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La poliembrionia (PE) en maiz es una variante mutante natural que implica
modificacion en su genoma, lo cual influye en su morfologia de semilla-planta, y
por lo tanto puede influir en la formacion y desarrollo de dos o mas plantas por
semilla. El Instituto Mexicano del Maiz “Dr. Mario E. Castro Gil” de la
Universidad auténoma Agraria Antonio Narro” (IMM-UAAAN) ha generado dos
poblaciones de alta frecuencia PE (55 a 65 %) denominadas IMM-UAAAN-BAP
(enana, de alta PE) e IMM-UAAAN- NAP (porte normal, de alta PE).

Actualmente, con base en estudios de andlisis genético realizados en estas
dos poblaciones se propone un modelo de herencia simple, por la via de
interaccidon génica epistatica doble recesiva del tipo 15:1 en segregacion F», y
de 12:4 en cruza de prueba. Ademas, el caracter presenta penetrancia

incompleta, expresandose generalmente hasta en un 50 % de los casos. El
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origen exacto de la PE en maiz no es del todo conocido pero en base al
historial poliembridnico y triploide de estas poblaciones y los trabajos
preliminares sobre conducta reproductiva atipica en maiz, se puede plantear
gue las poblaciones de maiz PE, pudieran poseer capacidades de reproduccién

asexual por semilla, en alguna modalidad de apomixis.

Los objetivos de este estudio fueron: 1) determinar la relacion entre apomixis
y la poliembrionia en maices IMM-UAAAN por medio de la secuenciacion de
una parte ADN gendémico de plantas madre PE y sus progenies, y 2) estimar el
efecto del grano de polen (xenia) sobre la poliembrionia mediante una serie de
cruzamientos que involucra la condicion PE, germoplasma exoético a la PE, y

parentesco entre individuos.

El material genético utilizado incluyé germoplasma de las poblaciones IMM-
UAAAN-BAP e IMM-UAAAN-NAP, asi como de la linea Sg . AN-LCR-401-3. El
establecimiento y manejo de los grupos se llevé a cabo en el ciclo P-V/2010
bajo condiciones de campo en Buenavista, Coah. Para el estudio de apomixis
se obtuvieron 20 lineas S; y 20 familias de polinizacion libre (PLs). Para el
estudio de Xenia se obtuvieron ocho cruzas, cuatro donde la hembra fue PE, y
otras cuatro donde la madre fue No-PE; los progenitores machos fueron cuatro
fuentes de polen, identificados como sigue: PERE (& PE, genéticamente
emparentado a las hembras), & PENORE (& PE, No-emparentado), &
NOPERE (4 No-PE, emparentado) y & NOPENORE (J linea Ss, No-PE y no
emparentado con las hembras). Los experimentos se llevaron a cabo en dos
fases: 1) la de campo e invernadero(en S;, PLs y Cruzas, asi como la
evaluacion de plantulas); y 2) la de laboratorio para el manejo de ADN. En (1)
se evaluaron las progenies de todo tipo a través de las variables germinacion
(GER), poliembrionia (PE) y anormalidades (DEF) en plantulas de 14 dias de
edad. En (2) se utilizo tejido foliar de madres e hijas para la extraccion de

ADN, asi como la amplificacion y secuenciacién del mismo.

La extraccion y andlisis de ADN se llevaron a cabo por el método CTAB,

realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
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Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila (UA de C) en Saltillo,
Coahuila, México. EI ADN obtenido fue amplificado mediante PCR utilizando
los “primers” especificos para plantas (ITS) C26A y N18L. El amplificado se
mandd a secuenciar a la empresa “MacrogenUSA” en Rockville, MD. El
analisis y manipulacién de secuencias se realizo con ayuda del programa
BioEdit 7.1.3.

Se realizaron comparaciones de secuencias dentro de cada familia, planta
madre- plantas hijas, asi como, entre las hijas (familias de polinizacién libre
PLs: PL2, PL4, PL5. Familias S;: S3, S5y S7).

Los resultados obtenidos en la evaluacion de las progenies en invernadero
mostraron una GER promedio por arriba del 90 %, condicion favorable para
lineas S; y progenies PLs. La PE se ubico en el intervalo de 55 a 68 % . En
lineas Si, algunos casos alcanzaron una PE de 100 %, lo cual es poco
frecuente material endogamico, observado en casos previos. Para las
progenies provenientes de polinizacion libre, el promedio de PE estuvo en el
rango de 55 a 62% lo cual esta en el espectro de las poblaciones PE de origen,
aunque es inusual teniendo polinizadores d todo tipo. Para el estudio de la
fuente de polen (xenia) la PE fue siempre superior a 50 %, excepcion hecha del
cuarto tipo de apareamientos, sea ¢ PE x & NOPENORE o 2 NOPE x
INOPENORE, donde las progenies fueron 100 % normal, o sea No-PE. En
este esquema de cruzamiento, se valida el tipo de herencia de la PE, en
donde al cruzar una planta PE con otra genéticamente diferente (no PE), las
progenies en la F; no expresan la poliembrionia, pero si en la F, con una
frecuencia esperada de 6.25 %. Ademas, presenta el fendmeno de penetrancia

incompleta que puede llegar hasta un 50 %.

Es importante sefialar que en el analisis de progenie de cruzas del tipo NOPE
X NOPERE (tercer esquema, apareamiento entre plantas individuales, pero
nacidas dentro de la misma familia PE), aunque fueron cruzas entre plantas
individuales, en todos los casos se present6 progenie con 52 % de plantas PE.

Esto pudiera significar que las plantas progenitoras, aunque no manifestaron
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fenotipicamente la PE, son de las plantas que aun portando los genes para
poliembrionia no la manifiestan, ya que es obstruida por el fendmeno de

penetrancia incompleta.

Los resultados en cuanto a la comparacion de secuencias de ADN indicaron
gue dentro de cada familia del grupo PLs se presenté una similaridad de 70 a
90 %. En estos casos, no se tuvo control de polinizadores, y por lo tanto, el
apareamiento fue aleatorio, pudiendo participar en el proceso polen de fuentes
diversas, ya sea PE o No-PE y en menor grado, hasta autofecundacion. Esta
condicion impacta fuertemente las diferencias de ADN en madres e hijas,

aunado a la recombinacion genética de la madre en la formacién de gametos.

Las comparaciones dentro de las familias S3, S5 y S7, del grupo Sj,
presentaron resultados especificos, acordes a lo esperado en casos de plantas
emparentadas. Del conjunto de las 18 comparaciones posibles (una madre,
tres plantas hijas, combinaciones de 4 tomadas de 2 en 2; tres madres
distintas), las familia S3y S7 presentaron cada una un caso de similaridad de
100 %, es decir secuencia idéntica de nucledtidos entre madre e hija. Estos
casos fueron los resultados de las comparaciones S3 vs. S3P22 y S7 vs
S7P22.

La identidad entre madres-hijas puede ser explicado de dos maneras: en
cada familia, las plantulas hijas se originaron de una sola semilla, esta
condicion pudiera resultar de diversos fendmenos que alteran la formacion
normal del embrién, una de ellas es que una de las dos plantulas se origin6 de
manera normal, por la via de la doble fecundacion (embribn 2n vy
endospermo3n) por eso es diferente a la madre, mientras que la segunda hija
se origind de manera atipica en el saco embrionario, a partir de una célula
germinal no-reducida, de dotacién 2n, idéntica a la madre, y por lo tanto de
probable origen apomictico, o, en su defecto, podria provenir de una célula de
la estructura somatica que rodea al saco embrionario, como la nucela, y por lo

tanto resultaria como un caso de poliembrionia adventicia.



Sin duda, los resultados sobre la similaridad resultante en la comparacion de
secuencias de ADN entre los genotipos sefialados son muy interesantes, pero
parece necesario que se haga mas investigacion sobre este fenbmeno para

precisar la probable relacidén entre poliembrionia y apomixis en maiz.
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Polyembryony (PE) in maize is a natural mutant variant which implies genome
modification which in turn leads to changes in the origin and development of two
or more seedlings per seed. The Instituto Mexicano del Maiz “Dr. Mario Castro
Gil”, Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro” (IMM-UAAAN) have
developed two maize populations with high PE frequency (55 to 65 %) named
as IMM-UAAAN-BAP (dwarf and high PE) and IMM-UAAAN-NAP (normal
height, high PE).

Nowadays, based on inheritance studies about PE in these two populations it
was proposed a two loci simple model that include epistatic genetic interaction

duplicated recessives of the 15:1 segregating type in F, and 12:4 in a test cross
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proportion. Besides, the trait is accompanied of a 50 % incomplete penetrance.
The exact origin of this maize PE is not clear at all, but based on its
polyembryonic and occasional polyploidy phenotypes in those populations, as
well as the atypical reproduction behavior, it is feasible to postulate that these
PE populations could be capable to reproduce asexually by seed, in some kind

of apomixis.

The objectives in this work were: 1) to determine any relation among
polyembryony and apomixis in the IMM-UAAAN maize populations determining
genomic DNA sequencing from PE mothers and their daughters plants; and 2)
to determine the effect if any of the pollen grain in polyembryony based on the
evaluation of a series of crosses among PE plants, exotic Non-PE plants and

genetically related individuals in crossings.

