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RESUMEN

Con el objetivo de caracterizar y seleccionar los genotipos de diferente origen, por su
adaptacion, caracteristicas agrondmicas y bioquimicas en base a su potencial de
rendimiento de grano y posibles fines de interés forrajero. En el verano 2011 se evaluaron
en el campo experimental de la UAAAN-UL, 48 genotipos, 37 mestizos provenientes del
programa CIMMYT-CINVESTAYV (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo —
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados) y 11 testigos de los cuales 3 fueron
hibridos comerciales. El disefio experimental consistié en una distribucion de tratamientos
en Alpha Latice con 20 bloques y 10 tratamientos por blogue, con dos repeticiones; la
parcela experimental fue de 5m de largo y 0.75m entre surcos a una distancia entre planta
y planta de 0.20m, donde en primer lugar fueron 100 genotipos, entre los cuales sélo se
seleccionaron 48 para este trabajo. Se realiz6 la extraccion de jugo de tallo (anexo 8.3),
por lo cual se seleccionaron al azar 2 plantas por cada parcela, para dar un total de 4
plantas por tratamiento (cuatro repeticiones). Se colecté 1mL de jugo y se congelé con
hielo seco para su posterior andlisis de carbohidratos no-estructurales en el laboratorio de
Metabolémica y Fisiologia Molecular del CINVESTAV Unidad Irapuato. Ademas se
tomaron datos agronémicos, tales como altura de planta (AP) y mazorca (AMz), floracion
femenina (FF) y masculina (FM), cobertura de mazorca (COB), rendimiento de grano
(REN), longitud de mazorca (LMz), nimero de hileras (NH) y granos por hilera (NGH),
diametro de mazorca (DMz) y permanencia en verde (SG). Se realizé el analisis
estadistico con el paquete SAS V9.0, los datos se sometieron a un analisis de ANOVA,
Correlacion mediante el método de Pearson y la prueba de medias por Tukey. Las
diferencias de los mestizos fueron mas acentuadas en 8 de las 15 caracteristicas
evaluadas inclusive, rendimiento de grano. Los valores altamente significativos (p<0.01),
muestran que los carbohidratos no-estructurales fueron totalmente diferentes entre si, en
todos los genotipos. La glucosa se presentd en mayor cantidad 27umol/L en los genotipos
con respecto a la fructosa 14pmol/L, aunque con la misma tendencia, esto debido a su
correlacion positiva (0.69). La sacarosa se observdo en mayor cantidad en todos los
genotipos con respecto a las hexosas 48umol/L aunque presento la misma tendencia,
excepto algunos genotipos pero no hubo diferencias acentuadas. Para el caso del
almidon, los niveles bajos (0.08umol/L) obtenidos en la cuantificacion son debido a la

degradacion de este importante polisacarido de reserva para satisfacer las necesidades



en el llenado de grano, present6é una baja correlacion con sacarosa solamente (0.24). Los
genotipos seleccionados por rendimiento también presentaron buen nivel de
carbohidratos no estructurales, caracterizdndose por una alta correlacion en los azucares
solubles (0.69), excepto para el almidon quien presenta una baja correlacion con sacarosa
(0.24). Ademas presenta buenas caracteristicas agronomicas, lo que vali6 para el
rendimiento final. Con los datos obtenidos se concluye que la relacion que existe entre el
rendimiento de grano y la caracteristicas cualitativas, pueden asociarse, dependientes del
genotipo y las condiciones donde se desarrollan.

Palabras clave: Azlcares solubles, hexosas, almidén, sacarosa, rendimiento de grano.
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I. INTRODUCCION

En la Comarca Lagunera, el maiz es de suma importancia econémica por ser una
de las cuencas lecheras mas grandes e importantes de México (Figueroa, et al.,
2001), es por eso que la produccion de maiz para granos y forrajes bajo
condiciones de riego ocupa un lugar importante, debido a su alta eficiencia en el
uso del agua en comparacion con el cultivo de alfalfa, que comiunmente es
utilizado en esta regién, pero su demanda de agua es superior. A la vez, el maiz
resulta eficiente en la produccion de materia seca por hectarea, por lo que se le
considera como un forraje alternativo. La magnitud de este sistema de produccién
plantea la necesidad de estrategias para la produccion de forraje para la
manutencion del ganado, con menor uso del recurso hidrico. Sin embargo existe el
debate, en lo que se refiere a si los hibridos de maiz desarrollados para grano,
también son apropiados para la produccién de forrajes, en algunos casos se ha
observado una relacion positiva entre el rendimiento de grano y la produccién de
forrajes (Vattikonda y Hunter, 1983) pero no siempre es asi. Los rendimientos que
se pueden obtener varian segun el hibrido, fertilidad del suelo, edad de corte y la
densidad de siembra, entre otros factores, normalmente los hibridos de porte alto
son los de mayor rendimiento de biomasa (Aldrich y Leng 1974). La falta de
hibridos para la Comarca Lagunera, representa un problema actual, pues no
existe un programa de mejoramiento permanente en esta regién, donde
predominan hibridos introducidos y, que en general se utilizan para produccion de
grano (Espinoza et al., 2003). Es por ello, que existe la necesidad de contar con
un mayor numero de genotipos de maiz superiores en potencial de produccién y
adaptacién a la region, ademas de contar con mejores caracteristicas cualitativas.
Ademas de las caracteristicas agrondémicas y rendimiento, cuantificar los
carbohidratos no-estructurales (CNE) presentes en el tallo del maiz y su dindmica,

sera una herramienta Gtil para la seleccién de maices de calidad.



1.1 Objetivos
General

Caracterizar y seleccionar los genotipos, por adaptacién, caracteristicas

agronémicas y, potenciales de rendimiento de grano y forraje.
Cuantificar el perfil y dinamica de los carbohidratos No-estructurales.

Relacionar caracteristicas agronémicas y rendimiento de grano y forraje con los

carbohidratos de carbono no-estructurales.

Especificos

- Evaluar sus caracteristicas agronémicas.

- Cuantificar el contenido de Carbohidratos no-estructurales (azucares:
Glucosa, fructosa y sacarosa) en el jugo del tallo.

- Cuantificar el contenido de almidén en el jugo del tallo.

1.2 Hipotesis

Ho: Los genotipos actian de manera diferente; bioquimica y agronémicamente,

determinado por el ambiente donde se desarrollan y su origen genético.

Ha: Los genotipos actian de manera similar; bioquimica y agronémicamente.

1.3 Metas

Identificar los materiales con mejores caracteristicas agro-morfoldgicas.
- Identificar los materiales mas sobresalientes para rendimiento de grano y

forraje.

- Detectar los genotipos con mejor combinacién de carbohidratos no-

estructurales.

- Incorporar los mejores genotipos a un programa de mejoramiento geneético.



ll. REVISION DE LITERATURA

El maiz es uno de los tres primeros cereales mas importante a nivel mundial después del arroz y el
trigo (FAO, 2001), con una produccién mundial de 751 millones de toneladas, superando a estos
en produccion en el 2008 (FAO, 2009). La produccion de maiz se destina predominantemente al
consumo humano y, en menor medida, pero con voliumenes crecientes a lo largo de los afios para
el consumo pecuario e industrial (Andow et al., 2004), y proporciona como fuente basica de
alimento a la poblacion, cerca de la mitad de las calorias requeridas, (Morris y Lopez 2000). El
maiz ademas, es materia prima de actividades industriales, en cuyos procesos hacen posible la
ocupacion de un buen nimero de trabajadores, sin tomar en cuenta los que directamente laboran

en el campo en la produccién del grano.
2.1 Mejoramiento genético

El mejoramiento genético del maiz ha evolucionado a través del tiempo por
seleccién natural, seleccién aplicada por los agricultores-mejoradores durante
miles de afios y, por los mejoradores profesionales en los ultimos 150 afos. El
mejoramiento genético de maiz en México en el tropico hiumedo, tiene sus inicios
en 1943 donde organismos antecesores del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias, han tenido como objetivo fundamental generar
variedades, hibridos y sintéticos de alto potencial de rendimiento y adaptacion. Los
enfoques y metodologias de investigacion utilizados por el programa se han
adecuado a través del tiempo y han permitido obtener ganancias en rendimiento e

incorporar caracteristicas agronémicas favorables (Sierra et al., 2005).

Existen muchos avances en el mejoramiento genético, donde la explotacion de la
heterosis ha resultado favorable, generando con ello hibridos simples, lo cual dio
un gran auge en el aumento del rendimiento por hectarea, resultando exitoso para
las empresas semilleras quienes comercializan esto, a los productores agricolas.
Este proceso de obtencién de hibridos tiene sus desventajas, entre las cuales
destacan el precio de la semilla, esto debido al tiempo de seleccion y la poca
semilla que se genera al término de este, lo cual significa un mayor precio para los
productores, por lo cual se optd por la generacién de hibridos dobles y triples
(Paliwal et al., 2001).



2.1.1 Heterosis

Heterosis o vigor hibrido se conoce como la superioridad de un hibrido en la media
de sus dos padres homocigotos, ha sido objeto de intensa investigacion por mas
de un siglo, sin embargo, los mecanismos basicos que causan o contribuyen la
heterosis no estan claros todavia (Coors y Pandey, 1999). A pesar de esta falta de
comprension, los fitomejoradores han manipulado la heterosis con bastante éxito
para aumentar el vigor de muchas especies domesticadas y asi contribuir con el
aumento en los rendimientos por hectarea de muchos cultivos de interés (Springer
y Stupar, 2007). En el maiz, se estima que el uso de hibridos aumenta los
rendimientos un 15% anual debido a la heterosis (Duvick, 1999, citado por Lgbal,
et al., 2010)

2.1.2 Hibridos simples

Ramirez (2006) define que un hibrido simple es el que se obtiene cruzando dos
lineas puras. Estas lineas puras se obtienen de sucesivas autofecundaciones y
selecciones hasta obtener plantas homocigotas; para ello se requieren 5 — 7
generaciones sucesivas. La semilla de hibridos (F1) es la que se vende a los
agricultores para la siembra, por lo comun los hibridos simples son mas uniformes
y tienden a presentar un mayor potencial de rendimiento en condiciones
ambientales favorables (Chavez y Lépez, 1995). Tiene el inconveniente de que
produce un rendimiento muy bajo de semilla lo cual tiende a incrementar su costo

de produccidén y sucesivamente la semilla resulta mas cara para los productores.

2.1.3 Hibridos dobles

Un hibrido doble se obtiene del cruzamiento entre dos hibridos simples. Por tanto
en su composicion intervienen cuatro lineas puras diferentes. Son mas variables
que los simples pero presentan una mayor adaptacion (Ramirez, 2006). Tiene un
rendimiento muy bueno de semilla de calidad, debido a que las plantas vigorosas

suelen producir polen en abundancia.

2.1.4 Hibridos triples.



Es una cruza de tres lineas; se lleva a cabo cruzando un hibrido de cruza simple,
con una tercera linea pura. Su principal valor se deriva de que los primogenitores
tienen buena capacidad de rendimiento (Harold y Rocker, 1984). También se
denomina hibrido tres vias y es el resultado del cruzamiento de un hibrido simple,
como parental femenino, y una linea consanguinea como macho. Como el hibrido
doble, tiene mayor plasticidad que el hibrido simple y menor variabilidad que el
doble (Ramirez, 2006).

2.1.5 Cruzas dialélicas

Una cruza dialélica consiste en todos los cruces posibles entre un nimero de
variedades. Cruzamientos reciprocos, y la autofecundacién de los padres, puede o
no, ser omitido. Como un conjunto de cruzamientos es, obviamente, de interés
para el mejorador de plantas, pero la informacion obtenida puede ser de utilidad, o

no valer la pena el trabajo de realizar las cruzas (Gilbert, 1958).

2.1.6 Los mestizos o cruzas de prueba

Estos esquemas esencialmente comprenden: (1) autofecundacion y simultanea-
mente cruzamiento de cada planta con un probador; (2) evaluacion de los
cruzamientos en ensayos ejecutados en distintos ambientes, y (3) recombinacion
de las semillas autofecundadas restantes correspondientes a los top crosses

seleccionados para empezar el proximo ciclo (Paliwal, et al., 2001).

