocidas de extracto crudo, se cuantificé proteina, se aplicé al dot-
blot y se realiz su respectiva determinacién densitométrica. La informacién que nos proporciond
este experimento fue el poder estimar un rango de cantidad de proteina en la que es posible
detectar el péptido, el cual oscilé entre 90ug- 260pg de proteina proveniente del extracto crudo
(resultados no mostrados).

- Adecuacién final de la técnica para la cuantificacién del péptido Zm-IGF.

Se tomd como base central el experimento anterior, realizandose las modificaciones

pertinentes para obtener las condiciones finales. Se determiné que la cantidad de proteina a
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’ aplicar' en los’ pozos para dot-blot era de 140 ug de proteina, para su deteccién y
correlacién con‘ la curva patrén de IB.

.. Una vez afinado el método, partiendo de una mezcla de semillas de varias
mazorcas <dclv mismo ciclo, se trabajé con una cantidad determinada de cjes
erﬁbrign‘a}ids de maiz. Se estandarizaron las condiciones para la técnica de dot-blot, se
de.ﬁ'nie’rlo‘n‘, Ias éor;ccntmciones del pdéptido Zm-IGF de los distintos extractos
perxéhccicm‘esj, a las semillas problema, a través de medir las densidades que
pcmjit'ic‘ran una intérpolacién con respecto a la curva patrén de IB. Todo esto se realizé
con ‘Ia ﬁﬁalid?\d de cuantificar al Zm-IGF en cada uno de los diferentes ciclos de
semillas de malz, tanto en las originales, como en las semiillas mejoradas.

» Se sgbc que ¢l Zm-IGF es una hormona que regula el crecimiento y el desarrolio
de la planta de maiz (Garcia., 2007). Las muestras de la variedad Zacatecas 58 original
(Zmo) y cuatro poblaciones genéticamente derivadas a través de la seleccién masal

visual estratificada para mayor rendimiento del grano (Zs. Zia. Zis y Z), mostraron una
correlacién positiva con el gontcnido del factor: Conforme aumentd el ciclo de seleccion

de mcjorﬁmiento cn las' semillas, también auments la cantidad del factor peptidico

(Figura 8).

- ¢ S a4

Figura 7--Revelado en placa de rayos X de Ia curva pairon de Insulina bovina (1B), Dc izqui
a derecha: 0.0, 57, 285, 570, 855 y 1140 pU/ul. de insulina Bovina

s o o B

Figura 8.- Revelado en placa de rayos X del péptido Zm-IGF con Jos diversos ciclos de seleccion
de maiz Zacatecas 58, De lzquicrda a derecha los ciclos de seleccién de semillas mcjoradas: Zm

Original. Zm 5, Zm 10, Zm 15 y Zm20.

erda

La figura 7 y B sc obtienen a partir de 1a aplicacion de las mucstras a_un dot blot on fa_membrana de aurocclalosa. 12 cual s

reveld conen sistema ECL de Amersham, exponiéndose en una pelicula de ray0s X por 3 3 min Posteriormente pot media del

progama Fluor.S, se realizo 1a e los puntos obi . anto en la curva pauron de 1B, coma en las muestras
se logro Ia i6n del peptido Zm-1GF

TESIS CON |
FALLA DE UiuGN




Cuantificacién de Zm-I1GF como Figura 9.- Se cuantificé la cantidad de Zm-

equivalente de Insulina bovina, cn ejes de IGF presente en las semillas de maiz
cada ciclo de Semillas Mejoradas (SM). Zacatecas 58 original y las que han sido
mejoradas. Se tomoé a la Insulina Bovina

Cuantficacion del plpsdo ZmIGE con respacte » (IB) como patrén de referencia para la

18 lnsuling bovina. A 4 : ~ T
cuantificacién de dicho péptido, en términos

equivalentes en pU de insulina.

Contind oo Bovis it}
'EEEEEEE

Mo de clatas e Samiiae Majessdse (20,

3.-Cuantificacién del péptido Zm-IGF_en_las semillas de dos ciclos de

seleccién masal visual estratificada.