The genetic materials used were germplasm of the IMM-UAAAN-BAP and
IMM-UAAAN-NAP populations and the inbreed (Se) line AN-LCR-401-3. The
field plots were established in Buenavista, Saltillo, Coah. During the Spring-
Sumer /2010 cycle. For Apomixis, 20 S; lines and 20 OP half sib families were
derived from the BAP population. For the xenia study, there were generated
eight cross types, four when the female parents were the PE type plants, and
the other four when they were Non-PE females, half of the mothers plants were
derived from BAP and the other half from NAP populations. The male parents
were four different sources of pollen, identified as follows: PERE (& PE,
genetically related to females), PENORE (& PE, Non related), NOPERE (& No-
PE, related) and NOPENORE (& line Sg, No-PE and non related to all
females). The experiments were performed in two stapes: 1) The one under
field and greenhouse conditions (for S;, OP and Crosses derivation, and the
seedlings evaluations), and 2) the lab work for the DNA studies. In (1) there
were evaluated all progenies through the response variables, proportions of
germination (GER), polyembryony (PE) and seedlings abnormalities (DEF) at
14 d of age. In (2) leaf tissue from mothers and daughters was used for DNA

extraction, amplification and sequencing.
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The DNA extraction and analysis were done by the CTAB method, in the
“laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Auténoma de Coahuila (UA de C) en Saltillo, Coahuila, Mexico”.
The extracted and appropriate DNA was amplified by the PCR method using
plant specific primers (ITS) C26A and N18L. The sequencing was done by the
“‘MacrogenUSA” enterprise, based on Rockville, MD, USA. The BioEdit 7.1.3
program was used for analysis and manipulations of the sequences.

There were realized sequence comparisons within each family, mother plant —
daughters plants, and between sisters, twins or individual born plants (OP
families: PLs: PL2, PL4, PL5. S; families: S3, S5y S7).

Data for progenies evaluation under greenhouse conditions resulted in an
average above 90 % for GER, which is well accepted for S; and OP
polyembryonic progenies. PE average frequencies were in the 55 to 68 %
interval. In S; lines, some got to 100 % frequency which is unusual for inbreed
PE materials previously observed. In the open pollinated progenies, the PE
interval was 55 to 62 % which is in the range of the PE populations, but is also
unusual given the contribution of all kind of pollinators. For the xenia study, the
PE frequency was above 50 % for all crossings but exception with the PE or
Non-PE females crossed to NOPENORE (the Sg line) where all progenies were
100 % normal, which means Non-PE progenies. The results for the last scheme
of crossing lead to a ratification for the Mendelian inheritance of this PE, in
which a cross between a PE plant to other Non-PE, genetically different, the F;
progeny will not show the polyembryonic phenotype, however, it could reappear
in the F, progenies in an expected proportion of 6.25 % or a 50 % of that

because of the effect of incomplete penetrance for this trait.

It is important to notice that the progeny for the cross type NOPE x NOPERE
(the third cross type, mating between individual plants, born as such from a PE
family) showed an unexpected 52 % of polyembryony. This situation could be
explained under the consideration that an important proportion of the individual

parents were in fact genetically constituted for PE but because of incomplete
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penetrance they did not express the trait. When they mate, chances are for their
progenies to get the PE genes and to express it phenotypically. The results
observed in this work could be a validation of the incomplete penetrance
associated to the PE trait.

The DNA sequences comparisons results showed that for the PLs group, the
similarity of base to base within each family was in the interval of 70 to 90 %. In
all those cases there were no pollination control, so the process was randomly
and different pollen source were participating, PE, Non-PE and Selfing included.
This situations could be the reason why the mother — daughters DNA
differences, besides the genetic recombination in mothers when forming

gametes.

Comparisons in the S; families group showed specific results according to the
homology generated by the genetically related plants. From the 18 possible
comparisons (one mother, three daughter plants, combinations of 4 taken 2 by
2; three different mothers), families S3 y S7 presented each a case of 100 %
similarity. That's to say identical sequence between mother and daughter. This

cases were the comparisons among S3 vs. S3P22 and S7 vs. S7TP22.

The identity among mothers and daughters found in this work could be
explained in two ways, as follows: in each family, the twin plants were growth
from a solely seed. This condition may be a result of diverse phenomena that
affect the normal embryo development; one of those is that one out of two
seedlings was derived by the normal double fertilization sexual mechanisms
(embryo 2n, endosperm 3n) so that genetically not identical to the mother plant.
Meanwhile, the second twin plant was derived as an atypical manner in the
embryo sac, from an unreduced germinal cell, with 2n chromosome number,
identical to the mother plant, and that for it is a case of probably apomixis origin,
or it could be originated from a cell belonging to the somatic tissue surrounding
the embryo sac, as the nucela, and originated as the adventitious

polyembryony.
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Undoubtedly, the similarity found through out the sequence comparisons
among the proper genotypes are quite interesting, however more studies are
required to precise the probable relationship between apomixis and
polyembryony in maize.
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.  INTRODUCCION

La diversidad genética del maiz es amplia, la cual confiere a la especie
atributos importantes que la hacen facilmente un modelo de estudio en la
investigacion cientifica, y un cultivo con gran capacidad productiva en términos
agricolas e industriales, bien adaptado en muchas regiones del mundo. En el
contexto de la diversidad del maiz, una variante notable, aunque rara, es la
poliembrionia (PE) que se refiere a la producciéon de dos o mas plantulas por
semilla, emergiendo simultdneamente desde el momento de la germinacion.
Como un mutante natural la PE aparece esporadicamente con frecuencia
sumamente baja, sin embargo algunas versiones de ella presentan
caracteristicas de alto potencial en aplicaciones agrondmicas. El fendmeno ha
sido investigado desde los primeros afos del Siglo XX (Randon, 1936 vy
Skovested, 1939), en los afios treinta y cincuenta (Morgan y Rappleye, 1951),
en los afios setenta (Kermicle, 1969, 1971; Pesev et al, 1976; Castro, 1979)
sefialandose en todo caso la emision de dos plantulas 0 mas por semilla

germinada.

En México, el Instituto Mexicano del Maiz “Dr. Mario E. Castro Gil” (IMM)
de la UAAAN ha generado dos poblaciones PE que en la actualidad presentan
frecuencias de 55 a 65 % del mutante, denominadas en forma breve como: BAP
(enana de alta poliembrionia) y NAP (porte normal de alta poliembrionia). Al
inicio de los trabajos en este tema los investigadores de entonces propusieron
gue esta PE se heredaba de manera cuantitativa (heredabilidad de 0.65;
Castro, 1979; Espinoza et al., 1998); sin embargo, los resultados de estudios
posteriores en estas poblaciones han permitido proponer y validar un modelo de
herencia cualitativa, controlada por dos loci en interaccion génica epistatica
recesiva duplicada del tipo 15:1 en segregacion F, y de 12:4 en cruza de

prueba (Rebolloza et al., 2011). La poliembrionia presenta ademas el fenémeno



de penetrancia incompleta (PI), por lo que el caracter se expresa generalmente
en el 30 a 70 % de los casos.

Existen otras fuentes de PE en maiz donde la manifestacion del caracter
puede originarse por genes de efectos mayores (naturaleza monogénica). Uno
de estos casos es el gen denominado ig (ideteriminate gametophyte) el cual en
condicién homocigética recesiva genera semillas con embrion monoploide en
3% de los casos y poliembrionia en 6% (Hallauer y Miranda, 1988). Otro caso
de herencia simple lo reporta Pilu (2000) sefialando que la PE se debe a un gen
en condicibn homocigo6tica recesiva. El reporte de Pesev et al. (1976) permite
suponer que la PE que ellos trabajaron es de naturaleza cuantitativa, ya que
parten de la aparicion del fendmeno en una poblacion de maiz de donde
seleccionaron los casos de semillas de dos o tres embriones y a partir de este
grupo selecto derivaron lineas endogamicas, aunque la frecuencia PE en ellas
no supero el 26 %, a pesar de la homocigosis que genera el proceso de

autofecundaciones sucesivas.

La PE que contiene en las poblaciones del IMM-UAAAN se observl por
primera vez en una poblacion denominada SSE, base de los maices Super-
enanos de la Narro. Originalmente, la condicidon de plantas gemelas se present6
en frecuencias de 1 a 2 % (Castro, 1979) y aunque se desconoce el origen
exacto de esta poliembrionia, Espinoza et al. (2005), reportaron que en base al
historial poliembrionico y poliploide de estas poblaciones y los trabajos
preliminares sobre conducta reproductiva atipica en maiz, se puede plantear
gue las poblaciones de maiz BAP y NAP pudieran contener la capacidad de

manifestar reproduccién asexual por semilla, en alguna modalidad de apomixis.

A pesar de la atencién que se ha puesto sobre el factor que induce y
afecta la frecuencia de poliembrionia en diferentes especies, sus mecanismos y
causas no son aun del todo claros. Webber (1940) sefialé6 que muchos casos en
la formacién de células adventicias en angiosperma se refieren a la apomixis y

gue es muy probable que la PE y la apomixis puedan estar interconectadas.



Varios estudios han discutido la evolucion de la apomixis y embriones
adventicios sobre el tema de su similaridad, en lo que se refiere a la
propagacion asexual (Stebbins, 1941; Khoklov, 1976; Kaur et al., 1978). Dado
gue falta una distincion clara entre PE, apomixis y embriones adventicios, todo
lo anterior se asume por tener semejanzas en la reproduccion asexual. Sin
embargo, se distingue a la PE de los otros dos procesos sobre la base de su
requerimiento de reproduccion asexual y la composicibn genética de sus

progenies.