El uso de estos probadores en el mejoramiento ha sido sugerido por varios
investigadores (Davis, 1927, Paz et al. 1973) debido a que ha sido Gtil para medir
la aptitud combinatoria de un grupo de lineas endocriadas. Esta practica se ha
generalizado y se puede decir ha sustituido al de cruzas dialélicas, ello quizas sea
porque en mestizos es mas econdmico hacer los cruzamientos (Castafién et al.,
1998).

2.2 Perspectivas actuales

Actualmente existen diversos factores que influyen en el desarrollo, crecimiento y

rendimiento final del grano en el cultivo de maiz. Por un lado tenemos el estrés
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abidtico; el cual esta conformado por temperatura, luz, CO,, y la disponibilidad del
agua. La sequia es una de las principales limitaciones para la produccion de
alimentos en todo el mundo. Es decir las temperaturas extremas y la baja
disponibilidad de agua frecuentemente limitan el crecimiento y la productividad de
las especies de cultivos importantes, como los cereales (BarnabAS et al., 2008).
Las altas temperaturas a menudo se acompafian con el bajo suministro de agua.
El principal objetivo del mejoramiento de los cereales, debe ser el desarrollo de

cultivares que toleren estos dos tipos de estrés (Tester y Bacic, 2005).

En segundo lugar, pero con la misma importancia, esta el estrés biotico; causado
principalmente por plagas y enfermedades. Por lo cual es necesario conocer las
caracteristicas bioquimicas, ademas de los estudios agronémicos realizados
normalmente. En este caso, el comportamiento de los carbohidratos no
estructurales presentes en el tallo, debido al poco estudio realizado en este érgano
gque comunmente es clasificado como un soporte, conductor de azucares y

elementos nutritivos (Andrews, CJ et al., 2000; Juarez y Tiessen, 2011 ).
2.3 Fotosintesis

La vida en la tierra depende finalmente de la energia derivada del sol. La
fotosintesis es el Unico proceso de gran importancia bioldégica que puede captar
esta energia. Ademas, una gran parte de los recursos energéticos del planeta
resulta de la actividad fotosintética (combustibles fosiles) (Blankenship, 2002).
Donde sélo el 5% de la energia solar total incidente es convertida en carbohidratos
(Fig. 2.3) (Taiz y Zeiger, 2002).

El tejido fotosintético mas activos en las plantas superiores es el mesdfilo de las
hojas. Las células del mesdfilo tienen muchos cloroplastos, que contienen los
pigmentos especializados que absorben la luz verde, la clorofila. En la fotosintesis,
la planta utiliza la energia solar para oxidar el agua, liberando asi el oxigeno, y
para reducir el diéxido de carbono, para formar compuestos de carbono grandes,

principalmente los azucares (fig.2.1).



La fotosintesis consiste en los procesos fotoquimicos que ocurren en la presencia
de la luz (fig. 2.1), los procesos puramente enzimaticos que no requieren de luz
(lamadas reacciones oscuras), y los procesos de difusibn que producen el
intercambio de dioxido de carbono y oxigeno entre los cloroplastos y el aire
exterior. Cada uno de estos subprocesos esta influido por factores internos y

externos, y puede limitar el rendimiento de los procesos en general.

; Light
> __energy
600, +6HO0 Y , CH,0, + s@ ,

g Carbon Water = - Glucose Oxygen
dioxide ~""gas

PHOTOSYNTHESIS

@Addison Wesley Longman, Inc

Figura. 2.1. Proceso simplificado de la fotosintesis.

La fijacion de carbono por parte de las plantas se lleva a cabo por tres
mecanismos (C3, C; y CAM). Dentro de las tipos C,; existen tres subtipos
bioquimicos basados en el sitio y la reaccion enzimatica de descarboxilacion que
varian en la forma en que captan el Carbono, NADP-ME, NAD-ME y PEP-CK
(Weber y Von Caemmerer, 2010).

El maiz es una planta clasificada entre los tipos C, y la fijacién de carbono la realiza de acuerdo al
subtipo NADP-ME, que es Enzima Malica dependiente de NADP.

La planta de maiz cuenta con una estructura que se denomina de Anatomia de Kranz, que consiste
en dos tipos de células morfolégicamente y bioquimicamente diferentes que estan implicadas en la
fijacion del carbono: las células del mesdfilo y las células de la vaina (Fig. 2.2) (Edwards y Walker,
1983).

Las células del mesdfilo tienen como caracteristicas que contiene cloroplastos con
granas, donde se realiza el transporte linear de electrones y se fotoreduce el
NADP. Caso contrario las células de la vaina no contienen grana y en ellas se

realiza la mayoria de la reacciones del ciclo de Calvin.

Para fijacion de carbono, dentro de las células del mesdfilo una molécula de CO,

se une al Fosfoenolpiruvato para formar Oxalacetato, que permite mantener un
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flujo constante de dioxido de carbono y de esta forma hacer mas eficiente la

fotosintesis en este tipo de plantas.

Célula del mesofilo Célulade la vaina

e[ o) )

€2 1,0 Lo (3)

i C3
ﬁplruvato pir(uvalo

HCO3 Awvp  ATP
PEPC
NADP

(C4) alatg >Malato
[ MDH | (€4) (c4) T
Qtosol \  cloroplasto /) k\cloroplasto /éiy
J

| J |
Ruta C4=bombade CO2 Ruta C3

Fig. 2.2. llustracion simplificada de la ruta fotosintética C4, del tipo de plantas C4 NADP-
ME. En la ruta C4, una molécula de CO2 es transportada desde el citosol de la célula
del mesoéfilo hacia el cloroplasto de la célula de la vaina donde se encuentra el Rubisco.

<&
< {
/-' Total solar energy
=5 RN (100%)
g

AR

Nonabsorbed wavelengths
(60% loss)

.
Reflection and transmission (8% loss)

\_ Heat dissipation (8% loss)

Metabolism (19% loss)

5%

Carbohydrate

Figura 2.3. Conversion de la energia solar
en carbohidratos por la hoja. De la
energia  total incidente, s6lo 5% es
convertido en carbohidratos. Taiz vy

2.3.1 Carbohidratos no estructurales

Como bien sabemos los carbohidratos en plantas superiores se dividen en dos
grupos: carbohidratos estructurales y no estructurales (CNE), los primeros forman

parte de la pared celular (celulosa, hemicelulosa y pectina), y estan involucrados
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en la estructura rigida de la planta. Estos son causantes de la fibrosidad de las
plantas, no estan disponibles para el metabolismo energético de la planta, son
insolubles en agua. El segundo grupo esta compuestos por: monosacaridos como
glucosa y fructosa, disacaridos como sacarosa y maltosa, polisacaridos como
almidon y fructanos, los cuales se almacenan en dérganos vegetativos como:
raices, rizomas, estolones y en el tallo (McLaughlin y Boyer, 2004; Tofifio et al.,
2006).

En trigo, se ha reportado que los carbohidratos se acumulan temporalmente en los
tallos en la fase de crecimiento temprano, principalmente en carbohidratos
solubles en agua (WSC, por sus siglas en inglés) y posteriormente son
removilizado durante el llenado de granos, en el cual contribuyen en un 10-12%
del rendimiento final del grano en condiciones normales y mas del 40% bajo
condiciones de estrés hidrico (Khan et al., 1994), ademas se ha sugerido un papel
para el almidon en el almacenamiento temporal de carbono en los tejidos de tallo y
vainas, que sirven en la provision de carbono en el desarrollo temprano de las
estructuras reproductivas (Scofield, et al. 2009). En el cultivo de papa Zheng, et al.
(2009), sugieren que los carbohidratos no estructurales (CNE) almacenados en la
base del tallo se suministra a los tubérculos en condiciones de estrés, como

soporte en el ensanchado de los tubérculos.

En maiz existen avances en éste ambito donde, Juarez y Tiessen (2011), sugieren
gue el tallo ademas de fungir como soporte y conductor de nutrientes y azucares,
es un reservorio dinamico de carbohidratos no estructurales (CNE) los cuales se
ven afectados por diferentes condiciones tales como etapas de desarrollo, sequia
y por la remocion de érganos fuentes y consumidores. Pero falta mucho camino
por recorrer, ademas de un analisis riguroso y evaluaciones en distintos
ambientes, para llegar a conclusiones contundentes y de interés para el

mejoramiento de esta importante especie.

2.3.2 Sacarosa



El principal producto de la fotosintesis es la sacarosa (Singh and Maclachlan,
1983; Zheng et al., 2009), la cual juega un papel importante en el crecimiento de
las plantas, al ser la forma generalizada en que se moviliza el carbono de los
tejidos fuente a los tejidos sumideros (Chiou and Bush, 1998) siendo la principal

molécula de suministro de carbono.
2.3.2.1 Sintesis de sacarosa

Los analisis enzimaticos han demostrado que la sacarosa se sintetiza en el citosol,
a partir de triosas fosfato, en una ruta similar a la de almidén, es decir, a través de

fructosa-1 ,6-bisfosfato y glucosa-1-fosfato (fig. 2.4) (Taiz y Zeiger, 2002).

En la sintesis de sacarosa, la glucosa-1-fosfato es convertida a UDP-glucosa a
través de una via especifica de UDP-glucosa pirofosforilasa que es analoga a la
ADP-glucosa pirofosforilasa de los cloroplastos. En esta etapa, dos reacciones
consecutivas completan la sintesis de sacarosa (Huber y Huber, 1996). En primer
lugar, la sacarosa-6-fosfato sintasa cataliza la reaccién de la UDP-glucosa con
fructosa-6-fosfato para producir sacarosa-6-fosfato y UDP. En segundo lugar, la
sacarosa-6-fosfato fosfatasa (fosfohidrolasa) rompe el fosfato de sacarosa-6-
fosfato, produciendo sacarosa. La Uultima reaccién, que es esencialmente
irreversible, inicia primeramente en la direccién de la sintesis de sacarosa (Taiz y
Zeiger, 2002).

2.3.3 AlImidén

El almidén es un glucano insoluble compuesto por dos polimeros de glucosa,
amilosa y amilopectina. Es el carbohidrato de reserva mas abundante de las
plantas superiores (Geigenberger, 2011) y se encuentra en distintos tejidos: hojas,
tallos y raices asi como flores, frutos y semillas (Tofifio, et al., 2006), en los cuales
se utiliza como fuente de energia durante periodos de dormancia, estrés o reinicio
de crecimiento (Geigenberger, 2011). Ademas es de gran importancia industrial

para usos alimentarios y no alimentarios (Geigenberger, 2003).
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El almidén es una reserva de carbohidratos insoluble estable que esta presente en
casi todas las plantas. Tanto el almidén y la sacarosa se sintetiza a partir de la

triosa fosfato que es generada por el ciclo de Calvin (Beck y Ziegler 1989).
2.3.3.1 Sintesis del almidon en el cloroplasto

El almidén es sintetizado a partir de triosa fosfato a través de la fructosa-1 ,6-
bifosfato. La glucosa-1-fosfato intermedio se convierte en ADP-glucosa a través de
ADP-glucosa pirofosforilasa en una reaccion que requiere ATP y genera

pirofosfato (fig.2.4).

—— —————
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Figura 2.4. La sintesis de almidén y sacarosa compiten en procesos que ocurren en los cloroplastos y el
citosol, respectivamente. Cuando la concentracién citosélica de Pi es alta, el fosfato triosa del cloroplasto es
exportado al citosol a través del Pi, a cambio de Pi, la sacarosa se sintetiza. Cuando la concentracion
citosdlica de Pi es baja, el fosfato triosa se mantiene dentro de los cloroplastos, y el almidon se sintetiza.

Al igual que en muchas reacciones biosintéticas, el pirofosfato se hidroliza a través
de una pirofosfatasa inorganico especifico a dos ortofosfato (Pi) moléculas

impulsando asi la reaccién hacia la sintesis de ADP-glucosa.
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Finalmente, la fraccion de glucosa de la ADP-glucosa se transfiere al extremo no
reductor (carbono 4) de la glucosa en la terminal de una cadena de almidon de

crecimiento, completando asi la secuencia de reacciones
2.3.3.2 Almidon de reserva

El almidén sintetizado en los amiloplastos, se denomina almidén de reserva ya
gue se acumula durante largos periodos de tiempo, y se moviliza rapidamente en

situacion de demanda (Sivak y Preiss, 1998).