Las mazorcas de maiz, de la variedad Zacatecas 58, de los ciclos de seleccién Zme
Y Zm, se recolectaron en la etapa de madurez fisiolégica, al término de veinte dias de
permanecer en condiciones naturales de secado para disminuir el porcentaje de humedad y
lograr mejor su conservacién para su futuro uso.

La metodologia y las condiciones estandarizadas anteriormente para determinar la
concentracién del péptido Zm-IGF, se aplicaron de la misma manera para la siguiente fase
(Figura 10), solo que ahora enfocando a comparar dos ciclos de seleccién en estado final
de madurez (Figura 11 para Zme y figura 12 para Zmi7). Es necesario mencionar que para
éste experimento se trabajé con un numero de 83 y 79 mazorcas para Zme y Zme

respectivamente, como muestras representativas de cada poblacién (Tablas 3 y 4)*.

*Nota: El nd de P en tablas es menor al indicado anteriormente, ya que no se incluyeron

las determinaciones de Jos granos en las que se encontraba dadado el embridn.
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Figura 10.-Aplicacién de dot blot a dos ciclos de seleccién.

Muestras de Maiz Zacatecas 58,
Ciclo de seleccién Zo

Lote 1.
Mucstras:1,3,4,6,7,8,9,10,11,12,13,15,16,17,18,
19,21,22 y 23

Lote 2.

Muestras:25,26,27,30,31,32,33,34,35,36,37,38,39,

40,41,42,43,43,47,48,49,50,51,52, y 53.

- o o

Lote3.
Mucstras:54,55,57,59,60,61,62,63,64,65,66,67,68,
69,70,71,72,73,74,75,76,77,78 y 79,

Lote 4.
Mucstras:80,81,82,83,84,86,89,90,91,92,94,95,96,
97,99, y 100.

[ NN
00
[ ]

Figura 5. Anidlisis de las muestras del Ciclo de Seleccidén Zm ° (Imes 1,2,3 y 4), mediante la aplicacién de dot blot,

de las . Estas se revelaron con el

donde para cada lote sc realiza en la

sistema ECL de A h

de rayos X por 4.5 min. Posteriormente por medio

del programa Fluor-S, se realm la densnomema de los puntos obtenxdos, tanto ¢n la curva patrén de 1B,
1

del péptido Zm-1GF por la correlacién

como en las final
de densidades cntre ambos.

Muestras de Maiz Zacatecas S8,
Ciclo de seleccién No. 17

Lote 1.
Mucstras: 4,5,8,10,13,15,16,17,18,19,20,21,22,
24,25,26,27,29,30,32,33,34,35,36,37 y 38.

e e e . =
e ® = -
- - -
- = - -
Lote2.

Muestras: 39,40,41,42,43,44,45,46,48,49,50,51,
53,54,55,57,58,59,60,61,62,63,66,67 y 68,.

- - - e
- o o

- - -
< et -
e o e ®

Lote 3.,
Muestras: 69,70,71,72,73,75,76,77,
78,80,81,82,83,84,85,88,90,91,
92,93,94,95,96,98,100,12,36,52 y 65.

B
> e

Figura 6. Anilisis de las mucstras del  Ciclo de Scleccidn
Zm v (lotes 1.2 y3 ), mediantc Ia aplicacion de dot blot ,
donde para cada lote s¢ realiza en la membranas s aplicacion
de las muestras. Estas se revelaron con en sisterna ECL de
Amersham, exponiéndose en pelicula  de ayos X por 4.5
min. Posteriormente por medio del programe Fluor-S, se
realiza la densitometria de los puntos obtenidos, tanio en la
curva patdn de ln. como en las muecstras problenm,
del péptido Zm-IGF por
la corvelacion de deﬂ:ldld:s entre ambos.

48




a) Cuantificacién del péptido Zm-IGF el ciclo de seleccién Zme..
Informacién sobre las muestras recibidas
Se trabajé con un total de 83 muestras de semillas (Tabla 3), donde cada muestra

corresponde a una mazorca de éste ciclo, las cuales se encontraron en bucnas

condiciones de sanidad (B), alg as Pre on dailo fisico en ¢l endospermo

(D). Por otro lado sc¢ determind su aciébn con respecto a equivalentes de
insulina, donde N/D significa valores inferiores al nivel de sensibilidad del método.