La introduccion de la caracteristica apomixis a maiz se ha intentado a
través de retrocruzas convencionales usando como fuente del fendmeno a
especies del género Tripsacum de donde pueden generarse semillas viables de
la hibridacion intergenérica, las cuales fueron producidas de manera apomictica
cuando fueron polinizadas utilizando maiz comun (Leblanc et al., 1996). De aqui
se desprende que la fuente de polen (efecto de Xenia) tiene influencia en el

desarrollo de embriones apomicticos.

Aunque en México se han desarrollado poblaciones de maices
poliembridénicos (Espinoza et al., 1998), se desconoce a plenitud el origen de la
poliembrionia de estos grupos, asi como la probable relacion de ella con
apomixis. Ahora, con la utilizacion de tecnologias generadas en la bilogia
molecular es posible estudiar poblaciones de organismos y seleccionar aquellos

gue presentan rasgos de interés en la manifestacion de los genomas.

Por otra parte, existen varias técnicas para identificar polimorfismos dentro
de una familia de plantas, dentro de ellas se encuentran la amplificacion y
secuenciacion de una parte del genoma utilizando iniciadores especificos. Los
polimorfismos genéticos pueden utilizarse como marcadores para ayudar a
establecer ciertos patrones biol6gicos ademas de establecer parentescos entre
individuos. También se pueden determinar el flujo genético dentro de una
misma especie Yy identificar poblaciones Unicas e importantes (Checa-
Caratachea, 2007).



En este trabajo se presenta un estudio en dos partes, la primera se
propone determinar el efecto de Xenia, a partir de plantas hembra polinizadas
con polen de plantas emparentadas y no emparentadas y con y sin
poliembrionia para determinar el efecto de la fuente del polen sobre la
poliembrionia en maiz. La segunda parte se refiere a la obtencién vy
manipulacion de ADN para secuenciar parte del genoma de maiz PE de plantas
madres y progenies lineas S; y progenies polinizadas libremente con el
proposito de determinar la relacion entre la apomixis y la poliembrionia asi

como medir la diversidad genética entre las familias poliembrionicas.

Justificacion

La PE en las poblaciones experimentales de maiz generadas en el IMM de
la UAAAN presenta caracteristicas deseables como alta calidad proteica y
mayor cantidad de grasa cruda en el grano que la encontrada en maiz comun.
Estas cualidades son de alto valor nutrimental y pueden ser incluidas en el
disefio de nuevas variedades especializadas. Ademas, su capacidad de semilla
prolifica produce una mayor cantidad de materia seca por semilla de siembra.
También se plantea como de gran utilidad llegar a conocer el detalle genético
de este fendbmeno para comprender la naturaleza biolégica de la poblacion. Un
acercamiento en el estudio molecular permitira conocer un poco mas del origen
de dos 0 mas embriones por grano, y ver si la PE que se estudia esta asociada

con la xenia y la apomixis.

Objetivos
Determinar la relacién entre apomixis y la poliembrionia en maices IMM-
UAAAN por medio de la secuenciacién de una parte ADN gendémico de plantas

madre y su progenie poliembriénica (PE).



Estimar el efecto del grano de polen (xenia) sobre la poliembrionia
mediante una serie de cruzamientos que involucra la condicion PE,

germoplasma exotico a la PE y parentesco entre individuos.

Hipotesis
La base genética de la poliembrionia en maiz IMM-UAAAN pudiera estar

asociada con los fendmenos de apomixis y xenia.



ll.  REVISION DE LITERATURA

Poliembrionia

La caracteristica PE la presentan algunas especies de angiospermas y
gimnospermas (Martinez y Gradziel, 2003). Entre ellas se encuentran la familia
Poaceae (también Gramineae) a la cual pertenece el maiz (Zea mays L.). Una
definicién practica de este fenbmeno vegetal puede ser planteado como: la
emergencia simultanea de dos o mas plantulas a la germinacion de una sola
semilla y su posterior desarrollo completo hasta la fructificacién. Los embriones
adicionales que resultan de la diferenciacion y desarrollo de varios tejidos
materno y cigotico estan asociados al saco embrionario. De acuerdo a
Lakshmanan y Ambegaokar (1984) la poliembrionia se clasifica en “simple” o
“‘multiple” dependiendo de la presencia de uno (simple) o mas (multiple) sacos
embrionarios en el mismo ovulo y los eventos que pueden ocurrir en ambos

tipos.

La poliembrionia puede surgir en angiospermas de cuatro diferentes
maneras: 1) poliembrionia por “cleavage” o divisién del embrién para formar
mas de uno, 2) por la formacién de embriones a partir de células del saco
embrionario diferentes a la ovocélula, 3) por el desarrollo de mas de un saco
embrionario dentro del mismo ovulo derivado de la misma célula madre de la
megaspora o de células de la nucela, y 4) por la activacion de una célula
somatica o esporofitica del ovulo para formar un embrién (Bhojwani y
Bhatnagar, 1974).

La poliembrionia por cleavage genera embriones a partir del cigoto y en
ocasiones de su suspensor dentro del mismo saco embrionario, dando lugar a
embriones genéticamente iguales al cigoto (2n) (Lakshmanan y Ambegaokar,
1984).

Las células de las sinérgidas son mas comunes dentro del saco

embrionario para formar embriones, las cuales pueden ser fecundadas al igual



gue la ovocélula por el mismo tubo polinico; sin embargo, al no haber
fecundacion de los nacleos polares no hay endospermo y todo colapsa. Por otra
parte, en el proceso pueden también involucrarse varios tubos polinicos que
fecunden a la ovocélula, las sinérgidas y a los ndcleos polares y lograrse el
desarrollo normal del endospermo (Bhojwani y Bhatnagar, 1974). Los
embriones antipodales ocurren mas raramente; algunos autores cuestionan la
posibilidad de formar embriones a partir de células antipodas (Johri and
Ambegaorkar, 1984).

Los embriones que se forman de células esporofiticas (2n) se conocen
como adventicios, y se generan a partir de células de la nucela y de
tegumentos. En la poliembrionia nucelar, las células generalmente contienen un
citoplasma denso y almidonoso, se dividen activamente y se convierten en
masas embrionarias dirigiendo su camino hacia el saco embrionario, la
activacion de la célula puede ser autbnoma o estimulada por la entrada del tubo
polinico al saco o incluso por la polinizacién. Los géneros de especie vegetales
angiospermas que se distinguen por tener poliembrionia nucelar son Citrus y

Mangifera (Bhojwani y Bhatnagar, 1974).

El fenomeno PE en maiz se ha investigado por un poco mas de 100 afios,
a juzgar por los informes publicados en diferentes afios (Schrenk, 1894,
kempton, 1913; Weatherwax, 1921; Kiesselbach, 1926). En los afios treinta
(Siglo XX) se informo6 del hallazgo de plantas dobles provenientes de semillas
individuales, las cuales se denominaron como plantas gemelas (twins) (segun
Randon, 1936; y Skovested, 1939, citados por Pésev et al., 1976).

Andlisis histologico dirigido a distinguir los tipos principales de PE en maiz
investigado por Erdelska (1996) se pudo establecer que el fenbmeno se
produce de acuerdo al origen de los embriones, su localizacion en el grano
(cariopside), diferencia en su estructura (tejidos comunes) y el tipo de
germinaciéon. De acuerdo con este autor, la PE se origina de tres maneras: 1)
embriones gemelos de sacos multi-embrionarios que cominmente estan

ubicados en lados opuestos, o0 a distancia en el grano, los cuales carecen de

7



tejidos comunes y germinan independientemente; 2) casos de gemelos o
tripletes que provienen de células huevo individuales del saco embrionario o de
células con capacidades multi-huevo que estadn estrechamente adheridas, pero
separados por capas epidérmicas, con un endospermo en comun; las plumulas
y radiculas son independientes; y 3) el caso de los poliembriones originados por
multiplicacion de la célula huevo (cleavage) de manera espontanea o después
de alguna induccion, los cuales comparten un suspensor comun, parte del
escutelo y capas superficiales de radicula; por ello, los embriones germinan con

plumulas separadas pero un solo complejo radicular.

Algunos autores como Erdelska y Vidovencova (1992) consideran dos
tipos de poliembrionia en maiz de la linea VIR17, una es llamada suspensorial
gue al igual que la cigédtica que describen Lakshmanan y Ambegaokar (1984)
surgen embriones de manera espontanea en células del suspensor del embridn

cigatico.

En cuanto al control genético, la poliembrionia (PE) en maiz ha sido
reportada como un fendmeno de herencia simple y recesiva (Morgan y
Rappleye, 1951; Kermicle, 1971; Pilu, 2000; Evans, 2007), pero también como
de herencia cuantitativa (Pesev et al.,, 1976; Castro, 1979; Espinoza et al.,
1998). De acuerdo con estos autores, la manifestacion del caracter puede
originarse por genes de efectos mayores (naturaleza monogénica) o poligenes
(naturaleza cuantitativa). En el primer tipo destaca el denominado gen ig, el cual
en condicion homocigotica recesiva genera semillas con embrion monoploide
en 3% de los casos y poliembrionia en 6% (Hallauer y Miranda, 1988), o por un
gen de herencia recesiva, no identificado, como lo sefiala Pilu (2000). Sin
embargo, Pesev et al. (1976), Rodriguez y Castro, 1978; y Castro, 1979, citados
por Espinoza et al., (1998) consideran que la herencia del caracter PE es
cuantitativa; los ultimos autores sefialan que la PE con la cual trabajaron
presentd una heredabilidad de 65%, calculada por el método de regresion

progenie-progenitor medio.