Por otro lado, el almidén de reserva también se caracteriza porque los procesos
de sintesis y degradacion del mismo tienen lugar en fases de desarrollo diferentes,
de manera que las enzimas implicadas en la degradacion del almidén pueden no
estar presentes durante la fase de acumulacion del almidén (Zeeman, et al.,
2002).

Los tejidos donde se han llevado a cabo la mayor parte de los estudios sobre el
almidon de reserva son el endospermo de semillas de cereales, como arroz o
trigo, y el tubérculo de papa, debido a su importancia econdmica. La funcién de
este endospermo es la de proveer los esqueletos carbonados y la energia
necesaria para la germinacion del embrion. En las semillas de las gramineas, el
almidon constituye normalmente entre el 65 y el 75% del peso seco del grano
maduro, mientras en las semillas de leguminosas tienen un porcentaje menor de

sélo el 30% de almidon.

Ademas de reserva de energia, como se ha visto en cereales y tubérculos, el
almidén sintetizado en los amiloplastos puede intervenir en la respuesta

gravitacional de raices y tallos (Sivak y Preiss, 1998).

2.3.3.2 Almiddn transitorio

A diferencia del almidon de reserva, el almidén transitorio se acumula en los

cloroplastos de las células fotosintéticas. Este almidon se acumula como granulos
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en los cloroplastos durante la fijacion fotosintética del CO2 atmosférico durante el
dia y se degrada durante la noche, asegurando una disponibilidad constante de
fotoasimilados al resto de la planta. La sintesis durante el dia y la degradacién
durante la noche de este tipo de almidon en los cloroplastos son procesos mucho
mas dinamicos que los que tienen lugar en los amiloplastos, por lo que es

denominado almidén transitorio.

En contraste con el almidon de reserva, el almidén transitorio es movilizado cada
noche y las enzimas apertura y cierre de estomas (Caspar et al., 1985, 1991;
Bernier et al., 1993; Eimert et al., 1995), asi como el proceso de relleno de la
semilla (Schulze et al., 1994), responsables de la degradacién del almidén estan
presentes y pudieran ser activas en el cloroplastos durante la sintesis diurna del
almidén por el dia (Zeeman et al., 2002).

La funcion primordial del almidon acumulado en las hojas durante el dia es la de
cubrir los requerimientos de carbono y energia por parte de la planta, cuando el
proceso fotosintético no es activo. Ademas de esta funcion, se ha propuesto que la
sintesis y degradacion del almidon transitorio afecta a procesos como la tasa de

crecimiento y el tiempo de floracion.
2.3.4 Relacion fuente-sumidero (Sink-Source)

Los términos fuente y sumidero se usan para sefialar la direccion del flujo de
fotosintetizados entre ciertos 6rganos y depende de la fase de desarrollo de la
planta. En general, la fuente corresponde a los 6rganos de suministro y sumidero
a los organos de recepcion (Kohashi, 1990). Desde el punto de vista metabdlico se
puede definir a la fuente como los 6rganos productores de fotoasimilados en el
proceso de fotosintesis y los 6rganos sumideros los que los consumen (Wilson,
1972; Charles-Edwards et al., 1986).

El rendimiento de grano es afectado por procesos complejos, pero la
disponibilidad de asimilados de la fuente y sumidero para la acumulacién de

dichos asimilados, junto con la translocacion de los mismos, son los factores que

13



se conocen de mayor importancia en la determinacion del rendimiento final de los

cereales.

En el cultivo de maiz, se ha tratado de entender las relaciones entre la fuente de
asimilados y el sumidero, constituida por las mazorcas o mas especificamente los
granos en la mazorca, esto con el fin de explicar si el rendimiento de grano es
limitado por el suministro de fotosintetizados, o bien por la capacidad del grano
para almacenar los asimilados traslocados (Tollenaar, 1977; Tollenaar y Daynard,
1978; Hay y Walker, 1989).

Se han realizados diversos estudios para obtener informacién sobre la fuente y el
sumidero como posibles limitantes del rendimiento. Existe cierta controversia en
cuanto a las investigaciones realizadas en este ambito, muchos autores sefialan la
importancia de la fuente, y las hojas como las principales aportadoras de
fotosintetizados a la mazorca, en este caso la que determina el rendimiento final
(Tanaka y Yamaguchi 1972; Priul y Schwebel-Dugué, 1992; Wolfe et al., 1988),
mientras tanto otros estudios evidencian que la tasa de fotosintesis esta
relacionada con la demanda de asimilados, es decir que la fotosintesis esta
controlada por la concentracion de asimilados en la hoja, si la fuerza del sumidero
es baja, en la hoja se acumulan azucares y almidén reduciendo su actividad, esto
como si ya hubieran sido satisfechas las necesidades de 6rgano sumidero (Hay y
Walker, 1989).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

El trabajo se realizé en el campo experimental de la “Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro” Unidad Laguna, localizada en Periférico y Carretera Santa
Fe, en Torreén Coahuila, (101° 40’ y 104° 45’ LO, y 25° 05’ y 26° 54’ LN), al norte
de México (Schmidt, 1989).

3.2 Material genético

El experimento consistio en la evaluacion de 39 mestizos provenientes del
programa CIMMYT-CINVESTAV y 11 testigos de los cuales 3 fueron hibridos

comerciales, Cuadros 3.1y 3.2.

3.3 Disefio experimental

El disefio experimental consistié en la siembra en surco simple, utilizdndose una
distribucion de tratamientos en Alfa Latice con 20 bloques y 10 tratamientos por
bloque, con dos repeticiones, la parcela experimental fue de 5 m de largo y 0.75 m
entre surcos, y una distancia entre planta y planta de 0.20 m, para una densidad
poblacional de 66,500 plantas/ha.
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Cuadro 3.1.Genealogia de 39 mestizos generados por los probadores CML 495 y CML

496.
T  NOMBRE GENEALOGIA T NOMBRE GENEALOGIA
4 OPVDAW OPVDroughtAxelW-5-1-2/CML495 45 OPVDTPLPS OPVDTPLPS-1-1-2/CML495
6 OPVDAW OPVDroughtAxelW-5-2-1/CML495 46 OPVDTPLPS OPVDTPLPS-1-1-3/CML495
7 OPVDAW OPVDroughtAxelW-6-2-2/CML495 49 OPVDTPLPS OPVDTPLPS-4-1-1/CML495
9 OPVDAW OPVDroughtAxelW-6-4-1/CML495 50 OPVDTPLPS OPVDTPLPS-4-1-2/CML495
13 OPVDAW OPVDroughtAxelW-10-2-1/CML495 51 OPVDTPLPS OPVDTPLPS-4-1-3/CML495
17 OPVDAW OPVDroughtAxelW-12-2-2/CML495 55 OPVDTPLPS OPVDTPLPS-8-3-1/CML495
18 OPVDAW OPVDroughtAxelW-12-3-1/CML495 57 OPVDTPLPS OPVDTPLPS-8-3-3/CML495
20 OPVDAW OPVDroughtAxelW-12-4-1/CML495 58 OPVDTPLPS OPVDTPLPS-9-1-1/CML495
21 OPVDAW OPVDroughtAxelW-12-4-2/CML495 59 OPVDTPYTL OPVDTPLPS-9-1-2/CML495
22 OPVDAW OPVDroughtAxelW-14-1-1/CML495 60 OPVDTPYTL OPVDTPYTL-3-1-3/CML496
23 OPVDAW OPVDroughtAxelW-14-1-2/CML495 62 OPVDTPYTL OPVDTPYTL-4-1-1/CML496
26 OPVDAW (1)/'2\,(/'?_210;5‘9"1%‘6'\’\"5“"'('1' 63 OPVDTPYTL OPVDTPYTL-4-1-2/CML496
28 OPVDAY OPVDroughtAxelY-2-1-2/CMLA496 65 OPVDTPYTL OPVDTPYTL-5-2-3/CML496
29 OPVDAY OPVDroughtAxelY-2-2-1/CML496 68 OPVDTPYTL OPVDTPYTL-6-2-1/CML496
69 OPVDTPYTL OPVDTPYTL-7-1-1/CML496 73  OPVDTPYTL OPVDTPYTL-8-2-1/CML496
72 OPVDTPYTL OPVDTPYTL-7-1-4/CML496 78 OPVDTPYTL OPVDTPYTL-11-2-1/CML496
32 OPVDAY OPVDroughtAxelY-6-1-2/CML496
41 OPVDAY OPVDroughtAxelY-10-1-1/CML496
84  Africasequ [[(AzulXoxocotlaxCML343)//CML444//CML444]//CML444]-B-B/CMLA495
CML312510C [[(AzulXoxocotlaxLPSC7-F103-2-6-1-1-BB)//CML312//(CLQ-
85 “\L312910 RCWQ83//CML312SR//CML312)xCML312sr)-2-6-b]//(CLQ-
RCWQ83//CML312SR//CML312)xCML312sr)-2-6-b]-B-B/CML495
87 ATT:SS::: A [[(AzulXoxocotlaxLPSC7-F103-2-6-1-1-BB)//CML494//CML494]//CMLA494]-B-B/CML495

T= Numero de tratamiento.

Cuadro 3. 2. Genealogia de 11 Testigos utilizados en el ensayo.

T NOMBRE GENEALOGIA
89 Testigol CML494xCML495

90 Testigo2 CML451xCML496

91 Testigo3 CML491xCML492

92 Testigo4 Puma

93 Testigo5 Oso

94 Testigo6 Leopardo

96 Testigo8 (LPSC7-F10-3-1-1xCML449)xDTPWC9-F32-1-5-1-BB
97 Testigo9 LPSC7-F64-2-6-2-2-BBXxCML495
98 Testigo10 LPSC7-F86-3-1-1-1-BBxCML449
99 Testigoll DTPWC9-F16-1-1-1-1-BBxCML495
100 Testigo12 DTPYC9-F74-1-1-1-1-BBXxCML451

T = Numero de tratamiento.
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3.3.4 Manejo agronémico

El manejo del cultivo fue el recomendado por INIFAP (2006) para la Comarca

Lagunera.

3.4.1 Preparacion de terreno

La preparacion del terreno consistié en un barbecho, rastra, nivelacion y trazos de
los surcado e instalacion de sistema de riego usando cintilla como modelo de

irrigacion.
3.4.2 Siembra

La siembra se realiz6 en forma manual el 6 de junio del 2011. Esto se realizd
sembrandose una semilla por golpe a 20 cm entre planta y planta y a una

profundidad de 2 a 3 cm.
3.4.3 Riegos

Para el periodo de verano se efectud el riego con el uso del sistema de riego por
cintillas el cual se realiz6 de acuerdo a las necesidades del cultivo y modificando el

tiempo de riego de acuerdo a las diferentes etapas de desarrollo.

3.4.4 Fertilizacion

La férmula de fertilizacion utilizada fue de 200-100-00 realizandose la primera
aplicacion todo el fosforo y el 50% del nitrdgeno al momento de la siembra y el
resto fue aplicado en las diferentes etapas criticas del desarrollo del cultivo.

3.4.5 Control de plagas

El control de plagas se realizd segun la presencia y/o la infestacion de plagas,
presentandose el gusano cogollero (Spodoptera frujiperda) aplicando Cipermetrina
100g de I.A./ha y Clorpirifos etil 720g de I.A./ha, para el control de la plaga de la
arafa roja (Tetranichus sp.) Se aplic6 Abamectina 99 de I.A./ha. En los dos

periodos hubo las mismas presencias de plagas excepto en el verano del 2011 en
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la cual se tuvo la presencia de la pulga negra (Chaetocnema pulicaria) la cual se

control6 con la aplicacion de Clorpirifos etil 720g de I.A./ha.