‘Tabla 3.-Datos obtenidos al aplicar ¢l dot-| -blot, a las mucstras de la poblacién Zmo, mediante 1a

cuantificacién del Zm-1GF con P a equival de ina bovina.
Peso Concentracién Peso Concentracién | Ceondiclonss
Nede [Mazorca pu/me, Cendiciones Node [|Mazores RN de sanidsd
plants (K} de sanidad plants (z)
1 B4 329 B 49 117 369 B
76 313 B 50 96, 655 )
4 82 196 B ) 26, 895 B
6 103 867 B $2 o5 N/D B
7 76 436 B 53 94 N/D [
8 104 663 B s4 89 473 B
9 64 195 8 o1 101 261 B
93 822 [} 62 72 s\ B
94 594 )1 T’G 66 260 B
78 344 B 64 73 348 B
15 104 N/D. B 66 106 243 B
16 k3 N/D B 67 72 486 [:3
17 100 530 B 68 &4 386 B
18 98 313 B, 69 83 507 B
19 69 201 8 72 21 42 B
21 81 N/D 8 74 53 294 D
22 93 ND B 7s 77 220 B
25 96 N/D B 77 54 482 a
26 110 288 B 78 93 404 B
27 10 279 B 79 33 553 B
30 108 N/D i 30 14 218 8
32 58 ND B 81 s6 3t D
33 84 472 D 82 44 229 [
34 76 ND B 84 66 144 B
3s 75 37 D 86 43 81 B
36 107 904 B 89 44 374 B
37 69 525 B 90 83 57 B
s 93 283 B 91 63 138 B
40 90, 464 8 94 87 442 B
41 100 N/D B 95 77, ast B
42 108 113 ) 96 68 s14 B
43 102 180 B 97 64 326 B
47 73 N/D B 99 94 159 B
48 92 N/D B 100 72 N/D B
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b) Cuantificacién del péptido Zm-IGF el ciclo de seleccién Zmu».

Informacién sobre las muestras recibidas.

Para este ciclo se trabajé con un total de 79 muestras de semillas (Tabla 4),

donde cada muestra corresponde a una mazorca de éste ciclo, las cuales se encontraron

en buenas condiciones de sanidad (B). algunas muestras mostraron dafio fisico en el

endospermo (D). También se determiné su concentracién con respecto a equivalentes de

insulina, donde N/D significa valores inferiores al nivel de sensibilidad del método.

Tabla 4.- Datos obtenidos al aplicar cl dot-blot, a las muestras dc la poblacién Zmir, mediante
de

la cuantificacién del Zm-1GF con ¢ a equi bovina.
Muestra | Peo de | Concentracion | Codiclones

217 pUpL de sanidad Muestra Peso de Concentracion [ Condiclones

2 81 418 Zir mazorea. BUBL. desantdae |

s 112 249 53 122 N/D 3

5 113 700 £ 157 148

12 119 281 s? 131 ND

13 74 499 S8 20 14 ]

13 135 758 39 171 50

16 134 580 60 134 NO

7 0 T o1 106 352

19 a9 735 62 121 N/D

2) 158 s02 63 218 NID

22 92 760 as 165 228

24 116 748 Bien 67 174 233 3

s 163 707 Bien 66 120 ND B

27 131 01 Bicn o8 o7 284 B

29 174 297 Bien &9 107 557 D

30 108 671 Bien 70 143 113 B

32 116, 226 D 21 144 188 D

33 110 631 Bien 72 102 214 B

s 143 208 Bien 73 119 ND 3

36 202 848 Bien ki 125 62 D

37 162 698 Bicn 76 129 278 B

40 140 241 Bien 77 137 250 B

4l 19 108 Bien 78 A7 EXE] B

42 132 283 Bien 80 et 179

43 o 332 Bicn 41 127 376

a4 97 N Bien 82 69 137

as 98 ~ND Bien 83 139 847

46 133 301 Bicn 24 160, 334

48 220 299 Bicn 85 134 30

49 130 703 Bicn e 00 439 D

so 160 213 Bien 20 139 340 D

s 97 ND Bicn [ 922 35 633 D

s2 133 589 Bien —3 113 483 B
: 95 27 392 D
L__o8 128 083 B
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4. Distribucién de las_poblaciones Ze vy Z.:_con respecto a su contenido
de Zm-IGF.