La publicacion de Pesev et al. (1976) informa de la ocurrencia de la PE en
dos poblaciones de maiz, con una frecuencia inicial de 3.1%, observadas en el
Instituto Yugoslavo del Maiz en los afios 1963-1964. A partir de estas
poblaciones se desarroll6 un programa de seleccién para el caracter y la
formacién de lineas endogamicas; los resultados en 10 afios de trabajo sirvio
para generar 12 lineas endogamicas, cuya frecuencia PE varid de 2.1% a
25.3%, sefalando la superioridad de estas semillas en contenidos de proteina y

grasa cruda, asi como por ciento de lisina, al compararlos con el maiz comun.

Investigadores del Instituto Mexicano de Maiz “Dr. Mario E. Castro Gil”
(IMM) de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en Saltillo,
México han generado grupos de maiz que concentran frecuencias altas del
caracter mutante PE. Los trabajos en este tema se iniciaron en 1973 cuando se
detectara cierto numero de plantas “gemelas” en una poblacién denominada
Seleccion Super Enana (SSE), la cual se integraba por plantas enanas de maiz.
El porcentaje inicial de poliembrionia en ella fue de 1.5%; esta proporcion de
plantas gemelas fue aislada y manejada para cruzamientos intra-grupo,
incrementando el nuamero de familias participantes, las cuales fueron
reproducidas en generaciones subsecuentes bajo esquemas de seleccion
recurrente y llegar a formar la poblacion de plantas gemelas. Al cuarto ciclo de
seleccion se alcanz6 una proporcion de 33.3 % plantas gemelas (Castro,
1979). El proceso se continto por varios ciclos y para el afio 1991 se determiné
gue la poblacién concentraba el fendbmeno en 47%; en ese tiempo también se
planted la posibilidad de que la poblacién habria alcanzado un techo o meseta,
ya que no respondia a la seleccidén para aumentar la frecuencia del caracter. A
partir de esa fecha, se decidid separar a la poblacién inicial en dos, generando
las poblaciones denominadas “Gemelas Enanas” (PGE) y “Gemelas de altura
normal” (PGN), y a las cuales se les continu6 manejando a través de seleccion

recurrente (Espinoza et al., 1998).

Las dos poblaciones PGE y PGN del IMM-UAAAN se siguieron manejando

reproductivamente por seleccién recurrente aungque con muy baja respuesta, tal



gue para 1996 las proporciones de casos gemelares no alcanzaron el 50 %. A
partir de 1997 se practicaron algunos ajustes en los procedimientos; se califico
a las familias en condicion de plantulas de 14 dias en lugar de 21 dias (en
charolas de germinacién, bajo invernadero). La presiébn de seleccion se
intensificd, pasando de una retencion del 50 % al de s6lo 20 %. Las familias
identificadas como selectas en invernadero no fueron ya trasplantadas; en su
lugar, se volvio al archivo de semilla remanente y se tomd una muestra de 60
semillas de cada una. Estas familias formaron las muestras de cada poblacién a
sembrar en campo, en dos repeticiones, de manera directa y hacerlas crecer
como los progenitores de la siguiente generacion. A partir de 1997 y desde
entonces, este ha sido el esquema de manejo de las dos poblaciones (Dr. José
Espinoza Velazquez, enero, 2012, comunicacion personal). Los resultados de
esta estrategia permitieron mejorar la separacion real del enanismo y del porte
normal de plantas; la respuesta a la seleccion mejoré rompiendo con la meseta
de 47 % y llegando en la actualidad a una frecuencia de 65 a 68 % en las dos
poblaciones; se ubicé mejor el fendmeno gemelar y se documenté de manera
inequivoca que en las dos poblaciones se presentaban caso de dos, tres y
hasta siete plantulas por semilla, germinadas de manera simultanea por lo que
las poblaciones dejaron de nombrarse como “gemelas” cambiandolo por las
denominaciones de: BAP, enana de alta poliembrionia; NAP, porte normal, alta

poliembrionia.

En el periodo de 1996 a 2006, las poblaciones BAP y NAP, y sus derivadas
por seleccién reversa, denominadas como: BBP (enana, baja PE) y NBP (porte
normal, baja PE) se encuentran en una nueva meseta y su respuesta a la
seleccion es minima. Las derivadas BBP y NBP donde se selecciona en contra
de la PE, respondieron de manera notable en los primeros cuatro ciclos,
pasando de 60 % a promedios de 3 6 4 % de PE. Las poblaciones base BAP y
NAP, a quienes se sigue manejando para seleccion a favor de la PE, presentan
frecuencia promedio que oscilan entre 60 y 70 %. Esta reiterada cancelacion de
la respuesta a la seleccidon requiri6 de un replanteamiento en cuanto al

mecanismo de herencia de la poliembrionia en estas poblaciones. En este
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propésito, Rebolloza et al. (2011) trabajaron con las dos poblaciones (BAP vy
NAP) con el objetivo de conocer el tipo de herencia de la poliembrionia
observada en ellas. Los resultados de sus estudios permitieron proponer un
patrén de herencia mendeliano por la accion de dos loci, con interaccidén
epistatica del tipo recesividad duplicada 15:1 en segregacion F,, con una
penetrancia incompleta del orden de 20 y hasta 50 %, esto en funcion de la
procedencia del germoplasma exotico con que se cruce la PE.

Por otra parte, estudios embriol6gicos en especimenes de la poblacion
IMM-UAAAN-BAP llevaron a la conclusién que los fenotipos de plantulas
multiples observados podrian ser el producto de mutaciones que no afectan en
el numero de embriones, pero si en el desarrollo de la plumula y la raiz,
provocando una embriogénesis atipica, lo que genera mdultiples raices y
plumulas. O bien como un fendmeno de poliembrionia por cleavage que afecta
a la divisibn de ceélulas pro-embrionarias haciéndolas formar varios ejes

embrionarios adheridas por ciertas estructuras (Pérez, 2009).

Gonzales et al. (2011) en un estudio sobre cantidad y calidad nutrimental
de los granos PE, derivados de cruzamientos entre la poblacion IMM-UAAAN-
BAP (PE) y la Poblacion Tuxpefio HO (alto aceite, AA) de CIMMyT, sefalaron
gue los contenidos de grasa cruda y lisina pueden ser incrementados
manejando diversas dosis de germoplasma sefialado. Las combinaciones
optimas de germoplasma PE:AA para calidad nutrimental en grano fueron las
combinaciones de 50:50 (Lis = 2.7 % y GC = 6.9 %), valores superiores al de
maiz normal. La poliembrionia presente en BAP induce el valor mas alto para
lisina (4 %), mientras que la poblacion AA influye para el valor mas alto en

grasa cruda (8.3 %).

El origen exacto de esta poliembrionia en maiz no esta plenamente
establecido. Espinoza et al. (2005), reportaron que en base al historial
poliembriénico y poliploide de estas poblacion y los trabajos preliminar sobre
conducta reproductiva atipica en maiz, se puede plantear que las poblaciones

de maiz PE del IMM-UAAAN, denominadas brevemente como BAP (braquitica
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de alta poliembrionia) y NAP (normal de alta poliembrionia), pudieran poseer
capacidades de reproduccion asexual por semilla, en alguna modalidad de
apomixis. La poliembrionia es un fendbmeno raramente visible en el maiz; sin
embargo, esta caracteristica le confiere grandes beneficios debido a que se
generan plantas con mayor productividad, competitividad y calidad nutritiva.

Apomixis

La presencia de este fendmeno en las plantas se refiere a la formacion de
semilla sin la participacion de la fecundacion, es decir es equivalente a la
reproduccion asexual a través de semilla. Es un método de reproduccién en el
gue el embridn (semilla) se desarrolla sin la union de la célula huevo con las
células espermatica. Esto es un proceso de reproduccion que pasa por alto la
meiosis masculina y la singamia que produce embriones genéticamente idéntico
a la madre. Su terminologia basada estrictamente sobre el proceso de
desarrollo es extremadamente compleja y pueden ser impracticos,
especialmente para taxas que no han sido suficientemente estudiadas
(Savidan, 2000).

La caracteristica de un embrion apomictico son que se derivan de células
de tejido del ovulo materno y por lo tanto tiene los mismos genes que la madre
de la que proviene y es capaz de generar progenies que seran clones a la

planta madre (Koltunow, 1993).

La apomixis se desvia de la reproduccion sexual en varios aspectos:
modificacion u omision completa de la meiosis, formacién de la megaespora no
reducido, desarrollo del embribn partenogénicamente, desarrollo del
endospermo autonomo o pseudogamo (Hanna, 1991; Sybenga, 1992; Willemse
and Naumova, 1992; Koltunow et al., 1995; Ramulu et al., 1998).

La apomixis es un modo de reproduccién asexual en el cual un évulo se
convierte en una semilla sin involucrar la meiosis vy fertilizacion, por lo tanto, el

embridn se forma de manera autbnoma, sin la fecundacion de la célula huevo.
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Los procesos apomicticos han sido divididos en tres mecanismos: diplosporia,
aposporia y embrionia adventicia. La diplosporia y aposporia resultan en la
formacion de una estructura mega-gametofitica sin la reduccion meidtica, por lo
gue son comunmente referidos como procesos apomicticos gametofiticos. En
contraste, el embridn adventicio se inicia tarde en el desarrollo del 6vulo y son
iniciados directamente de las células individuales en los tejidos del ovulo que
son externos al mega-gametofito, por lo cual, ha sido descrito como apomixis
esporofitica (kindiger et al., 1997).