3.4.6 Control de Malezas

Para mantener el cultivo libre de malas hierbas se realizé una escarda mecanica a
los 35 dias, y conforme se presentd la maleza se eliminé manualmente, ademas

se aplico 2-4 D-amina para maleza de hoja ancha.
3.5 Caracteristicas agrondémicas evaluadas

Estas variables fueron evaluadas en base al Manejo de los ensayos e informe de
los datos para el Programa de Ensayos Internacionales de Maiz del CIMMYT
(CIMMYT, 1995).

3.5.1 Floracion masculina (FM)

Sé registré los dias transcurridos desde la siembra hasta la fecha en la cual el

50% de las plantas de la parcela comenzaron con la emision de polen.

3.5.2 Floracion femenina (FF)

Se registré el numero de dias transcurridos desde la siembra hasta la fecha en la

cual el 50% de las plantas de la parcela tienen estigmas de 2-3 cm de largo.

3.5.3 Altura de planta (AP)

La altura de planta se realiz6 midiendo con un estadal graduado cinco plantas
seleccionadas al azar, donde se midi6 la distancia desde la base de la planta
hasta el punto donde comienza a dividirse la espiga (panoja) y se registro la altura

en centimetros.

3.5.4 Altura de mazorca (AM)

La altura de mazorca se realiz6 en las mismas cinco plantas cuya altura se midio,

determinando la distancia en centimetros desde la base de la planta hasta el nudo
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con la mazorca mas alta. Las cuales se midio entre las 2 6 3 semanas posteriores

a la floracion, inmediatamente antes de la cosecha.

3.5.5 Cobertura de mazorca (COB)

La cobertura de mazorca se registro antes de la cosecha cuando presentaron
alguna parte expuesta de la mazorca. Esto con la siguiente escala de calificacion;
1) Excelente: Las bracteas cubren apretadamente la punta de la mazorca y se
extienden mas alla de ella. 2) Regular: Cubren apretadamente la punta de la
mazorca. 3) Puntas expuestas: Cubren flojamente la mazorca hasta la punta. 4)
Grano Expuesto: Las bracteas no cubren la mazorca adecuadamente y dejan la
punta algo expuesta. 5) Completamente Inaceptable: Cobertura deficiente; la

punta esta claramente expuesta.

3.5.6 Permanencia en verde (Stay green “SG”)

Se registro los genotipos que presentaron la caracteristica de “Stay Green” el cual
consiste en la permanencia de la planta en verde, cuando la mazorca ha
completado su desarrollo; uno: para los genotipos que si presentaron y dos: para

los que no.

3.5.7 Cosecha

La cosecha se realizé en el campo experimental de la universidad (UAAAN-UL) el
dia 29 octubre del 2011. Esto se realiz6 de forma manual, cosechando todas las
plantas por cada parcela y colocando en frente de cada surco para posteriormente
calificar las mazorcas. Estas mazorcas, se utlizaron para cuantificar las

caracteristicas de la mazorca como:

3.5.7.1 Longitud de mazorca (LMz). La longitud se tomo con una regla graduada
en centimetros el largo, de tres mazorcas y se obtuvo la media, esto para cada

parcela.
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3.5.7.2 Numero de hileras (NH). EI numero de hileras se tomé de tres mazorcas
contando individualmente las hileras de cada una y con ello obtener el promedio,
esto para cada parcela.

3.5.7.3 Numero de granos/hilera (NGH). Se contabilizé el numero de granos de

una hilera por cada una de las tres mazorcas, esto para cada parcela.

3.5.7.4 Diametro de mazorca (DMz). El didmetro se obtuvo midiendo tres
mazorcas en la mitad con un vernier graduado en centimetros, se capturé y se

obtuvo el promedio. Esto para cada una de las parcelas.

3.5.7.5 Peso de campo (REN). El peso de campo se registré en kilogramos,
pesando las mazorcas con olotes, cuando el contenido de humedad oscil6 entre

15%. Para después transformarlo en kg ha™.
3.6 Determinacién de carbohidratos no estructurales

La metodologia para la determinacion de azucares solubles en los 6rganos y
tejidos vasculares estd basada en un sistema de enzimas acopladas (Angeles-
Nufiez and Tiessen, 2010; 2011), el cual consiste en la medicién de absorbancia
de cada molécula de NADPH generado por la conversion de Glucosa hasta 6-

Fosfogluconato, a 340nm (figura 3.1).

AT ADP  MNADP* MADPH

Gle Il\ /j ~ GREP Ik\ /7 = F-FosFogluconato

w PGl

H,0
T

Fru 7-T\ FEP

ATP ADP

Figura 3.1 Sistema de Enzimas Acopladas para determinar el contenido de hexosas y sacarosa. El principio de la
medicién de azucares consiste en el acoplamiento enzimatico de la Hexocinasa y la Glucosa-6-Fosfato-Deshidrogenasa
(G6PDH). Las azucares son convertidas estequiometricamente a Glucosa-6-Fosfato y después a 6-Fosfogluconato. Por cada
mol de hexosas se produce un mol de NADPH. Por cada mol de sacarosa se producen dos moles de NADPH.
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3.6.1 Azucares solubles

La determinacion se realiz6 a partir de 1mL de jugo de tallo de maiz (Tiessen,
2010; 2011). Las muestras fueron centrifugados a Velocidad maxima (4000 rpm)
por 15 minutos en la Mega-centrifuga Sorvall©, el sobrenadante se retiré a otra
microplaca deepwell (El sobrenadante se usa para leer AzlUcares y la pastilla se
conserva en la placa deepwell), aproximadamente 800uL, de la cual fue extraido
5uL para hacer la dilucion en otra microplaca DeepWell (ver anexo 1). Se coloca
en una microplaca de 384 pozos (Sarsted®©) 90uL de solucién de reaccién (ver
anexo 1) y 10uL de la mezcla diluida (sobrenadante), sé agitd en un termomixer©
a temperatura ambiente por 10s (900rpm), para cada muestra biolégica se realiza

una réplica técnica.

Se ley6 a 340nm en el lector de microplacas Bio-Tek ©: en el protocolo de Sugar
Assay384 (Ver anexo). Para obtener los valores de las hexosas y sacarosa, se lee
la absorbancia a 340nm y se mide la tasa de cambio a través del tiempo.
Inicialmente se hace una lectura blanco (End blanco); una vez estabilizada se
agrega 1uL de Hexoquinasa (HK) (anexo 7.1) para la medicion de la glucosa libre,
una vez estabilizada la lectura esta se considerara como “end HK”. En un segundo
momento estabilizada la lectura anterior, se agrega 1luL de Fosfoglucosa
Isomerasa (PGI) (anexo 7.1) para la determinacion de fructosa libre estabilizada la
lectura se considerara como “end PGI”. Finalmente para determinar la sacarosa
libre, cuando se haya estabilizado la lectura anterior se agrega 1L de Invertasa

(INV) (anexo 7.1) y una vez estabilizada la lectura se considerara como “end INV”.
Célculos

Las lecturas correspondientes a “end Blanco”, “end HK”, “end PGI” y “end Inv” se
vierten en Excel, para los célculos, 17.7 se sustituye por 49.7 en la formula en el

caso de placa de 384 pozos.
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mmoly _  Aabs % 1 * * _1mmol % 10°4L
GlUCOSG( L )_17.7;1mol’1 VsanpleDIL (i) FD 1000umol 1L

gy mmol\ % 18016mg %« 1g
GlUCOSE(L)—Xelc( L ) Immok,.  1000mg FD= factor de dilucion

VsampleDIL= volumen de sobrenadante que se afiade a la mezcla de reaccién (10uL)

Donde el cambio de absorbancia se calcula mediante la diferencia en las lecturas,

asi para la glucosa sera “end HK"-“end blanco”, para la fructosa “end PGI"-“end

HK” y para la sacarosa “end INV”-“end PGI”.

En el caso de la sacarosa para obtener su concentracién se utiliza la formula
anterior, pero finalmente multiplicado por el factor de 0.5, ya que si observamos la
fig. 3 la invertasa rompe la sacarosa en glucosa y fructosa, lo que al final nos va a
dar un doble NADPH formado generando el doble de absorbancia, por lo tanto
necesitamos conocer la cantidad micromoles de sacarosa y no de glucosa y

fructosa.

3.6.3 Almidén

Para la determinacién se utilizé la pastilla que quedd en la separacion del
sobrenadante que se us6 para los analisis de azucares (Tiessen, 2010 “anexo”).
La pastilla se lavé con EtOH 80%, donde se afiadieron 500uL usando el
dispensador (Dispenssette ®), la placa se sell6 con tapas de silicon (AXIMAT) y se
agitdé vigorosamente hasta suspender la pastilla en el solvente. Se nivel6 y
centrifugé la microplaca a velocidad maxima (4000 rpm) por 15 minutos, se
desech6 el sobrenadante, nuevamente se afadié 500uL de EtoH 80% y se

repitieron los pasos anteriores.

Teniendo la pastilla limpia, afladimos 500uL de KOH 10mM ( con Dispenssette ®)
(anexo 1), agitando vigorosamente para suspender bien la pastilla, para que
guedara expuesta al KOH 10mM, luego la placa se sell6 bien con cinta de aluminio
e incub6 a 99° C con 700 rpm en termomixer por 3 hrs. Después retiramos la
microplaca y se colocd en un bafio de hielo para bajar la temperatura. Afiadimos

700uL de la mezcla de degradacién (ver protocolo “anexo”) usando la pipeta
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multicanal (200+200+200+100pL), después se incubo6 a 37° C toda la noche (8-16
hrs). Se centrifug6 a velocidad maxima (4000rpm) por 15 minutos y recuperamos
el sobrenadante en otra microplaca deepwell. Se coloc6 en una microplaca de 384
(Sarsted©) 90uL de mezcla de reaccion (ver protocolo), y 10uL del sobrenadante,
se agitd en un termomixer a temperatura ambiente por 10s (1000rpm) y se ley6 a
340nm en el lector de microplacas Bio Tek © en el protocolo de 384. Inicialmente
se hace una lectura blanco (end blanco), una vez estabilizada se agrega 1L de
Hexoquinasa (HK) (ver anexo 2) para la medicion de la glucosa libre, una vez

estabilizada la lectura esta se considerara como “end HK”.
Célculos

Las lecturas correspondientes al valor final “end Blanco” y “end HK” se vierten en

Excel y con la siguiente férmula para placa 384, se hacen los célculos.

mmol) — Aabs  * 1 +* Viotaipextraccion (41) % * 1mmol % 1000mL
Glu COs e( L ) B 49.7,um0|’l VsarmleDIL () 1m|—jugo FD 1000uL 1L

FD= factor de dilucion
VsampleDIL= volumen de sobrenadante que se afiade a la mezcla de reaccién (10uL)
VtotalDEextraccion= KOH (uL) + MezclaDegradacién (uL)= 500+700 = 1200uL

Para la determinaciéon de la cantidad de almidén, serd medida en base a la
cantidad de glucosa liberada en la reaccion. De igual forma para obtener el
contenido de almiddn se sustituiran los valores de absorbancia en la férmula de

las hexosas que daran el contenido en pmol/L.
3.7 Andlisis estadistico.

Se realiz6 el analisis estadistico con el paquete SAS V9.0, los datos se sometieron
a un analisis de ANOVA, Correlacion mediante el método de Pearson y la prueba

de medias por Tukey.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Carbohidratos no estructurales

Las hexosas (glucosa y fructosa) juegan un importante rol en el transporte de
carbono, en el metabolismo y sefializacion de las plantas superiores (Roitsch y
Gonzélez, 2004). Para conocer el perfil de hexosas en el tallo del maiz, se extrajo
jugo del tallo y se cuantificd el contenido de hexosas libres durante la fase de
llenado de grano (estado lechoso-masoso “80 dds”). En la figura 4.1 y 4.2 se
pueden observar los resultados obtenidos en el contenido de glucosa y fructosa

respectivamente.

Los niveles de glucosa y fructosa presentaron diferencias altamente significativas
al p<0.001 en los genotipos; en ambos metabolitos se observa la misma
tendencia, lo cual se explica por su correlacién alta y significativa (r=0.69). Aunque
en el presente estudio, los niveles de estos metabolitos son bajos debido al
periodo de muestreo (80 DDS), pues los niveles disminuyen conforme avanza el
tiempo y las reservas del tallo son translocados a la mazorca para el llenado de
grano (Scofield, et al., 2009; Khan et al., 1994,). En la figura 4.1 se observa la
magnitud de los diferentes genotipos donde el nivel mas alto lo presenta el
genotipo 59 con 33umol/L de glucosa, estadisticamente diferentes, seguido por 10

genotipos con niveles de 22+27umol/L+EE=Error Estandar.