Las muestras de las poblaciones Zo como Zun, se ordenaron con base a su contenido
de Zm-1GF considerando solo aquellas muestras que se encontraron en buenas condiciones
(*B”, Tablas 3"y 4) y mostraron valores “detectables™ del péptido Zm-IGF. Los valores,
desde 0 hasta 1000 pU/pL, se ordenaron de manera creciente y se definieron rangos de
cien unidades, con los cuales se determinaron los porcentajes de frecuencias relativas
(frecuencias con respecto al total de muestras) que corresponden a cada intervalo (Tablas 5
\Y 6)>. Se determiné para cada caso el promedio de la muestra (Y), que es una medida de la
tendencia central, la desviacién estindar de {a muestra (S), que indica la dispersién de las
magnitudes determinadas con respecto al promedio de 1a muestra, la mediana, que es el
punto medio o central de todos los valores de la muestra y la moda, que es el nimero
mayor de frecuencias o repeticiones (Howard, 2001; Justo, 1991 y Montgomery. 2002).
En las figuras 11 y 12, se observa respectivamente para Zo y Zi7, el comportamiento que
correspondé a la distribucién de la poblacién, donde se grafica la cantidad del péptido Zm-
IGF, con respecto a el porcentaje de frecuencia relativa presente en cada caso. La
poblacion Z. muestra‘una éistﬁbucién distinta a la de la poblacién de Z., ya que la
primera se preﬁ‘enizvl‘c'oﬁ;o unA “campana” asimétrica, cuya moda se expresa en rangos de
concentraciones bajas (250 pU/pL) y en la segunda al tratarse de una poblacién
seleccionada, se muestran dos campanas, de las cuales la que corresponde a la de rangos
de bajas concentraciones (*A™), podria ser equivalente a la moda de la poblacitn original

v ademas presentindose una segunda moda con valores mas elevados (750 pU/pL).
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Comportamiento de la poblacién Z..
% de frecuencias relativas de las concentraciones del
péptido Zm-IGF
25
(]
g e
£ 20 [@0-160" " ]
S |m100-200
g 15 . Qg200-300
£ 300-400
3 10 | m400-500
2 s m500-600
8 : {m600-700 i
= ’n7oo-aoo |
Intervalos de clase |m800-900 !
| =900-1000 |
Poblacién Z ** 0
S 3
Figura 11: Para la poblacion Zo. l as des dc Tas i (uU/uL) se de manera creciente en
rangos de cien unidades, cn los cuales se determiné cl je de fi relativa P i Para este caso
se i tencr una de tipo asimétrica “unimodal™,

Comportamiento de la poblacién Z.

% de frecuencias relativas de las concentraciones del

!
1
| !
; péptido Zm-IGF. i
% !
' jmo0-100 ||
E: ‘...?_ j.mo_zoo{
. & d - { g 200-300|]
g2 - '@ 300-400]!
P - '
£ 3 .: : ‘- 400—50052
4 I ! g3 500-6001.
s i m 600-700'!
i 700-800
| | .
ntervalos de clase. = 800-900"
Poblacién Z 17" —m
blacion Zir. ) as itudes de las i (HU/pL) se ord de i en

Figura 12: Para la p
rangos de cien umdndcs. en los cuales se determind el porcentaje de frecuencia relativa. Para este caso se observé  una

poblm:uén de tipo “bimodal”, siendo “A” ]a moda con menor magnitud cn ¢l rango de concentracion con respecto a “B™,
que tiene una magnitud mayor.
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‘Tabla §: (Datos de Ia figura 11): Co

de Ia poblacién Ze.