La apomixis esta ampliamente distribuida entre las plantas superiores. Mas
de 300 especies que representa a 35 familias son apomicticas. Cominmente
esta distribuida en géneros de las familias como: Gramineae, Compositae,
Rosaceae, y Rutaceae (Bashaw, 1980; Hanna y Bashaw, 1987). El fenGmeno
es muy frecuente en cereales, entre ellos, el maiz, trigo y mijo perla que tienen
parientes silvestres apomicticos. Por |o general, la apomixis es mas
prevaleciente en especies poliploides. Por ejemplo, Tripsacum dactyloides un
pariente silvestre del maiz que es poliploide. La apomixis, ha sido reportado

también en Elymus rectisetus, un pariente silvestre del trigo poliploide.

Generalmente, la desviacion de los procesos de la reproduccion sexual
hacia la reproduccidn asexual, es especial en mas de un aspecto (Nogler, 1984;
Asker and Jerling, 1992). En general la apomixis se clasifica en dos tipos: (1)

apomixis gametofitica y (2) esporofitica, embriones adventicios.

En la apomixis gametofita, el saco embrionario se produce de células
iniciales no reducidas. La célula huevo se desarrolla partenogenéticamente,
dando lugar a embriones y plantas idéntica a la madre. La apomixis
gametofitica puede ser obligada (predominantemente apomixis) o con algun
grado combinado con la sexualidad (facultativa). Esta fuertemente conectado
con la poliploidia y raramente con organismos diploides. La apomixis

gametofitica se divide en dos categorias: diplosporia y aposporia.
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En la diplosporia, el saco embrionario no se reduce y estan formados por
células de la megaespora madre sin la ocurrencia de la meiosis. EI embrién se
desarrolla partenogenéticamente de la célula huevo no reducido y el desarrollo
del endospermo es auténomo (sin fertilizacion) del nucleo polar no reducido.
Entonces, la polinizacion en la diplosporia no es necesaria. Koltunow (1993)
clasifico a la diplosporia en dos categorias: diplosporia meiotica y mitética.

En aposporia, el saco embrionario no reducido surge de células somaticas
dentro del ovulo. Las células sométicas del ovulo donde se desarrolla el saco
embrionario pertenecen a la nucela. Varias células de la nucela puede iniciar el
desarrollo de aposporias pero comunmente solo uno de ellos dan origen a un
saco embrionario maduro. La aposporia inicia después de la diferenciacion del
MMC (célula madre de la megaespora). La megaespora se degenera y el saco
embrionario de la aposporia ocupa la posicion cercana del extremo micropilar
del ovulo. EI embrion se desarrolla partenogenéticamente del huevo no
reducido, pero se requiere de la polinizacién para el desarrollo del endospermo.
La aposporia comunmente esta presente en gran namero en la familia de los

pastos (géneros: Pennisetum, Cenchrus, Poa).

El embridn adventicio se desarrolla en las células del tejido externo del saco
embrionario sexual. Los embriones adventicios surgen de células individuales
de dos diferentes tejidos somaticos, como son el nucelar e integumento
(Lakshmanan y Ambegaokar, 1984). Los embriones adventicios son puramente
esporofiticos. Esto usualmente ocurre en presencia de la reproduccion sexual
normal y resultan en casos de poliembrionia. Se inicia después del desarrollo
del ovulo y comunmente se produce en évulos maduros. Los embriones inician
directamente de células individuales y no estan rodeado por la estructura
mega-gametofitica o saco embrionario. En contraste con la reproduccion
sexual, aposporios y diplosporios, en el que la célula que se desarrolla dentro
del embridn es parte de una estructura megagametofitica conjunta (Koltunow,
1993). La embrionia adventicia cominmente se produce en especies diploides.

Las formas mas comunes se encuentran en citricos y mango.
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La genética de las especies apomicticas ha sido poco estudiada. La
informacion de la mayoria de las cruzas entre individuos apomicticos y sexuales
no han arrojado una informacion concluyente. Algunas de las dificultades son
debido a la naturaleza compleja poliploide de las especies apomictica. Powers
(1945) investigd la herencia de la apomixis en Parthenium argentatum y postul6
gue dos genes son el responsables del modo de reproduccion apomictica.
Mientras que el estudio apomictico de Nogler (1984) demostré que la apomixis
gametofitica (aposporia y diplosporia) implica la herencia monogénica. Savidan
(2000) declaro que la apomixis es controlada por varios genes de caracter

dominante.

Con el objeto de determinar la genética de la apomixis, Savidan (1981)
utilizd la estructura del saco embrionario para discernir entre plantas
apomicticas y sexuales, y la comparé6 con el comportamiento de Ila
descendencia en ocho generaciones de cruzamiento en Panicum maximun; el
autor reportd que la correlacion entre las observaciones embriolégicas y el
comportamiento reproductivo es total y que la apomixis en esta especie esta
controlada por un par de genes, por la que lo defini6 como de herencia simple.
De acuerdo a ésta y otras investigaciones posteriores se puede establecer que
Panicum maximun (pasto guinea), un importante cultivo forrajero en la mayoria
de los paises tropicales, es una especie de apomixis aposporica y parece

segregar como un alelo dominante (Savidan et al., 2001; Ebina et al., 2005).

En algunos casos, las plantas apomicticas son heterocigoticas, y por lo
tanto, con potencial capaz para la reproduccién sexual, pero la presencia de un
factor dominante de apomixis interfiere con estos procesos (Grossniklaus et al.,
2001). Las poblaciones apomicticas heterogéneas estan conformado por la
presencia de apomixis facultativa y la aparicion de un nuevo progenie como
resultado del apareamiento de los apomicticos (Hérandl and Greilhuber, 2002).
La polinizacion y varios arreglos de cromosomas en poliploides también son

factores importantes para que se inicie la apomixis (Roche et al., 2001).
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Los sistemas genéticos que controlan la apomixis varian en y entre
géneros Yy especies vegetales. El control genético simple de la apomixis es
deseable cuando se pretende llevar a cabo mejoramiento, debido a que
simultaneamente se puede seleccionar para un alto nivel de apomixis Yy
controlar las caracteristicas indeseables de las plantas silvestre (Bashaw y
Hanna, 1990).

A pesar de que ningun otro cultivo basico es apomictico, la reproduccion
asexual se da enlos parientes silvestres de maiz (Tripsacum)y el
mijo (Pennisetum). El Tripsacum es diplospérico y Pennisetum es apospdérico.
La apomixis gametofitica es un fendmeno controlado genéticamente que se
hereda de forma Mendeliana simple. Curiosamente, el segmento de ADN
gue controla la apomixis se caracteriza por la supresion de la

recombinacion (Conner et al., 2008; Grimanelli et al., 2001).

La introduccion de la caracteristica apomixis a maiz se ha intentado a
través de retrocruzas convencionales usando como fuente del fenomeno a
especies del género Tripsacum de donde pueden generarse semillas viables de
la hibridacion intergenérica, las cuales fueron producidas de manera apomictica
cuando fueron polinizadas utilizando maiz comun (Leblanc et al., 1996). De aqui
se desprende que la fuente de polen (efecto de Xenia) tiene influencia en el

desarrollo de embriones apomicticos.

Como se sefialo anteriormente, la apomixis y al reproduccién sexual
siguen las mismas vias fundamental en la induccion floral para la maduracién
hasta la formacion de la semilla. Ellos difieren principalmente en la ruta por el
cual una sola célula nucelar en el ovulo da origen a un embrion (Asker and
Jerling, 1992). Parecido al enfoque mutacional, la ingenieria genética enfoca su
prospeccion sobre la nocién de que sélo un pequefio numero de genes (y
posiblemente un solo gen) puede determinar la ruta que se toma hacia el
fendmeno (Gustine and Sherwood, 1992; Ozias-Akins et al., 1993).
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El cambio de la reproduccién sexual al fendbmeno de apomixis se da
probablemente a la poliploidizacion y/o hibridacibn que induce una
desregulacion de las vias de su desarrollo (Grimanelli et al., 2001). La principal
ventaja de la apomixis sobre la reproduccion sexual es la posibilidad de
seleccionar individuos de plantas con caracteristicas superiores y propagarlos

clonalmente a través de semilla.

Xenia

El fendbmeno se refiere a la situacion donde el genotipo del polen influye el
desarrollo del embrién o de tejido materno (como el endospermo) del fruto de
forma tal que produce un efecto fenotipicamente demostrable sobre la semilla
(King y Stanfild, 1990). Notablemente, el efecto de los genes del polen sobre el
desarrollo del fruto o la semilla. En las plantas, este proceso ocurre cuando el
polen poliniza y fertiliza exitosamente otra planta. La dispersion del polen puede
representar una proporcion significativa del flujo de genes en plantas que por
mucho tiempo ha sido de interés para la agricultura, y esta accion significa un
potencial de contaminacion dentro de un sistema de produccion (Levin y
Kerster, 1974).