La fructosa, mostré la misma tendencia en los genotipos comparativamente con la
glucosa; también con niveles bajos al igual que la glucosa, Figura 5. Los niveles se
sittan entre 8 a 16 pumol/L+EE (Error Estandar), donde el genotipo 84 mostro el
mayor contenido (16pumol/L) estadisticamente superior al resto; en contraste
cuatro genotipos presentan el contenido mas bajo (78, 69, 50 y 100
respectivamente), con valores cercanos a 4umol/L+EE de fructuosa. No presento

correlacion con el rendimiento de grano.
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Figura 4.2. Niveles de fructosa en el tallo de mestizos de maiz, en el estado lechoso-masoso a 80 dds.
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La sacarosa es la molécula mas importante en el transporte del carbono, desde
las tejidos fuente hasta los tejidos de demanda para mantener el desarrollo y
crecimiento heterotréfico o para en su caso almacenarse como sacarosa 0 cOmo
almiddn (Singh and Maclachlan 1983; Zheng et al., 2009; Chiou y Bush 1998)

El contenido de sacarosa (Figura 4.3), los genotipos fueron estadisticamente
diferentes (p<0.001). En la mayoria de los genotipos se observa que su contenido
se encuentra entre 15.62-37.30pmol/L, destacando s6lo nueve genotipos con un
contenido de 37.91-46.60umol/L tError Estandar, tal es el caso del genotipo 4, 6,
26, 29, 32, 59, 60, 63, 68 y 92 respectivamente.

Dentro de las hexosas, el contenido de sacarosa fue superior, lo cual es comun ya
gue este metabolito se mantiene conforme avanza el desarrollo del cultivo de
maiz, como principal transporte de carbono (Zheng et al., 2009; Juarez y Tiessen,
2011).

El almidén es un compuesto importante de energia y de carbono para las células,
tanto para las células fotosintéticas (almidén transitorio) y para las células de
organos heterotréficos como el grano (almidén de reserva) (Zeeman, et al., 2002;
Sivak y Preiss, 1998).

El contenido de almidon en todos los genotipos fue muy bajo (0.03-0.8umol/L), lo
cual es muy ldgico ya que las reservas del tallo en este periodo, se degradan para
ser translocados a la mazorca, debido a las necesidades para el llenado final del
grano (Figura 4.4). El genotipo 58 presento el mayor contenido de almidén
(P<0.05) pero con menor rendimiento de grano, debido al menor nimero de

plantas y mazorcas presentes en la parcela.
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29




4.1.1 Hexosas (Glucosay Fructosa)

Los mejores genotipos del grupo de seleccionados por rendimiento, presentan
niveles de glucosa por encima de los 12mmol/L, donde el genotipo que ocupa el
cuarto lugar (59) presenta un nivel de 33mmol/L siendo el Gnico que presenta
buen nivel de glucosa y rendimiento de grano ademas del genotipo 60 que
presenta buen nivel de glucosa (25mmol/L) pero ocupa el lugar 14 en cuanto a
rendimiento, el mejor genotipo para rendimiento es el testigo 93, el cual es un
hibrido comercial que presenta un contenido de glucosa de 12mmol/L fig.4.5. El
contenido de fructosa presento la misma tendencia aunque los niveles estuvieron
por debajo de la glucosa en la mayoria de los genotipos (4-10mmol/L), el genotipo
59 nuevamente presentd el mayor contenido con 16mmol/L, ademas de ocupar el

cuarto lugar en cuanto a rendimiento (fig.4.5).
4.1.2 Sacarosa (SUC)

Para el caso de la sacarosa, presentaron diferencias altamente significativas al
p<0.001 donde el contenido en la mayoria de los genotipos seleccionados, estuvo
por encima de los 22mmol/L, presentando la misma tendencia que las hexosas,
s6lo que en este caso, el genotipo 60 presentd el mayor contenido con 46mmol/L
seguidos por el genotipo 59, 97, 18, 93 y 22 con 42, 32, 32, 28 y 24mmol/L
respectivamente, el genotipo 93 se encuentra en el quinto lugar respecto esto (fig.
4.3).
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FIGURA 4.5. Contenido de hexosas (glucosa fructosa) y sacarosa en los 15 genotipos con mayor
rendimiento de grano. Barras, EEM, N=4.

4.1.3 Almidon (ALM)

Los niveles de almidén en los genotipos seleccionados por rendimiento, fueron
estadisticamente igual (p<0.05), distribuidos en un rango de 0.01-0.14mmol/L (fig.
4.4); el genotipo 58 presento el mejor contenido para este metabolito con
0.14mmol/L. El genotipo 93 que fue el mejor en cuanto a rendimiento de grano,
presentd un contenido de 0.047mmol/L (fig. 4.6).
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FIGURA 4.4. Contenido de almidon en los 15 genotipos con mayor rendimiento de
grano. Barras, EEM, N=4

4.2 Caracteristicas Agrondmicas

En el Cuadro 4.1, se muestran el resumen del analisis de varianza de 37 mestizos
y 11 testigos de los cuales 3 son hibridos comerciales. Las repeticiones fueron
diferentes estadisticamente en 4 de las 11 variables evaluadas, quizas
influenciado por el reducido niumero de grados de libertad, lo cual se observa
también en la fuente de variacion Bloc(Rep) donde cuatro variables fueron

significativas.

Respecto a tratamientos (Trat), se observa que tanto el grupo de mestizos y los
testigos presentaron diferencias estadisticas (P<0.01). Estas diferencias se
aprecian en todas las caracteristicas agronomicas, como también en los
carbohidratos no estructurales. La explicacion a estas diferencias es a la
diversidad presente en los 48 tratamientos donde en principio los 37 mestizos

tiene diferente probador y aunado a la diversidad de los testigos utilizados.
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Cuadro 4.1. Analisis de varianza, significancia estadistica y coeficiente de variacion (CV)

para las variables evaluadas en los genotipos de maiz en el periodo de verano 2011.

F.V Rep Bloc(Rep) Trat Error CV.%
G.L. 3 4 47 137

FM(dias) 0.03 2.54 23.18** 2.10 2.44
FF(dias) 0.69 1.14 23.55** 15 1.9
AP(Cm) 57.51 12.77 744.90** 77.8 4.2
AMz(Cm) 0.34 8.15 372.06** 44.2 5.5
COB(1-5) 1.0** 0.0 1.07* 0.2 19.0
SG(1-2) 0.01 0.011 0.70** 0.0 6.7
LMz(Cm) 2.61 4.05** 5.18** 1.1 6.6
NH 1.92 0.60 5.44** 1.9 9.9
NGH 13.99 14.66 39.24** 11.2 9.0
DMz(Cm) 0.14 0.18 0.27** 0.1 6.5
Glc(mmol/L) 431.15** 598** 152.68** 59.9 485
Fru (mmol/L) 90.91** 274.45** 41.72** 13.0 42.7
Suc (mmol/L) 74.5 1243.84** 276.63** 110.7 37.0
Alm (mmol/L) 0.005** 0.002* 0.002** 0.0 615
REN(x10°) 1.44 16.87 88.33** 9.8 16.7

FV= fuente de variacién; GL= grados de libertad; FM= floracion masculina; FF= floracién femenina;
AP= altura de planta; AMz= altura de mazorca; COB= cobertura; SG= Stay green; LMz= longitud de
mazorca; NH= ndmero de hilera; NGH= nimero de grano de hilera; DMz= diametro de mazorca;
Glc= glucosa; Fru= fructosa; Suc= sacarosa; Alm= almidén; REN= rendimiento grano; *, **
Significativo al 0.05 y 0.01 de probabilidad.

Los coeficientes de variacion (CV) estuvieron en los rangos aceptables, a
excepcion de los carbohidratos no-estructurales, lo cual se debe a la manipulacién

en el laboratorio, para realizar los analisis.

En el cuadro 4.2, se presentan los valores medios de 11 variables agrondmicas y
4 bioquimicas, de los mejores genotipos, donde se incluye 11 mestizos de los
cuales, nueve (9) corresponden al probador CML495, dos (2) al probador CML496,

ademas de cuatro (4) de los testigos.
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Cuadro 4.2. Valores medios de mestizos y testigos sobresalientes en rendimiento. UAAAN-UL,

2011.
TRAT FM_FF_AP AMz COB SG LMz NH NGH DMz GLC FRU SUC ALM REN
49(495) 60 62 223 120 3.0 1 17 14 40 46 11 6 24 0.05 7925
59(495) 56 58 223 115 20 1 17 14 39 47 33 16 42 002 7743
22(495) 60 63 221 126 20 2 18 15 35 47 12 7 25 004 7634
23(495) 60 63 216 127 20 2 17 13 35 45 9 6 23 006 7544
18(495) 59 62 228 132 20 1 17 14 37 45 14 7 32 005 7362
87(495) 61 63 215 123 20 1 16 15 36 47 16 7 26 003 7235
20(495) 59 62 214 126 20 2 16 14 33 46 17 13 23 0.03 7181
50(495) 61 64 202 114 25 1 16 14 39 47 7 4 16 005 7108
51(495) 60 62 211 117 35 1 16 15 38 50 13 8 22 0.04 6818
M 59 62 216 122 23 13 16 14 37 46 13 7.7 25 0.04 7387
69(496) 59 61 214 124 35 1 16 13 38 43 7 4 16 0.03 7399
60(496) 61 64 219 137 20 1 17 13 37 45 25 14 46 0.10 6819
M 60 62 216 130 26 1 16 13 37 44 13 74 27 005 7103
93(t) 59 62 235 132 35 1 19 16 42 54 13 6 28 005 8142
97(t) 57 59 202 117 25 2 18 14 43 45 19 9 33 0.6 8106
96(t) 62 64 217 137 25 1 16 13 37 45 15 9 24 0.03 7508
90(t) 60 62 200 123 2.0 1 18 14 36 44 12 8 22 0.2 6855
Mt 59 61 213 127 26 12 18 14 39 47 14 7.8 26 003 7634
MG 59 62 210 121 23 1 16 14 37 45 16 8 28 0.04 5928
MS 59 62 216 124 24 12 17 14 37 46 14 7.7 26 0.04 7413
DMS(5%) 2 2 12 93 06 01 15 2 47 04 12 63 17 0.04 1384

TRAT= tratamiento; FM= floracion masculina; FF= floracion femenina; AP= altura de planta; AMz= altura de
mazorca; COB= cobertura; SG= Permanencia en verde; LMz= longitud de mazorca; NH= ndmero de hilera;
GLC= glucosa; FRU= fructosa; SUC=
sacarosa; ALM= almidén; REN= rendimiento grano; DMS = diferencia minima significativa. t = testigo; Mt, MG
y MS=Medias de testigos, general y de los selectos.

NGH= numero de grano de hilera; DMz= didmetro de mazorca;

Tanto mestizos como testigos presentaron diferencias estadisticas (P<0.05)

respecto al periodo de floracién, altura de planta y mazorca, numero de hileras,

granos por hileras y diametro de mazorca. Con respecto a los carbohidratos no-

estructurales valores altamente significativos (p<0.05), a excepcion del almidén

quien no presenta diferencias, entre los genotipos.

Ocho de los mestizos presentaron la caracteristica permanencia en verde (SG),

dos del grupo CML496 y seis del grupo CML495, ademas de tres de los testigos.
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En promedio tanto mestizos como testigos fueron estadisticamente iguales, pues
oscilaron de 7387, 7103 y 7634kg/ha para mestizos de los probadores CML495,
CML496 y testigos respectivamente. Los grupos son estadisticamente diferentes
a la media general (5928 kg/ha). El testigo 93 comercial “oso” fue el de mayor

rendimiento.