Intervalo de . . Yo de
clase Marca de clase Fr Fr Fr
uUspl. pUML r ¥
0-100 50 3 0.08 6.122
100-200 150 7 0.14 14.285
200-300 250 10 0.20 20.408
300-400 350 9 0.18 18.3687
400-500 450 7 0.14 14.285
500-600 550 7 0.14 14.285
600-700 650 1 0.02 2.040
700-800 750 1 0.02 2.040
800-900 8350 3 0.08 8.122
900-1000 950 1 0.02 2.040
Total 49 1 700
Media Muestral | Desviacion Estandar
Muestral (S) Mediana Moda
383 219 348 250
Tabla 6: (Datos de 1a figura 12):Comp i dela i6n Zi7.
Intervalo de [ Marca de o de
clase clase T i Fr i Fr i
uU/ul nU/npl. absoluta relativa relativa
0-100 50 2 0.04 4.16
100-200 150 3 0.10 10.41
200-300 250 14 0.29 29.18
300-400 3s0 k] 0.10 10.41
400-300 450 3 0.08 8.25
500-600 550 4 0.08 8.33
600-700 650 3 0.10 10.41
700-800 750 8 0.16 16.68
800-900 B850 2 0.041 4.16
Total: 43 7 100
Promedio Desviacién
de la Estandar Mediana Moda
muestrax(Y) | Muestral
S)
291 113 250 250
rr 1] D 7. A A edi Mod-
de la Estandar
muestra:(Y) Muestral
S)
654 117 690 750
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VIII. DISCUSION.

Influencia de la insulina con respecto al aumento en peso del grano.

Durante la etapa del llenado de grano de las mazorcas, el nimero de células se
mantiene constante y se da el predominio de procesos anabélicos qQue conducen a la
deposicién de reservas en las semillas en formacién. En condiciones normales de
desarrollo, los fotoasimilados requeridos en esta etapa provienen de la planta madre
(Perossé, 2002). Un aumento en la demanda de fotoasimilados, aumenta la fotosintesis
en las hojas y la movilizacién de las reservas hacia la mazorca.

Tomando como referencia lo anterior, se disefié una metodologia que permitiera
contar con los elementos minimos necesarios para medir cambios en la capacidad del
llenado del grano en las mazorcas, por ello, las mazorcas de ambas poblaciones fueron
recolectadas en los comienzos de la etapa de desarrollo, en la cual los granos sc
encontraban en estado lechoso y es justo en este momento cuando el proceso de
llenado es mds aclivo y se aprecia el mayor crecimiento de los granos (Beraldi, 2002;
Lopategui, 2002). En otras palabras, en los experimentos de los cultivos in vitro, la
fuente para la obtencién de los fotoasimilados fue proporcionada por el medio de
cultivo MS, ¢l estado *“lechoso” de la mazorca favorecié la demanda de los
fotoasimilados en el fruto y su respectiva movilizacién, para el corte propuesto en
“rebanadas’ de las mazorcas, se asumié tener la estructura en red de microtiibulos de
manera funcional, como via de ingreso de los fotoasimilados a través del olote, por lo
que este disefio permitié analizar el efecto del factor en este proceso.

Por otro lado, se conoce que la insulina es una hormona animal que regula el
contenido de glucosa en la sangre, canalizindola a distintos destinos de acuerdo a las
necesidades metabdlicas del organismo, una de éstas es la de almacenamiento de

fuentes de carbohidratos. De manera aniloga se esperaria que el Zm-1GF en maiz, funja
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como un regulador de los fotoasimilados y en este caso favorezca su almacenamiento,

trayendo “como cor un

>en el 11 do del grano. De efectuarse esto,

podriarﬁos sugerir que el péptido estd involucrado directamente en la produccién del
_fruto, 'pbr' lo menos en este sistema de cultivos in vitro,

En este experimento se trabajé con msulmn ¥y no con Zm-IGF, lo cuil se
’JUS‘IFCB porque en el momento en que se dcsnrrollé el experimento no se contaba con
’gmndcs concentraciones deil péptido purlﬁcndo. Por otra parte, se conoce de trabajos
experimentales previos en animales, la éxfsféncia de mitdgenos similares en estructura
y funcié6n a la insulina, denominados lnr;ulin-like Growth Factors (IGFs) (Humell,1990)
Yy por ulumo. se ha reportado quc cl Zm-IGF aislado del maiz, es reconocido por
antlcucrpos contra msulma y que tiene un comportamiento bioquimico semejante a este
regulador en la planta (Garc(u. 2001). Por todo lo anterior se decidid usar insulina en el
medio de cultivo MS para realizar la prueba mencionada.