La influencia de xenia en la produccion del grano de maiz se revela por la
proporcion del genoma del grano de polen en las dos estructuras resultantes de
la doble fertilizacion, el embrion recibe 50% de aquél mientras que el
endospermo recibe sélo el 33%. Se ha reportado un incremento de 2.6% en la

produccion de granos debido a xenia por esta contribucion (Weingarther, 2002).

En el maiz se han realizado diversos experimentos para mostrar un defecto
del origen y naturaleza del polen en el desarrollo del grano. Esto se ha
expresado en la diferencia de peso entre los granos de autofecundacién y los
de fertilizacion cruzada, donde el peso del grano de fertilizacion cruzada
aumenté 10.1% (Kiesselbach, 1926). Desde el punto de vista genético, la

ventaja de fertilizacion cruzada o efecto xenia puede ser interpretada en
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términos de complementacion entre los genes del macho y de la hembra por
algunos sistemas enzimaticos en términos de heterosis (Bulant et al., 2000).

En el caso del maiz QPM (alta calidad proteica por el gen opaco-2), el
efecto de xenia que produce el polen de maiz normal sobre plantas hembras
reduce el contenido de amino&cidos esenciales en los granos; en el caso de
lisina es de hasta en un 30% por lo cual los granos de maiz que provienen de
plantas QPM llegan a tener una calidad proteica similar a la del maiz normal
(Chasaigne et al. 2002).

Secuenciacion

El genoma es el material genético almacenado en cada una de las células
de un organismo. El término “secuencia” designa la composicion de nucleétidos
de una fraccion de ADN o la de aminoacidos de una proteina. Esa fraccion de
ADN puede corresponder a un gen, un genoma, o a una parte de ellos. En
términos comunes, “secuenciar’ es determinar la estructura de una secuencia

de ADN, es decir, el tipo y orden de sus nucledtidos.

La secuenciacion de ADN se inici0 en la década de los afos setenta del
siglo XX; los métodos iniciales, aunque innovadores e importantes, fueron
demasiado costosos, lentos y de poca eficiencia. Los dos métodos basales
fueron los de Sanger y Coulson (1975) y el de Maxam y Gilbert (1977). El
primero es conocido como el método “mas y menos” o de “sintesis con
iniciador” (primed synthesis) y donde el ADN es sintetizado in vitro de forma tal
gue es radiactivamente marcado y la reaccion termina especificamente en una
posicion correspondiente a una base determinada. El segundo, es conocido
como el “método quimico” donde cadenas simples de ADN, marcadas con el
is6topo radiactivo 32P, se someten a varios procesos de rompimiento
(cleavage) que selectivamente hace rompimientos en un lado de una base
particular, los fragmentos son separados de acuerdo a tamafio por

electroforesis en acrilamida e identificados por autoradiografia (King y Stanfield,
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1990). Una version resumida de las técnicas de secuenciacion las presenta
Adams (2008).

Alineamiento de secuencias

En los estudios detallados de moléculas o facciones de moléculas de
ADN, un alineamiento es la identificacion de correspondencias. Alinear dos
secuencias es poner una junto a la otra de forma que se resalten las diferencias
y similitudes, pero sin cambiar el orden de los residuos. Existen varias maneras
de hacer esto, aunque unas se prestan mas a analisis que otras. Si se quiere
saber cual de las dos secuencias es mas larga, se requiere simplemente alinear
el primer residuo de la primera cadena con el primer residuo de la segunda y

asi sucesivamente para todos los residuos.

Un alineamiento por si mismo puede aportar informacion sobre las
secuencias estudiadas. Datos como la homologia y similitud aportan
informacion valiosa para el investigador. La similitud es la medicion del parecido
y diferencia, independiente del origen de ese parecido. La homologia significa,
gue las secuencias y los organismos en que estan presentes descienden de un
ancestro comuan. Por lo tanto, dos secuencias son homologas o0 no, y no hay

una graduacion intermedia (Claverie y Notredame, 2003).

Polimorfismo de ADN

Los polimorfismos de ADN son cambios en los nucleétidos como
consecuencias de mutaciones (cambios en la estructura o secuencias de ADN
de los genes) que han ocurrido durante la evolucion, y que no han sido
eliminadas por la seleccion natural porque no constituye ninguna desventaja por

su portador (Castafio, 2000).

Un polimorfismo es considerado como tal cuando la frecuencia de uno de

sus alelos en la poblacion es superior a 1 %. Hay varios tipos de polimorfismo

19



(inserciones, deleciones, cambios en el nUmero de secuencias repetidas) pero
las mé&s frecuentes son los polimorfismos de nucleétidos Unicos (SNP) (Checa-
Caratachea, 2007).
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. MATERIALES Y METODOS

Material genético

Material genético en el estudio de Apomixis. De una poblacién de maiz PE
denominada BAP (Braquitica de Alta Poliembrionia) se hizo una seleccion de 35
familias de medios hermanos (FMH) para formar un compuesto balanceado
representado por 20 semillas por familia, con un total de 700 semillas. Este
compuesto se sembré en el ciclo P-V, 2010.

Material en el estudio de Xenia. Se utilizaron cuatro familias de medios
hermanos, de naturaleza PE, y una linea de alta endogamia (Se) representante
del maiz comun, completamente ajena a las poblaciones poliembridnicas. De
las cuatro familias PE, dos pertenecen a la poblacion BAP y las otras dos a la
poblacion NAP. Cada material fue representado por una muestra aleatoria de

50 semillas. Los cinco genotipos se sembraron en el ciclo P-V, 2010.

Cuadro 1. Germoplasma utilizado en el estudio de xenia.

Germoplasma Condicion o caracteristica Origen, ciclo, afo y
lugar

D-364 BAP 09-S-F Familia  derivada de la UA-2009, Buenavista,

5-3 poblacion BAP-2008 Coahuila

D-372 BAP 09-S-F Familia  derivada de la UA-2009, Buenavista,

18-1 poblacion BAP-2008 Coahuila

C-243 NAP 09-S-F Familia  derivada de la UA-2009, Buenavista,

4-1 poblacion NAP-2008 Coahuila

C-247 NAP 09-S-F Familia  derivada de la UA-2009, Buenavista,

9-1 poblacion NAP-2008 Coahuila

AN-LCR-401-3 Linea endogamica, del IMM- UA-2009, Buenavista,
UAAAN-2008 Coahuila

Manejo de la reproduccién

El establecimiento y manejo de los grupos se llevd a cabo en el ciclo P-
V/2010 bajo condiciones de campo en Buenavista, Saltillo, Coah. [25° 21’ LN,
101° 02’ LO, 1756 msnm].
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Para el estudio de apomixis se siguieron dos estrategias en el manejo
reproductivo; 1) dentro de la poblacién BAP se realizaron 50 autofecundaciones
con el fin de seleccionar las mejores mazorcas y obtener un total de 20
progenies Si. 2) de igual forma, dentro de la misma poblacion se obtuvo 20
familias de polinizacion libre (PL’s).

En el estudio de xenia. Las 50 semillas de cualquiera de los cinco
materiales se sembraron, semilla por golpe, en dos surcos de 5 m de longitud,
la separacion entre surcos fue de 80 cm. Dentro de cada familia PE se tomaron
como hembras a las plantas dobles (PE) y a las que germinaron como plantas
individuales (No-PE); como progenitor masculino se tomaron cuatro fuentes de
polen, los cuales se denominaron como: PERE (plantas poliembridnicas
genéticamente relacionadas), PENORE (poliembrionicas No-relacionadas),
NOPERE  (No-poliembridénicas relacionadas) y NOPENORE (No-
poliembridnicas No-relacionadas). En cada combinacion de cruzamiento se
tomaron tres plantas y sus respectivas mazorcas. El plan de cruzamientos
aparece en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Esquema de cruzamiento de diferentes genotipos PE y NOPE.

Progenitores | dPERE JPENORE SNOPERE SNOPENORE
QPE PE PERE PE PENORE PE NOPERE PE
NOPENORE
?YNO PE NOPE PERE NOPE NOPE NOPE
PENORE NOPERE NOPENORE

PE = Poliembridnico; NOPE = No-Poliembridnico ; PERE = Poliembriénico
Relacionado (pariente); PENORE = Poliembrionico No-Relacionado; NOPERE
= No-Poliembriénico Relacionado; NOPENORE = No-Poliembrionico No-
Relacionado.

Evaluacién en invernadero

Las progenies de todos los cruzamientos, tanto para el estudio de apomixis
como de xenia fueron evaluadas en invernadero con la finalidad de
caracterizarlas de acuerdo a germinacién (GER), anormalidades (ANOR) y

frecuencia de la poliembrionia (PE). Cada familia fue representada por 20
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semillas, con dos repeticiones, sembradas en charolas de germinacion de 200
cavidades (dimensiones de la charola: 34 x 65 x 6.5 cm). La calificacion de
plantulas se llevé a cabo a los 15 dias de la siembra. El disefio experimental

utilizado fue uno completamente al azar con dos repeticiones.

Con la finalidad de extraccion y analisis de ADN se tomaron muestras de
lamina foliar en las plantas madres y sus progenies, tanto de las S; como de
PLs. Debido a que el caracter poliembriénico es un fendbmeno que puede
producir uno (cuando no se expresa la PE), dos, tres 0 mas plantas por semilla,
las muestras de las plantulas de cada grano se tomaron por separados y
etiquetado de forma individual. Las muestras fueron colocadas en bolsas de
cierre hermético y almacenadas en congelacion a -50° C para su posterior
analisis de laboratorio. La identificacion de las muestras se describe en los

Cuadros 3y 4.