4.2.1 Floracion masculina (FM)

Para esta variable, se observaron diferencias significativas (p< 0.05). La media
general oscilo en 59 dias, el genotipo que presenté mayor tiempo fue el testigo 96

con 62 dias respectivamente. El genotipo 59 con 56 dias fue el de menor tiempo. .

4.2.2 Floracion femenina (FF)

Al igual que la FM, presento diferencias significativas (p<0.05), tanto la media
general y la de seleccién fue de 62 dias, los genotipo 50, 60 y 96 presentaron el

mayor tiempo, con 64 dias. Y el genotipo 59 con 58 dias fue del menor tiempo.

4.2.3 Altura de planta (AP)

Se observaron que tanto el grupo de los mestizos con el probador 495 y 496 y los
seleccionados presentaron media similar con 216cm respectivamente. El grupo de
los testigos presento una AP de 213cm. Todos los grupos presentaron mayor,

aunque estadisticamente existieron diferencias para esta variable.

4.2.4 Altura de mazorca (AMz)

Se detect6 que el grupo de mestizo con el probador (495 y 496) junto con el grupo
de los testigos fue superior a la media general (121cm), con 122cm, 130y 127cm
respectivamente. El genotipo que presento mayor AMz fueron el mestizo 60 y el
testigo 96 con 137cm superando a la media general (121cm).

4.2.5 Cobertura de Mazorca (COB)

La COB de los materiales fue buena, para el grupo 495 presento una media de

2.2, similar al grupo de los testigos que presentaron buena cobertura (2), el grupo
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de los mestizos 496 presento una media de 2.6. En general se observo que la
buena COB es muy importante ya que los materiales que presentaron mala

cobertura fueron méas propensos a ataques de aves.

4.2.6 Permanencia en verde (Stay Green “SG”)

Esta caracteristica se presentd en 6 genotipos del grupo de mestizos 495; 49, 59,
18, 87, 51 y 50 respectivamente. En los testigos 93, 96, 90 y en los dos genotipos
del grupo del probador 496.

4.2.7 Longitud de mazorca (LMz)

No se observaron diferencias significativas entre los materiales seleccionados, la
media para los grupos de mestizos y testigos es de 18, 16 y 18cm

respectivamente, relativamente superior a la media general (16cm).

4.2.8 Numero de hileras (NH)

El nimero de hileras oscil6 en 14, para mestizos y testigos, similar a la media

general.

4.2.9 Namero de granos/hilera (NGH)

Para esta variable no se observaron diferencias significativas, las medias de
mestizos oscilé en 37 granos/hilera, similar a la media general pero superado por
la media de los testigos (39), lo cual es notorio ya que presento el mayor

rendimiento.

4.2.10 Didmetro de mazorca (DMz)

Similar que la variable de NGH, nuevamente los testigos tienen la mejor media
(4.7cm), relativamente superior al grupo de mestizos 495 y 496 con una media de
4.6 y 4.4cm respectivamente, ambos grupos (testigos y mestizos 495) superaron

la media general de 4.5cm
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4.2.11 Rendimiento (REN)

Respecto al rendimiento, el promedio para mestizos y testigos presentaron
diferencias estadisticas aunque no significativas, pues oscilaron de 7387, 7103 y
7634kg/ha para mestizos de los probadores CML495, CML496 y testigos
respectivamente. Dentro de los grupos se advierten diferencias altamente
significativas, diferente a la media general (5928 kg/ha). El testigo 93 comercial

(oso) fue el de mayor rendimiento.
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En el cuadro 4.3. Se presenta los coeficientes de correlacion de las variables

evaluadas y su significancia.

Se encontré6 una alta correlacion positiva, tanto en la floracion masculina y
femenina (0.90); entre altura de planta y mazorca (0.68); asi mismo, en las
variables: nimero de granos/hilera (NGH) y longitud de mazorca (LMz) con 0.55;

diametro de mazorca(DMz) y numero de hileras(NH) con 51.

Rendimiento de grano (REN), correlaciondé positiva y altamente significativa con
las variables AP, AMz, COB, LMz y NGH con 0.35, 0.39, 0.31, 043 y 0,34

respectivamente.

Para el caso de los carbohidratos no estructurales, se encontrd correlacion
positiva y significativa entre la glucosa(GLC) con fructosa(FRU) y (0.69); y
sacarosa (SUC) con 0,69 y 0.76 respectivamente; al igual sucedidé entre la
sacarosa y fructosa 0.72 El almidon (ALM) correlaciona con la SUC con un valor

muy bajo (0.24) aunque significativo (P<0.01).

De los cuatro metabolitos evaluados soélo el almidén presentd una correlacion

negativa con el rendimiento de grano (-0.16**), aunque fue muy bajo.
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Cuadro. 4.3. Andlisis de correlacion de 15 variables evaluadas en 48 genotipos de maiz, en el periodo de verano 2011.

FM FF AP AMZ COB SG LMz NH NGH DMZ GLC FRU SUC ALM REN

FM 1 0.90* 0.15* 0.08 -0.05 0.08 -0.11 -0.01 -0.06 -0.13 -0.06 0.07 -0.003 0.24** -0.17*

FF 1 -0.16* 0.08 -0.12 0.03 -0.18** 0.004 0.12 -0.16* 0.04 0.09 -0.01 0.17** -0.19**
AP 1 0.68** 0.16* -0.007 0.21** 0.06 0.09 0.24* 0.13 0.13 0.23** 0.005 0.35*
AMZ 1 0.14* -0.0v 0.15* -0.1 -0.06 0.07 0.1 0.06 0.20* 0.02 0.39**
COB 1 -0.14 0.11 -0.05 0.16* 0.08 -0.19** -0.07 -0.014 0.006 0.31**
SG 1 0.18** -0.01 0.08 -0.04 -0.03 0.05 -0.018 0.08 0.02
LMZ 1 0.07 0.55** 0.33** -0.02 -0.07 0.03 0.08 0.43*
NH 1 0.03 0.51* 0.04 0.05 0.007 -0.04 0.04
NGH 1 0.27** 0.08 -0.05 -0.006 0.05 0.28**
DMz 1 -0.06 0.01 -0.07 -0.03 0.34*
GLC 1 0.69** 0.76** -0.06 -0.04
FRU 1 0.72» 0.09 -0.07
SuUC 1 0.24** -0.02
ALM 1 -0.16*
REN 1

* ** significativo al 0.05 y 0.01 respectivamente
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V. CONCLUSIONES

De los resultados anteriores se puede concluir:

» Las diferencias de los mestizos fueron altamente significativos en 8 de las
15 caracteristicas evaluadas inclusive, rendimiento de grano.

= Los 11 mestizos selectos por rendimiento también presentaron
caracteristicas agronomicas deseables (COB, LMz, NH, DMZ y NGH).
Ademas, superaron estadisticamente a la media general en rendimiento de
grano (5928kg/ha).

= El testigo comercial “OSO” fue el de mayor rendimiento con 8142 kg/ha.

= El contenido de Glucosa fue el doble en la media general en los genotipos
con respecto a la fructosa, con 16mmol/L y 8mmol/L) respectivamente,
aungue con la misma tendencia.

» La sacarosa sé presento en mayor cantidad con 28mmol/L (media general),
en todos los genotipos con respecto a las hexosas, se presentd la misma
tendencia en los genotipos seleccionados por rendimiento de grano, a
excepcion de algunos genotipos los cuales presentaron diferencias aunque
no tan acentuadas, esto a pesar de que la fecha de muestreo fue en una
época de gran demanda por parte de la mazorca para el llenado del grano.

= Para el caso del almidon, los niveles bajos obtenidos en la cuantificacion
son debido a la degradacion de este importante polisacarido de reserva.

» Los genotipos seleccionados por rendimiento también presentaron niveles
aceptables de carbohidratos no-estructurales, ademas de buenas
caracteristicas agronémicas.

= Con los datos obtenidos se concluye que la relacion que existe entre el
rendimiento de grano y la caracteristicas cualitativas, pueden asociarse,

dependientes del genotipo y las condiciones donde se desarrollan.
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VIl.  APENDICE
T FM FF AP AMZ COB SG LMZ NH NGH DMZ GLC FRU SUC ALM REN
93 59 62 235 132 35 1 19 16 42 54 13 6 28 0.05 8142
97 57 59 202 117 25 2 18 14 43 45 19 9 33 0.06 8106
49 60 62 223 120 30 1 17 14 40 46 11 6 24 0.05 7925
59 56 58 223 115 20 1 17 14 39 47 33 16 42 0.02 7743
22 60 63 221 126 20 2 18 15 35 47 12 7 25 0.04 7634
23 60 63 216 127 20 2 17 13 35 45 9 6 23 0.06 7544
96 62 64 217 137 25 1 16 13 37 45 15 9 24 0.03 7508
69 59 61 214 124 35 1 16 13 38 43 7 4 16 0.03 7399
18 59 62 228 132 20 1 17 14 37 45 14 7 32 0.05 7362
87 61 63 215 123 20 1 16 15 36 4.7 16 7 26 0.03 7235
20 50 62 214 126 20 2 16 14 33 46 17 13 23 0.03 7181
50 61 64 202 114 25 1 16 14 39 47 7 16 0.05 7108
90 60 62 200 123 20 1 18 14 36 44 12 8 22 0.02 6855
60 61 64 219 137 20 1 17 13 37 45 25 14 46 0.10 6819
51 60 62 211 117 35 1 16 15 38 5.0 13 22 0.04 6818
28 59 62 211 131 25 1 15 13 36 43 13 27 0.04 6746
63 61 64 202 134 25 1 16 14 39 47 12 32 0.09 6728
29 60 62 214 122 30 1 17 13 35 42 25 12 45 0.04 6691
94 56 58 218 115 15 1 17 16 38 53 11 19 0.05 6438
89 61 63 210 122 15 1 15 15 33 46 22 30 0.02 6419
26 62 64 227 118 20 1 17 14 37 44 20 15 38 0.06 6401
57 50 61 206 116 25 2 16 12 39 46 11 6 25 0.04 6401
73 50 62 202 122 30 1 16 15 37 43 20 11 34 0.03 6401
62 60 63 187 118 20 1 17 12 38 43 10 5 16 0.02 6329
85 62 59 221 127 30 2 19 13 38 45 16 9 37 0.08 6202
100 50 62 185 103 2.0 2 19 13 44 44 7 4 18 0.04 6075
17 57 60 207 120 20 1 16 13 36 4.8 15 7 23 0.01 6039
41 63 65 205 136 25 1 16 13 39 42 13 7 24 0.06 5876
98 56 57 202 116 20 1 15 15 36 49 15 8 28 0.04 5839
78 56 59 203 125 20 1 16 13 33 42 12 4 24 0.08 5730
46 57 59 186 104 25 1 14 14 37 45 12 9 21 0.04 5640
72 50 62 219 130 30 1 15 14 36 43 14 6 30 0.07 5603
6 58 61 235 130 25 2 17 16 41 46 26 11 38 0.06 5513
68 56 59 204 118 25 1 17 13 40 43 27 11 47 0.06 5495
9 60 64 232 137 20 1 15 14 34 45 14 9 24 0.05 5477
32 50 62 215 129 20 1 16 12 37 41 23 6 39 0.05 5368
7 60 63 209 119 20 1 16 17 37 45 12 6 20 0.05 4878
55 60 62 199 113 20 2 15 14 40 46 9 7 24 0.06 4878
13 59 62 226 127 15 1 16 14 32 45 11 5 25 0.07 4588
4 58 61 233 133 15 2 16 15 32 45 26 13 43 0.04 4479
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91
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45
65
58
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59
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66
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56
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70
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59
66
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57
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172
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172
235
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114
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101
127
101

121
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2.0
2.0
15
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2.0
2.0
15
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2
35
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2

16
16
16
15
13
16
16
15

16

13

19
1

14
12
14
16
15
15
14
14

14
12
17

2

44
36
41
37
26
40
35
31

37

26

44
4.7

45
4.2
4.7
4.3
4.2
4.4
4.5
4.3

4.5

4.1

54
0.4

17
19
24
16
22
27
13
10

16
7
33
12

6.3

32 0.06
29 0.08
35 0.05
23 0.07
44 0.02
22 0.04
28 0.07
22 014
28 0.04
16 0.01
47 0.14

17 0.04

4189
4062
3863
3754
3210
3192
2557
2122

5928
2122
8142
1384

FV= fuente de variacion; GL= grados de libertad; FM= floracion masculina; FF= floracién femenina; AP=
altura de planta; AMz= altura de mazorca; COB= cobertura; SG= Stay green; LMz= longitud de mazorca;
NH= ndmero de hilera; NGH= nimero de grano de hilera; DMz= didmetro de mazorca; Glc= glucosa; Fru=
fructosa; Suc= sacarosa; Alm= almidén; REN= rendimiento grano; MG= media general; MIN= minima;
MAX= maxima; DMS= diferencia menos significativa.
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VIIl.  ANEXOS

8.1 Protocolo de Determinacion de Azucares

Determinacion de azlUcares en tallo

LAB PROTOCOLS

Dr. Axel Tiessen**
Laboratorio de Metabol6émicay Fisiologia Vegetal
Cinvestav Campus Guanajuato

Determinacion de AZUCARES en JUGO de TALLO de maiz

MARCO TEORICO

The principle of measurement consists in enzymatically coupling the hexokinase
reaction with Glucose-6-P-dehydrogenase (G6PDH) reaction and measuring
absorbance at 340nm versus 405nm (Microplatte).