En términos generales, los resultados mostraron un efecto positivo en el llenado
del grano de las fraccio‘ncs de mazorca en de ambos ciclos de seleccién, pues las
magnitudes del porciento en peso, tanto de Zo,, como Zi». en los respectivos lotes “A" y
“C" sin insulina (5.63 y 7.25 % respectivamente), resultaron ser menores con respecto a
las magnitudes de los lotes “B” y “D” (13.54 y 9.73 % respectivamente), en las que se
agregd insulina.

Corrclacién de la cantidad det Zm-IGF con respecto al ciclo de mejora.

La mayor productividad de los cultivares modernos se debe a un aumento en la
produccién de fotoasimilados acumulados en las partes aprovechables, normalmente en
los frutos y las semillas. Este efecto es resultado de procesos de seleccion y mejora
desarrollados mediante procedimientos empiricos. La comprension de la regulacion del

reparto de fotoasimilados hacia los frutos, facilitara sin duda el desarrollo de variedades
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mads productivas. En esta investigacién se propone que la presencia de un factor tipo

Zm-IGF en semillas en formacién, estaria relacionado con la productividad de una

planta por generar mayor d da de fotosi. >s. Esta premisa estarfa de acuerdo con
los resultados anteriormente mostrados y se refuerza con la correlacion observada entre
la cantidad de Zm-IGF y el ciclo de mejoramiento de la poblacién analizada, donde en
efecto, la cuantificacién de Zm-IGF en el tejido de e¢jes embrionarios, mostré un mayor
contenido de Zm-IGF a medida que se incrementaron los ciclos de mejoramiento como
se observd en los resultados de la figura 9.

Cuantificacién del péptido Zm-IGF en dos ciclos de scleccién. Anilisis
estadistico.

El anilisis de los histogramas que muestran el contenido de Zm-IGF, para la
poblaciones de Zo y Zi» (figuras 11 y 12) muestra comportamientos diferentes: Para el
cultivo Zo fue de tipo asimétrico “unimodal”, con una desviacion estindar muy elevada
(219 pU/puL) con respecto a su media (383 uU/L) , mientras que para el cultivo Z.s, et
comportamiento - fue de. tipo bimodal, lo que indica que contenia dos poblaciones
distintas. De cllas, la primera sc distribuyé a bajas concentraciones de péptido (0 a 500
pU/uLl) y una desviacién estdndar amplia (113 pU/uL) y la segunda se distribuyé a
concentraciones mayores (400 a 900 pU/utl)) y con una desviacion estindar mas baja
(117 pU/uL ). lo cual significa que en ésta Oltima poblacién, contuvo una mayor
homogeneidad en sus componentes, al mostrar valores mas definidos.

Mads aun, para la poblacién original se observé que la moda tuvo, un valor
semejante al de la poblacién mejorada (Z») en la regiéon de intervalos a bajas
concentraciones, siendo de 250 pU/pl, en cambio en la segunda poblacién a
concentraciones elevadas, el valor de la moda fue de 750 uU/uL. Para esta iltima

poblacién, que habia sido sometida a un proceso de seleccion masal visual estratificada
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de mejoramiento del rendimiento del fruto, los resultados se pueden interpretar como un
incremento del nimero de muestras que tienen mayor concentracién del péptido y que
ain conserva una elevada identidad con respecto al comportamiento de la poblacién
original. En el tiempo en que se desarrolld esta tesis, se llegd a un total de 25 ciclos de
mejoramiento, por lo que es probable que si se hubiese trabajado con éste iltimo ciclo
de mejora, existiria un incremento atin mayor en el nimero de muestras con mayor
concentracién de Zm-1GF.

El Zm-1GF muestra asociacién con la productividad de 1a planta de maiz.