Cuadro 3. Etiquetado de muestras de madre e hijos para extraccion de ADN

para estudio de apomixis.

Progenies PLs Progenies S;

Plantal Planta2 Plantal Planta?2

de dos de dos de dos de dos
Planta Planta por por Planta Planta por por

Madre individual semilla semilla Madre individual semilla semilla
1 P1 P2-1 pP2-2 1 P1 P2-1 pP2-2
2 P1 P2-1 pP2-2 2 P1 P2-1 pP2-2
3 P1 P2-1 pP2-2 3 P1 P2-1 pP2-2
4 P1 P2-1 pP2-2 4 P1 P2-1 pP2-2
5 P1 P2-1 pP2-2 5 P1 P2-1 pP2-2
6 P1 P2-1 pP2-2 6 P1 P2-1 pP2-2
7 P1 P2-1 pP2-2 7 P1 P2-1 pP2-2
8 P1 P2-1 pP2-2 8 P1 P2-1 pP2-2
9 P1 P2-1 pP2-2 9 P1 P2-1 pP2-2
10 P1 P2-1 pP2-2 10 P1 P2-1 pP2-2
11 P1 P2-1 pP2-2 11 P1 P2-1 pP2-2
12 P1 P2-1 pP2-2 12 P1 P2-1 pP2-2
13 P1 P2-1 pP2-2 13 P1 P2-1 pP2-2
14 P1 P2-1 pP2-2 14 P1 P2-1 pP2-2
15 P1 P2-1 pP2-2 15 P1 P2-1 pP2-2
16 P1 P2-1 pP2-2 16 P1 P2-1 pP2-2
17 P1 P2-1 pP2-2 17 P1 P2-1 pP2-2
18 P1 P2-1 pP2-2 18 P1 P2-1 pP2-2
19 P1 P2-1 pP2-2 19 P1 P2-1 pP2-2
20 P1 P2-1 pP2-2 20 P1 P2-1 pP2-2
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Cuadro 4. Etiquetas de muestras de las cruzas y progenies F1 en el estudio de

Xenia.
Progenies
Planta
individu Planta 1 de dos por Planta 2 de dos por

ID Cruzamiento al semilla semilla
1 PE XPERE P1 P2-1 pP2-2
2 PE XPERE P1 P2-1 pP2-2
3 PE XPERE P1 P2-1 pP2-2
4 PE X PENORE P1 P2-1 pP2-2
5 PE X PENORE P1 P2-1 pP2-2
6 PE XPENORE P1 P2-1 pP2-2
7 PE X NOPERE P1 P2-1 pP2-2
8 PE X NOPERE P1 P2-1 P2-2
9 PE X NOPERE P1 P2-1 P2-2
10 PE X NOPENORE P1 P2-1 P2-2
11 PE X NOPENORE P1 P2-1 pP2-2
12 PE X NOPENORE P1 P2-1 P2-2
13 NOPE X PERE P1 P2-1 P2-2
14 NOPE X PERE P1 P2-1 P2-2
15 NOPE X PERE P1 P2-1 P2-2
16 NOPE X PENORE P1 P2-1 pP2-2
17 NOPE X PENORE P1 P2-1 pP2-2
18 NOPE X PENORE P1 P2-1 pP2-2
19 NOPE X NOPERE P1 P2-1 pP2-2
20 NOPE X NOPERE P1 P2-1 pP2-2
21 NOPE X NOPERE P1 P2-1 pP2-2

NOPE X
22 NOPENORE P1 P2-1 pP2-2

NOPE X
23 NOPENORE P1 P2-1 pP2-2

NOPE X
24 NOPENORE P1 P2-1 pP2-2

Extraccion y Visualizacion del ADN

Los trabajos para la extraccion del ADN se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Biologia Molecular,  Departamento de Investigaciéon en
Alimentos (DIA) de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad

Auténoma de Coahuila (UA de C) en Saltillo, Coahuila, México.

El material genético para la extraccion de ADN se obtuvo de hojas de
plantas adultas de maiz poliembriénicas (PE) en las plantas maternas (para

apomixis) y de los dos progenitores para Xenia. Luego, se sembraron las
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semillas progenies de los dos grupos de estudio para su evaluacion fenotipica
en condicién de plantula; de las plantulas para el estudio de apomixis (S; y PLS)
también se obtuvieron muestras de tejido foliar para extraccién de ADN.

44

Figura 1. Progenie individual y doble de una linea S1.

La extraccion de DNA se realizé de acuerdo con las recomendaciones del
método bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB) descrito por Ausubel et al.
(1992), con algunas modificaciones que se describiran mas adelante. Se
pesaron aproximadamente 0.1g (100 mg) del material vegetal y se colocaron en
nitrogeno liquido por un periodo de 20 minutos. Posteriormente, las muestras
fueron maceradas a polvo fino con un mortero previamente esterilizado y
congelado. El tejido macerado fue transferido a un tubo de 1.5 ml previamente
esterilizado y etiquetado, al que se le agregd 1 ml de buffer de extraccion CTAB
mas 20 pl de albumina sérica bovina al 20%, en seguida se mezcl6 ligeramente
en vortex y se llevo a bafio maria a 55° C por 20 minutos. Luego se centrifugo a
12,000 rpm por 5 minutos. El liquido sobrenadante se obtuvo con una
micropipeta (aproximadamente 600 pul) y se transfirio a un tubo de 1.5 ml, al
cual se le agreg6 el mismo volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Se
mezclé por inversiones suaves durante 1-2 minutos y se pasé a la
ultracentrifuga por 10 minutos a 12,000 rpm. La fase acuosa se transfiri6 a un
tubo estéril de 1.5 ml mas 50 ul de acetato de amonio 7.5 molar mas 800 pul de
etanol frio al 96%, se mezcld por inversiones suaves y se coloc6 en un
congelador por 60 minutos. Posteriormente se centrifugo a 12, 000 rpm por 5

minutos y se descart6 el sobrenadante. En seguida se lavo la pastilla dos veces
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con etanol al 70% y finalmente se resuspendié el ADN con 80 pl de NaOH 8

Mm, inmediatamente se paso6 a un congelador con temperatura de -20°C.

La visualizacion del ADN, se llevd a cabo por bandeo electroforético,
procediendo como sigue: en un vaso de precipitado estéril con capacidad de
125 ml se disolvio 0.5 de agarosa en 50 ml de buffer SB (borato de sodio) y se
calent6 la mezcla hasta disolverse por completo. A la mezcla se le agregaron
10 pl de bromuro de etidio con una puntilla estéril. Inmediatamente después se
vertid6 en la porta-gel preparado (el cual contiene un peine), el gel se deja
solidificar de 15 a 20 minutos para después remover el peine. Posteriormente
se colocaron las muestras de ADN (5 ul + 3 ul del colorante) en los orificios del
gel, enseguida se coloco en la camara de electroforesis a 90 volts. El gel corre
por 30 minutos y por ultimo se transporta al trasluminador. Se tomo la lectura
cuidando mantener el menor tiempo posible el transluminador encendido. Se
debe observar una banda intensa en la parte superior de cada muestra (Figura
2).

PP mapt PLOPE PUPL pispy papy PUPI PUPL papy MM

o el ol bl e e e b -

Figura 2. Visualizacién de ADN extraido por el método de CTAB de plantas de

maiz PE.
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Cuantificacion del ADN

Para la cuantificacion del ADN se realizé con el equipo Epoch™ Sistema
Espectrofotometro Micro-Volumenes, el cual combina las técnicas entre el
Espectrofotometro para Microplacas Epoch™ de BioTek y la nueva placa Micro-
VolumenesTake3 ™. Este equipo permite obtener rapidamente coeficientes de
260/280, en muestras de 2 pL de ADN para verificar la calidad y pureza del

material.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Después de obtener ADN de buena calidad, se realiza la limpieza del area
de trabajo con hipoclorito de sodio y alcohol al 70 %. En seguida, se sacaron las
muestras y reactivos del congelador, se colocaron en bafio de hielo por 8
minutos para que se descongelen gradualmente y se someten a un pequefio
vortex. Posteriormente se elabora el coctel (cuadro 5) en el recipiente con hielo.
Se depositan 23 ul del coctel a cada tubo de 0.5 ml, y luego se les adiciona 2 pl
de cada muestra de ADN. En seguida, los tubos se colocan en un termociclador
Px2 Thermal cycler, por 35 ciclos fueron con los tiempos y temperatura
correspondientes en cada fase, como sigue: desnaturalizacion 95 ° C por
5minutos y 94° C por 1 minuto; alineamiento a 50.3 ° C por 1 minuto; sintesis
de ADN a 72 ° C por 1 minuto y 72° C por 5 minuto en la sintesis de ADN final.
La reaccion dura aproximadamente 3 horas. Una vez concluido los ciclos, se
sacan los tubos y se coloca en una gradilla con hielo. En seguida, se prepara el
gel de agarosa al 1.5 % utilizando un marcador especifico de referencia para

ver el tamafio del segmento amplificado (figura 3).
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http://www.biotek.es/es/products/microplate_detection/epoch_microplate_spectrophotometer.html
http://www.biotek.es/es/products/accessories/?accid=10186

i ITS aS0.3°C

R con p
con DNA DE S5-10 P1 y §$1-10
P2-1

Figura 3. Amplificacion mediante PCR de regiones ITS de maiz PE. Carril 1)
Marcador de peso molecular (100 pb), carril 2) muestra 5, carril 3) muestra 6,
carril 4) muestra 7, carril 5) muestra 8, carril 6) muestra 9, carril 7) muestra 10
de S5-10 P1, carriles 8-16) muestra 1-10 de S1-10 de p2-1.