Microplatte thinkness of well (Iml = 2.85 cm)

Microplatte coefficient for NADPH at 340nm (ref. 405nm) = 17.7 */umol

The sugars are stochiometrically converted to G6P and later to 6-
phosphogluconate. For each mol of hexose one mol of NADPH is produced. For
each mol of sucrose two moles of NADPH are produced. This is later considered in
the calculations by dividing the sucrose signal by two. The increase of absorbance

at 340nm is quantified in the microplatte reader (Anthos Hitll).

ATP ADP NADPt  NADPH

H,O Glucose L—L\ GGPL-L\ 6-P hosphogluconate
:
Sucrose 4< W
Fructose ﬁ\ F6P

ATP  ADP
After measuring and monitoring the blind value (should be constant) the reaction is
started with hexokinase. After completion of the reaction phosphoglucose-

isomerase is added and after completion Invertase is finally added.

*% 2010 Cinvestav Irapuato Lab Protocols Dr Axel Tiessen
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To ensure that the assay is not limited by cofactors, the values should be linear in
respect to amount of extract used (2ul - 40ul). Always include two blank wells
without extract but adding enzyme. The hepes buffer is used as substitute for
Imidazole (classical assay). Imidazole is a reducing agent and will yield a signal if

stored for too long at 4°C.

REACTIVOS

= Sugar Assay. Esta solucién puede congelarse para usos posteriores. A

continuacion se presenta una tabla resumen para preparar diferentes

volumenes.
"Sugar Assay" p/ 20mL 40 100 120 150
Buffer Hepes+Mg (mL) 19.8 39.6 99 118.8 148.5
NADP+ (mg) 12 24 60 72 90
ATP (mg) 20 40 100 120 150
G6PDH Yeast Roche (uL) | 20 40 100 120 150

= Enzimas. Preparar en eppis’ 2mL

" EnZimaS" Abrev Cantidad V hepes
Hexocinasa HK 50 uL 1500 uL
Fosfogluco Isomerasa PGI 50 uL 1500 uL
Invertasa Inv 83mg 1500 uL

NOTA: Originalmente se diluia 1:10, ahora aqui diluyo 1:30

* Preparar en eppi's 1.5 6 2

METODOLOGIA

El siguiente protocolo estd adecuado para jugo almacenado en microplaca
DeepWell, y el uso de micropipetas multicanal. Si la placa se almacend en Revco,
descongele a Tamp.

1) La determinacion se realiza a partir de 1mL de de jugo de maiz.
2) Centrifugue a Vmax x 15 min.
a) Necesita los adaptadores Sorvax ® para las microplacas en la Mega-

centrifuga.
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b) Nivele el peso de las microplacas usando cinta adhesiva
c) Procure usar tapas del mismo material, sellar bien la microplaca.
3) Retire el sobrenadante en otra microplaca DeepWell, aprox 800uL.
a) Al pipetear, baje las puntas maximo hasta donde las celdas comienzan a

ser concavas

O

Conviene apovar la pipeta hacia cualquier lado
de la microplaca. Donde =& =efala, hay un
borde gque avuda a no bajar maz de lo

necezario, 5 no ze apova, ze corre el Hesgo de

bajar hasta la pastilla v esto puede generar
Lo _a

interferenciaz al leer en el espectro,

b) Realizar una dilucién 1:50 en buffer 100mM HEPES pH7 + 3mM MgCl,.
1) En una microplaca Sarsted ©:

5uL sobrenadante
+

245uL buffer HEPES

4) Mezcla de reaccidn:

En placa 96’ En placa 384’
+200 SugarAssay + 70-100 Sugar Assay

+ 10-20 uL muestra diluida + 10 uL muestra diluida

Protocolo: SugarAssayl | Protocolo: SugarAssay384Placa

* NOTA: Al pipetear la muestra, introduzca bien las puntas en los pozos que
ya contienen el reactivo anterior, y antes de vaciarla por completo, re-
succione y libere suavemente la muestra. Y después de 2-3 veces, libérela
por completo, a pesar que se formen burbujas. Si se forman burbujas, con
la misma agitacion se rompen, o puede ayudarse de una aguja fina.

5) Agitar en termoblock a Tamp X 10s (900rpm)
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6) Leer a 340nm en el lector de microplacas Bio Tek ©: protocolo correpondiente
a) Leer el Blanco y esperar a que se estabilize en el tiempo

7) Afnadir la enzima Hexocinasa (HK), agitar x 10s, Leer nuevamente y esperar a
que deje de crecer la curva y se estabilice. Valor “end HK”

8) Retirar la microplaca y afiadir la enzima Fosfo-Gluco-lsomerasa (PGIl), agitar x
10s, Leer nuevamente y esperar a que deje de crecer la curva y se estabilice.
Valor “end PGI”

9) Retirar la microplaca y afadir la enzima Invertasa (Inv), agitar x 10s, Leer
nuevamente y esperar a que deje de crecer la curva y se estabilice. Valor “end

Inv

RESULTADOS

Las lecturas correspondientes a “end Blanco”, “end HK”, “end PGI” y “end Inv” se
vierten en Excel a la plantilla Sugar (Muster_JUGO TALLO)

Para los célculos, el volumen total en la celda no es relevante, s6lo se necesita
saber el volumen de muestra en cada celda; 17.7 se sustituye por 49.7 en el caso

de placa de 384 pozos.

6
| mmol) —  Aabs % 1 *ED* Immol * 10° 4L
G UCOSG( L ) 17.7mol™  VanplenIL () 1000umol 1L

gy _ N\ % 18016mg %« 19
G|U COS e(t) — XG|C(mTO ) Immoly,  1000mg

NOTAS adicionales:

* Las enzimas se afaden a la microplaca con la pipeta Auto Rep (RAINNI) en la
posicion 1, usando una punta de 200uL; se afiaden por columnas.

* La pastilla que queda después de centrifugar se usa para cuantificar almidon.

* El sobrenadante (aprox. 800uL) se usa para otros ensayos; de lo contrario,

almaceénelo a -40°C por si hay necesidad de repetir algunas muestras.
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* El disefio de acomodar las muestras en las microplacas depende de usted, del
namero de muestras, del nimero de repeticiones. Haga al menos una repeticion
para cada celda original

* Las repeticiones en placa de 384’ se hacen en la misma placa hacia abajo.

* Procure mantener las enzimas en bano de hielo, y el “Sugar Assay” a Tamp

* Los valores son confiables a una OD max=2.0 ya que después la mezcla de
reaccion podria estar saturada y dar siempre una misma lectura pareciendo que
es porque ya esta estabilizada, cosa que pudiera deberse a falta de reactivos.

* Si requiere hacer dilucion mayor a 50, use placa DeepWell. EI minimo volumen

recomendado para pipetear es 5uL.

REFERENCIAS
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8.2 Protocolo de Determinacion de Almidon

Determinaciéon de almidon en tallo
LAB PROTOCOLS

Dr. Axel Tiessen**
Laboratorio de Metabolomicay Fisiologia Vegetal

Cinvestav Campus Guanajuato

Determinacion de almidon en jugo de tallo de maiz

MARCO TEORICO

El almidén es un polisacarido de reserva alimenticia predominante en las plantas,
constituido por amilosa y amilopectina.

La amilosa es el producto de la condensacion de D-glucopiranosas por medio de
enlaces glucosidicos a(1,4), que establece largas cadenas lineales con 200-2500
unidades y pesos moleculares hasta de un millén; es decir, la amilosa es una a -D-
(1,4)-glucana cuya unidad repetitiva es la a-maltosa. Tiene la facilidad de adquirir
una conformacion tridimensional helicoidal, en la que cada vuelta de hélice consta
de seis moléculas de glucosa.

La amilopectina se diferencia de la amilosa en que contiene ramificaciones que le
dan una forma molecular a la de un arbol; las ramas estan unidas al tronco central
(semejante a la amilosa) por enlaces a -D-(1,6), localizadas cada 15-25 unidades
lineales de glucosa. Su peso moleculares muy alto ya que algunas fracciones
llegan a alcanzar hasta 200 millones de daltones. La amilopectina constituye
alrededor del 75% de los almidones mas comunes. Algunos almidones estan

constituidos exclusivamente por amilopectina y son conocidos como céreos.

*% 2010 Cinvestav Irapuato Lab Protocols Dr Axel Tiessen
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CH,OH CH,OH

Amilopectina Amilosa

La amiloglucosidasa o glucoamilasa es una enzima que tiene la capacidad de
hidrolizar tanto los enlaces a(l,4) como los a(1,6) de las glucanas; su accion
prolongada puede causar la ruptura total del almidén, por lo que se emplea en la
fabricacion los jarabes de glucosa.

La amilasa, denominada también ptialina o tialina, es un enzima hidrolasa que
tiene la funcién de digerir el glucégeno y el almidén para formar azlcares simples,
se produce principalmente en las glandulas salivares y en el pancreas. Tiene
un pH de 7. Las a-amilasas son enzimas dependientes de cloruro, completamente
afuncionales en ausencia de iones de cloruro. Actian a lo largo de cualquier punto
de la cadena de los carbohidratos, descomponiéndolos en dextrina desde la
amilopectina. Dado que puede actuar en cualquier punto de la cadena es mas
rapida que la B-amylasa. En los animales es una enzima digestiva mayor y su pH

Optimo esta entre 6.7y 7.2

REACTIVOS
= Mezcla de degradacién. Esta solucion debe prepararse el mismo dia que se va
a utilizar. La siguiente tabla muestra las cantidades para diferentes volumenes

p/ 1mL 5 10 20 40
(5muestras) (25muestras) | (50muestras) | (100muestras) | (200muestras)
Amilo glucosidasa (Fluka) 1.7 8.5 17 34 68
a-amilasa (Sigma) 2 10 20 40 80
a-amilasa (Fluka) 2 10 20 40 80
Buffer Acetatos (sin dil) 1 5 10 20 40
Buffer Acetatos (dil 2:5) 35 17.5 35 70 140

= Sugar Assay (igual que para azlcares)
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= Enzimas. Sdlo se necesita Hexocinasa (HK). Es la misma que para azUcares.
METODOLOGIA

El siguiente protocolo est4d adecuado para jugo almacenado en microplaca
DeepWell, y el uso de micropipetas multicanal. Si la placa se almaceno6 en Revco,

descongele a Tamp.