Los datos aqui presentados permiten considerar a este péptido como un factor de
crecimiento de tipo insulinico, el cual, indirectamente a través de la insulina, sugiere
tener una influencia positiva en la capacidad del llenado del grano de las mazorcas en
estado lechoso, también se mostré una relaciéon positiva entre el ciclo de seleccién de
mejoramiento y el contenido del péptido en las semillas; ademas se determindé que
existe un aumento de casi un 10% en la frecuencia de las muestras que tienen mayor
concentraciéon del péptido Zm-IGF en una poblacién que ha sido seleccionada para
mejoramiento del rendimiento del fruto del maiz, con respecto a aquella que no lo ha
sido. Por todo lo anterior se puede concluir que estos estudios pueden ser el punto de
partida para proponer al Zm-1GF de maiz, como un indice asociado a la productividad
de la planta del maiz.

En este trabajo, alin no es posible hablar de la productividad en términos del
rendimiento del grano de maiz, pues las muestras recibidas se limitan a relacionarlo con
el rendimiento dado en cantidad de mazorca por planta. (Molina, 1983), si embargo se

comenzé abordar el tema al querer relacionar el llenado del grano con respecto a la

P iaoala del la insulina (que se ha propuesto como sustituto anilogo

del péptido Zm-1GF). También, el incremento del rendimiento del grano, se intenté
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relacionar con el ciclo de mejoramiento, pero esta relacién no es muy claro aan, a pesar
de esto, se sabe de antemano que existe una relacién positiva entre el porcentaje del
rendimiento de la mazorca por planta y el ciclo de seleccién. (Molina, 1983). Queda
pendiente reforzar la relacién que pueda existir entre el péptido Zm-IGF y el lienado
del grano, entre el ciclo de mejora y el llenado del grano, asi como también establecer
l1a relacién que pueda existir entre el lienado del grano y el porcentaje de rendimiento
de mazorca por planta y éste a su vez con el Zm-IGF.

Perspectivas del trabajo: Zm-IGF y RA (rubisco activasa) como parametros
indicadores de 1a productividad.

Trabajos anteriores han demostrado que ¢l contenido de Rubisco activasa (RA)

en las hojas de maiz tiene una corrclacién positiva con el proceso de seleccién masal

para productividad del maiz (Morales, 1998); por otro lado, el pr trabajo sugi

l1a relacién de los niveles de Zm-IGF encontrado en ejes embrionarios del fruto de esta
planta, con la productividad del maiz. Con base en estos dos elementos, se sugicre para
futuros trabajos, que tanto Rubisco Activasa (RA), como el Zm-IGF, sean propuestos
como elementos indicadores para generar una herramienta complementaria a  la

seleccion tradicional de semillas que van dirigidas al incremento de la productividad.

imi

Seleccién de semillas en fi i6n de pari ros bi
Como trabajo de investigacién complementario, orientado a probar la veracidad

de esta propuesta, se cuantificaron los valores de RA en las hojas bandera de las
mismas plantas en las que se determiné el conienido de Zm-IGF (Lozano, 2003). Los
valores correspondientes de ambos parametros se organizaron de acuerdo a la cantidad
de éstos en forma decreciente (Tabla 2-Apéndice), se clasificaron las plantas que
tuvieron magnitudes relativas semejantes de ambos parametros con la finalidad de

sembrar en el futuro ciclo agricola, semillas con alto y bajo contenido de ambas
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proteinas, para estudiar el efecto de estos indicadores genéticos en el desarrollo de la
planta y en el llenado de grano del maiz. Asi se tendrian como control positivo, grupos
de semillas con contenidos “muy alto -muy alto” (MM) de ambos parametros y como
control negativo a aquellas que se representaron como *“muy baja cantidad de los
indicadores’ (PP) (Tabla 3-Apéndice), donde la primer letra a la izquierda corresponde
a valores de RA, (Lozano, 2003) y la segunda letra a la derecha, corresponde a valores
determinados y clasificados en este trabajo en funcién de la concentracién del péptido
Zm-IGF. Solo es posible saber la efectividad de la combinacién de estos elementos
como pardmetros de la productividad de la planta del maiz, hasta después de haber
sembrado y cosechado et producto de la seleccién de éstas semillas. Las semillas estdn
representadas por un nimero de planta, de acuerdo a su clasificacién en los campos de
cultivo del Colegio de Postgraduados, Estado de México.

Nota: En cuanto a la determinacion de las magnitudes de RA, es necesario
mencionar que se realizaron durante el proceso de elaboracion de tesis de Licenciatura

de Jessica Lozano Franco (datos no mostrados).
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IX.- CONCLUSIONES.

v El método de dot-blot estandarizado permite realizar mediciones
adecuadas del contenido de una proteina poco representada como el Zm-IGF en
muestras de maiz.

v Se determiné que existe una correlacién positiva en la cantidad del
péptido Zm-IGF presente en semillas de maiz y el ciclo de mejoramiento en la
variedad Zacatecas 58.

v El Zm-IGF (Zea mays Insulin-like Growth Factor), se puecde sugerir

como un parametro indicador de la productividad del maiz.
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Apéndi

Tabla 1.- SOLUCIONES CONCENTRADAS (100x) DEL MEDIO MS.

[ NOMBRE DEL TOMFUESTS FORMULA T M. (8) CANTIDADB&MTN T
MASA(mg) MOLES (mM)
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Clasificaci6on de las muestras en_funcién de la cantidad del péptido
Zm-IGF

on las

En todas jas mucstras del ciclo de seleccidon Zo, una vez que se determind la concentracién

del péptid

del péptido Zm-IGF en lotes de scmillas de cada se
en forma decreciente y ademds, en funcién de dstas, se determinaron rangos de concentraciones, los

cudles se clasificaron de

a:

o Muy alta concentraciéon: (M).
o Alta concentracién: (A).
[=} Regular concentracién:  (R).
a Pdésima concentracion:  (P).

Esto tiene por finalidad facilitar el disefo de exp:nmmlo. cl cual propone seleccionar las

plantas de mayor y menor contenido de  Zm-IGF para (]
correlacidn cntre el contenido de éste factor y la productividad de ln planta,

ar si existe una

Tabla 2- Correlacién: No. de planta /Cantidad el péptido Zm-IGF; Poblacién Zo.

No. de Concentracién | Nomenclatura
Planta nu/pl,
M No. de Concentracién

—7’§ zg; M Planta uU/pl Nomenclatura
77 867 ™M ! 348 R
33 853 ™M 63 343 R
61 781 ™M 86 329 R
o1 663 ™M 30 325 R
97 593 M 82 313 53
37 288 R
A 67 283 R
N 2 i — R
&3 355 > 2 261 R
=6 313 5 50 260 R
96 513 A P
40 507 A 69 243 =
94 486 A 17 229 P
09 482 A 77 220 P
03 473 A 18 218 P
64 364 A 19 201 P
66 432 A 89 196 P
79 436 A 9 195 P
38 404 A 7 180 P
39 159 P
3 143 P
32 138 P
54 386 R 3 113 P
36 381 R 6 57 P
33 374 R 4 51 rd
37 369 R 10 a1 P
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Tabla 3: Selccciéon de semillas en funcién de parimetros bioquimicos.

Clasificacién: M-—Muy alta cantidad Semillas daitadas(*)
A—Alta cantidad Por insectos: 59,65,70 y 83
R—Regular cantidad Por Hongos: 71
P—Pésima cantidad Aspecto chupado-amnnllento 81y 33

ler letra~—Rubisco activasa (Datos no mostrados) Extracto vicjo: 23

2da letra—Factor ZmIGF

Clasificacién No. Peso de Factor Zm-

Planta| la mazorca IGF
(g) pU/uL

MM =59 62 456
61 101 780
%65 50 506
96 68 512
57 64 S94
MA 66 106 - 442
53 77 2474
59 54 482
AM *70 72 706
77 ] -54 866
AN a0 | 90 506
51 76 368
54 i 386
: R 87 286
RP 3 76 114
’ a4 22 52
-6 103 58
8 101 144
9 64 196
*33 84 250
42 105 138
E 65 EE] 244
~ PR *71 115 336

PP *23 94 Extracto vicjo
=81 56 - 36
*83 56 188
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