10)La determinacion se realiza a partir de 1mL de de jugo de maiz.
11)Centrifugue a Vmax x 15 min.
a) Necesita los adaptadores Sorvax ® para las microplacas en la Mega-
centrifuga.
b) Nivele el peso de las microplacas
c) Procure usar tapas del mismo material, sellar bien la microplaca.
12)Retire el sobrenadante en otra microplaca DeepWell, aprox 800uL.
a) Al pipetear, baje las puntas maximo hasta donde las celdas comienzan a

ser cOncavas

U

Conviene apovar la pipeta hacia cualquier lado
de la microplaca. Donde =& =efala, hay un
borde gque avuda a no bajar maz de lo

necezario, 5 no ze apova, ze corre el Hesgo de
bajar hasta la pastilla v esto puede generar

o, interferencias al leer en el espectrao,
b) El sobrenadante se usa para leer AZUCARES y la pastilla se conserva en la
placa deepwell.
13)Lavar la pastilla con EtOH 80%,
a) Afiada 500uL usando el dispensador (Dispenssette ®)
b) Selle bien la placa con las tapas de silicon (AXYMAT) y agite

vigorosamente hasta suspender completamente la pastilla en el solvente.
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c) Si hay pastillas que no se resusupenden, abra la placa y remuévalas con
una aguja o jeringa.

d) Nivele y centrifugue las microplaca a Vmax por 15min.

e) Abra la placa; en la tarja, inviértala suavemente para desechar el
sobrenadante.

f) Afada nuevamente 500uL EtOH 80% y repita los pasos anteriores hasta
tener una pastilla limpia.

14)Pastilla limpia:

a) Afadir 500uL de KOH 10mM (con pipeta o Dispenssette ®) procure afadir
la cantidad indicada, ya que este volumen Si influye en los calculos. Agite
vigorosamente para que la pastilla quede bien expuesta al KOH.

b) Incubar a 99°C a 7000rpm en termomixer x 2.5 hrs. Selle la placa con cinta
Al en todos sus bordes.

c) Retirar la microplaca y poner en bafio de hielo para bajarla T

15)Afadir 700uL mezcla degradacion diluida 2.5 veces

i) Use pipeta multicanal (200+200+200+100)
16)Incubar a 37 °C toda la noche (8-16hrs)
17)Centrifugar a Vmax x 15min
18)Recuperar sobrenadante en otra microplaca deepWell
19)Mezcla de reaccion:

En placa 96’ En placa 384’
+200 SugarAssay + 70-100 Sugar Assay

+ 10-20 uL muestra sobrenadante | + 10 uL muestra sobrenadante

Protocolo: SugarAssayl Protocolo: SugarAssay384Placa

* NOTA: Al pipetear la muestra, introduzca bien las puntas en los pozos que
ya contienen el reactivo anterior, y antes de vaciarla por completo,
resuccione y libere suavemente la muestra. Y después de 2-3 veces,
libérela por completo, a pesar que se formen burbujas. Si se forman
burbujas, con la misma agitacion se rompen, o puede ayudarse de una
aguja fina.
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20)Agitar en termoblock a Tamp X 10s (1000rpm)

21)Leer a 340nm en el lector de microplacas Bio Tek © en el protocolo elegido (96’
6 384’)
a) Leer el Blanco y esperar a que se estabilize en el tiempo

22)Anadir la enzima Hexocinasa (HK), agitar x 10s, leer nuevamente y esperar a

que deje de crecer la curva y se estabilice. Valor “end HK”

RESULTADOS

Las lecturas correspondientes a “end Blanco” y “end HK” se vierten en Excel a la
plantilla Starch (Muster_JUGO TALLO)

La siguiente formula es para placa 384, si fuera el caso de placa de 96’ solo se
sustituye “49.7” por “17.7”.

mmol) _ Aabs * 1 +* ViotalDEextraccion (4L) * % 1mmol % 1000mL
Glucos e( L ) 49.7ymol™  VanpleniL (uL) ImL;ygo FD 1000 1L

FD= factor de dilucion

VsampleDIL= volumen de sobrenadante que se afiade a la mezcla de reaccion (10ulL)
VtotalDEextraccion= KOH (uL) + MezclaDegradacién (uL)= 500+700 = 1200uL
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8.3 Protocolo de extracciéon de jugo del tallo de maiz

LAB PROTOCOLS

Dr. Axel Tiessen**

Laboratorio de Metabol6émicay Fisiologia Molecular

Cinvestav Campus Guanajuato

EXTRACCION de JUGO de TALLO de MAIz

1) Preparar el lugar donde se va a realizar la extraccién. En este caso es el
invernadero. Disponer o contar con lo siguiente:

a)
b)

c)
d)

f)
9)

h)

Una mesa larga

Ensamblar el molino extractor de jugo, conectar las extensiones necesarias
para la toma de electricidad

Fijar con diurex la cinta métrica sobre la mesa

2 balanzas (precision +/-1 es suficiente), verificar que estén calibradas con
la pesa respectiva (200g). Preferentemente que sean de pila, que no haya
necesidad de conectarlas a la luz, porque el extractor hace que la corriente
varie mucho y las balanzas no se estabilizan en ese caso.

Disponer de 2 cubetas. Una se usa para colectar el bagazo que sale de la
molienda, y la otra para colectar el jugo que se deshecha

Disponer de un balde grande o carretilla para depositar la basura organica
que se vaya generando.

Microplacas DeepWell 2mL de 96 pozos limpias y con su respectiva tapa.
Marcarlas previamente con Sharpie. Se recomienda utilizar una
nomenclatura establecida y que sea consecutiva (Placa 1 A, fecha,
experimento, nombre tesista, asesor... Placa 2 A..... Placa 3A ....). Obtener
2 repeticiones (placa A y B). Marcar los encabezados de las placas
previamente, ya que cuando se ponen en hielo los rétulos en columnas e
hileras se nublan.

Hielo seco. Con 2kg es suficiente para 2 microplacas 96’ durante unas 6
horas. Se podria usar N lig; sin embargo éste se evapora muy rapido y es
una gasto mayor, sobre todo si son muchas plantas las que se van a moler.
Considerar también el tipo de analisis que se realizara con el jugo.

** 2011 Cinvestav Irapuato Lab Protocols Dr Axel Tiessen
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2)

3)

)
)

K)

1 cuchillo, franela, sanitas; tijeras de podar para trozar los tallos mas rapido
2 vasos de precipitado de peso muy similar (+/-0.29), pipeta 1000uL, puntas
para pipeta (se recomienda trozarle la ‘puntita’ a la punta que se va a usar,
para evitar se tape al succionar la alicuota)

Disponer del Libro de Campo y Formato para anotar los parametros fisicos:
“Libropaco.xIs” es el borrador, y éste se puede adaptar a las necesidades
de los parametros que se vayan a medir, por ejemplo “Libropaco_sheila 5
hibridos”.

Sobre las muestras que se van a colectar:

a)

b)

Tratar de moler las plantas al tiempo que se vayan cortando. Si es un
namero de plantas mayor a 10 quiza convenga cortar por grupos, no todas
al mismo tiempo, para evitar se deshidraten o sufran cambios apreciables
en el contenido de metabolitos.

Si las plantas estan lejos del lugar de trabajo, quiza convenga desde el dia
anterior marcar las que se van a cortar para evitar perder tiempo en su
seleccién. Esto es importante para evitar variaciones por la hora del dia, es
decir tratar de trabajar en un mismo rango de horario.

Una vez colectadas, dependiendo de los parametros fisicos que se vayan
a medir, puede ser mas o menos tardado. Considerando que se tomaran los
sigs, entonces

tallo+hojas | Bandera

Num W Total W total W total Num W tallo W tallo Wi
(@ | Jlotes/ | Jiotes @)/ |Totomoxte(9)/| Elotes @/ | Hojas |ENTERO con|MOLER con e
) (cm) 9 planta planta Planta Planta tallo floral | vainas(g) vainas (g) @

W Largo Hojaly,, espiga

a)

b)

f)

g)
h)

Retire la espiga 1cm aproximadamente por encima de la hoja bandera y
pésela = [W espiga (g)].

Retire los jilotes (con todo y pedunculo) y anote nimero de jilotes y su peso
total = [Num Jilotes / planta]; y [W Total Jilotes (g) / planta]

Pese el resto de la planta (tallo + hojas) = [W tallo+hojas].

Elimine hojas foliares y pese el tallo (incluye vainas) = [W tallo ENTERO
con vainas (g)].

Identifique el nudo donde estaba atado el jilote mas grande. El segmento de
tallo que se molera sera contando 2 entrenudos por encima de dicho nudo y
2 por debajo del mismo (= 5 entrenudos). Corte con tijeras de una mano
(usadas para podar). El peso de este segmento sera = [W tallo MOLER con
vainas (g)].

Separe totomoxtle (incluye el pedunculo) del resto del elote, y pese por
separado los tejidos = [W total totomoxtle (g) / planta]; y [W total elotes (g) /
planta]. Elimine los pelos del elote, su peso se saca por diferencia
posteriormente.

Obtenga el promedio del nimero de hojas de totomoxtle de los jilotes =
[Num Hojas tallo floral].

Muela el segmento de los 5 entrenudos y obtenga el peso de jugo [W jugo

(9)].
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4) Consideraciones adicionales

5)

6)

a)

b)

g)

Si el extractor se ‘atora’ al moler el tallo, introduzcalo como moviéndolo y
metiéndolo diagonalmente. Si los tallos son muy gruesos y duros, parte de
ellos se pueden partir longitudinalmente.

El jugo se colecta en los vasos de precipitado de peso similar. Ladeé el
molino para que escurra el jugo mas rapido. El recipiente donde se colecta
debe estar en un bafio frio (una hielera pequefia con hielo normal o seco),
para conseguir bajar la temperatura (a 4°C idealmente) y disminuir posibles
cambios metabdlicos, enzimaticos, etc.

Tomar alicuotas de 1mL de jugo. Una vez extraido, mover el jugo en
circulos al derecho y al revés para tratar de homogeneizar. Tomar un
primera alicuota y desecharla (funciona como un lavado de la punta), volver
a homogeneizar y tomar una segunda alicuota y ésta si depositarla en la
celda correspondiente (placa A). Tomar la tercer alicuota (en placa B).
Desechar el jugo restante.

Las placas Deep Well o los recipientes donde se vayan a almacenar las
muestras deben estar en un bafio de hielo seco o N lig.

Cada que se muele un tallo, abrir el extractor y retirar el bagazo.

Cada 3 tallos aprox, o cada que cambies de genotipo abrir completamente
el extractor (retirar el cedazo) para evitar que se “taponee” y que se mezcle
jugo de diferentes muestras.

El vaso se limpia y seca con franela y/o sanitas.

Una vez colectadas las muestras, se lava y limpia el extractor, y se recoge
todo el material usado.

Almacenamiento muestras. Se recomienda que las microplacas A se
guardan a -40°C 6 a -20°C, las placas B se congelan a -80°C

ANEXOS

Anexo 1. Pasos secuenciales en la toma de muestra y extraccion de jugo de tallo de maiz.

PROCESO MUESTREO Y
EXTRACCION DE JUGO DE
TAWO DE MAIZ
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Partes y Tejidos en una
planta de maiz

Parametros a registrar

Hoja laminar
(Leaf blade)

Pelos (Silk)

Jilote (Ear)

Vaina (Leaf sheath)

Largo W
W total - Hoja
Jilotes (g) Bandera

Num W Total | W total | W total Num
espiga | Jilotes/ |Jilotes (g)| Totomoxtle| Elotes (g) [ Nudos
(cm) (9) planta /planta |(g)/ Plantal /Planta | tallo floral

W jugo
(9

Cortar la planta
a nivel del suelo

AN

Separar Jilotes y obtener
los pesos como se muestra

| Num Jilotes
/ planta
W total
W total - Jilotes (g)
Jilotes (g)
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Eliminar espiga Obtener largo de la planta
y peso de la espiga

S o

W espiga
)]

Largo Hoja
Bandera
(cm)
o ' Seccionar tallo: 2
Eliminar hojas entrenudos arriba y
laminares; dejar 2 debajo de donde
solo tallo con estaba el jilote
vainas mayor. En total 5
entrenudos
—
i
W tallo a
MOLER con
vainas (g)
W tallo
ENTERO con
vainas (g)
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Sacar promedio del nUmero de
hojas de totomoxtle en los

los jilot
Separar los jilotes jilotes.

en totomoxtle y
elote

Te—= W

W total \ /

Totomoxtle
(9)
Num HOJaS
W total tallo floral
Elotes (g)
Moler seccién tallo Tomar aliquotas en microplaca y
y colectar jugo su respectiva repeticion. Congelar

en bano de hielo seco o N liq

W jugo (g)
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