Cuadro 5.Composicion del coctel para PCR en una reaccion.

Componente Cantidad (ul)
Agua DDE 14.5
Buffer 10X + MgCl 3.5
DNTPs 0.5
Primer derecho 2.0
Primer izquierdo 2.0
Tag-polimerasa 0.5

Secuenciacion

El amplificado de ADN obtenido de la PCR se mando secuenciar a la empresa
MacrogenUSA Corp, 9700 Great Seneca Hwy. Rockville, MD 2085. De todas
las amplificaciones realizadas so6lo se mandé a secuenciar las muestras

(Cuadro 6) que tuvieron mejor calidad en la visualizacion del ADN.
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Cuadro 6. Muestras de ADN secuenciados.

Madre y Progenies Madre y Progenies
PLs Sl
Planta Planta

Planta individu Plantal Planta2 | Planta individu Plantal Planta?2
Madre al de dos de dos Madre al de dos de dos

PL2 P1 P2-1 p2-2 S3 P1 P2-1 p2-2

PL4 P1 P2-1 p2-2 S5 P1 P2-1 p2-2

PL5 P1 P2-1 p2-2 S7 P1 P2-1 p2-2

Los iniciadores (primers) utilizados fueron de los ITS (Internal Transcribed
Spacer) que se encuentra repetidamente entre los genes del RNA ribosomal de
la subunidad mayor y menor del ADN nuclear. El ITS contiene dos regiones
espaciadoras separadas por el gen 5.8S rRNA. Estas regiones pueden ser
amplificadas mediante el uso de pares de primers o iniciadores . En este caso
se utilizd un par de primers que son C26A (5’GTTTCTTTTCCTCCGCT-3") y
N18L.

Alineamiento de secuencias

Las secuencias obtenidas de las diferentes muestras de ADN de los
grupos se analizaran con el programa Bioedit 7.1.3 para estandarizar el tamafio
de las secuencias obtenidas, posteriormente se someteran a un alineamiento
utilizando el programa MAFFT version 6, Programa de Alineamiento Multiple
para Secuencias Nucleotidicas o Aminoacidicas, con el propdsito de encontrar
similitudes entre las secuencias nucleotidicas . Los alineamientos se realizaran
comparando dos secuencias entre la madre y sus hijos tanto individual como

poliembriénico (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Comparacion de secuencias de los progenitores y progenies.

Comparaciones

Comparaciones
delos grupos

de los grupos PLs S1
Familia PL2 Familia PL4 Familia PL5 Familia S3 Familia S5 Familia S7
PL2 vs PL2P1 PL4 vs PL4AP1 PL5 vs PL5P1 S3vs S3P1 S5vs S5P1 S7vs S7P1
PL2 vs PL2P21 PL4 vs PL4AP21 PL5 vs PL5P21 S3vs S3P21 S5 vs S5P21 S7vs S7P21
PL2 vs PL2P22 PL4 vs PL4P22 PL5 vs PL5P22 S3 vs S3P22 S5 vs S5P22 S7 vs S7P22

PL2P1vs PL2P21  PL4P1vs PL4P21
PL2P1 vs PL2P22  PL4P1 vs PL4P22
PL2P21 vs PL2P22 PL4P21 vs PL4P22

PL5P1 vs PL5P21
PL5P1 vs PL5P22
PL5P21 vs PL5P22

S3P1vs S3P21  S5P1vs S5P21  S7P1vs S7P21
S3P1vs S3P22 S5P1vs S5P22  S7P1vs S7P22
S3P21 vs S3P22 S5P21 vs S5P22 S7P21 vs S7P22

Busqueda de polimorfismo

Para el analisis de polimorfismo de las diferentes comparaciones de

secuencias nucleotidicas se utilizo el

programa DnsSP DNA sequence

polymorphism version 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion en invernadero

Las caracteristicas promedio de las variables Germinacion, Poliembrionia
y Anormalidades para las familias S; y las F; de PLs (progenies generadas por
polinizacion libre) desarrolladas para el estudio de apomixis aparecen en los
Cuadro 8 y 9 respectivamente. En los dos grupos, la germinacion fue igual o
superior a 90 %, condicibn muy deseable en materiales derivados de una
poblacién poliembriénica y mas aun en lineas poliembridnicas S;, donde el
proceso de endogamia en aldgamas como el maiz, generalmente influye para

deprimir la expresion fenotipica.

La expresion promedio para PE se ubico en el intervalo de 55 a 68 %, la
cual es acorde a las proporciones esperadas en estas poblaciones
poliembriénicas del IMM-UAAAN (Espinoza et al., 1998; Espinoza y Vega,
2000). De hecho, la PE en algunas S; se ubico en el extremo superior del
intervalo, lo cual es poco usual en casos previos de la misma condicion
endogamica (Rebolloza et al., 2011). El proceso de uniformidad genética que se
involucra en autofecundaciones sucesivas conduce a poner en homocigosis a
los genes que influyen en la poliembrionia, pero también a los genes que la
obstruyen, los cuales causan la penetrancia incompleta del caracter. En este
sentido, las familias S; presentan una expresion variable y erratica de la PE y
en muchos casos el monto es inusualmente bajo. La condicion erratica del
fendmeno endogamico logra también montos PE inesperadamente altos. Como
puede apreciarse en los Cuadros 1y 2, los extremos observados fueron mas
amplios en las S; que en las PLs; éstas se ajustaron mas a los valores tipicos
de la poblacién de origen UA-IMM-BAP.
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Cuadro 8. Porcentaje promedio de las variables observadas en las 20 familias
sl en el estudio de apomixis.

Repeticion  GER (%) PE (%) ANOR (%) PE minima PE méxima
| 92+7 63 +19 12+8 26 88
[l 937 68 + 21 9+7 23 100

Cuadro 9. Porcentajes promedio de las variables observadas en las 20 familias
de polinizacion libre (PLS).

Repeticion  GER (%) PE (%) ANOR (%) PE minima PE méxima
I 92+8 55+13 10+6 35 72
[l 907 61 +15 8+5 30 82

El disefio de apareamientos aplicado para el estudio de Xenia fue
agrupado tomando en cuenta la naturaleza poliembriénica del progenitor
femenino. El primero se presenta en el Cuadro 10 donde la fuente materna es
PE y sus polinizadores son de su tipo o del tipo No-PE, con la cualidad adicional
de estar o0 no emparentados. La condicidon inversa, donde la madre es No-PE y
polinizada por los mismos tipos que en el caso anterior, se presenta en el
Cuadro 11.

Como puede apreciarse, la germinacion fue superior a 80 %. Es notable
gue la mayoria de los casos de porcentajes bajos ocurriera en las progenies de
padres genéticamente relacionados (emparentados), mientras que aquellos
donde los progenitores fueron no-emparentados generalmente presentaron
mayor germinaciéon. Sin embargo, hay que considerara que casos como estos
pueden generarse por efectos de muestreo, dado el tamafio finito de las

muestras.

Con respecto a los resultados para la PE debe sefialarse que el disefio

de apareamientos en los tres primeros genotipos enlistados en los Cuadros 10 y
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11, sean con madre PE o No-PE, los individuos pertenecen a las familias
utilizadas en el estudio, las cuales son parte de la misma poblacién UA-IMM-
UAAAN vy por lo tanto tienen de origen cierto grado de parentesco genético; aln
mas, las plantas consideradas como NOPERE (no poliembriénico emparentado)
de hecho pertenecen a la misma familia de las PE pero que germinaron y se
desarrollaron como plantas individuales. En el caso de la condicién
NOPENORE (es decir, No-PE y no emparentada) el polinizador fue la linea de
alta endogamia (Sg) que corresponde a la linea de la Narro, denominada AN-
LCR-401-3, de grano blanco, semi-cristalino, y buena aptitud combinatoria.
Como puede apreciarse, la PE fue siempre superior a 50 % con excepcién del
ultimo tipo de apareamiento, sea PE x NOPENORE o NOPE x NOPENORE,
donde la progenie fue cero PE, es decir 100 % de fenotipo normal. Este
resultado es consistente con lo sefialado por Rebolloza et al., 2011; y Gonzalez
et al., 2011, para un cruzamiento entre germoplasma genéticamente distantes,
donde uno es de naturaleza PE y el otro es del tipo maiz normal, No-PE. La F1
de estos casos es siempre de fenotipo normal, i. e. una planta por semilla,
denotado la naturaleza recesiva de la poliembrionia en estas poblaciones de

maiz.

La poliembrionia detectada en los dos grupos de apareamiento, primeros
tres tipos genotipicos sefalados en los Cuadros 10 y 11, permite sefialar dos
temas relevantes, 1) que en esta fuente de materiales es irrelevante la
naturaleza de la madre, ya que cualquiera de ellas sea PE o NO-PE da origen a
progenies que presentan un grado alto de poliembrionia, y 2) que no puede
deslindarse la influencia del polen para regir la presencia o ausencia del
caracter ya que todo parece indicar que el caracter se rige por la dotacion de
genes en el embrién y no por la del endospermo. El analisis de ADN en este
tema pudiera ofrecer mas evidencias al respecto, por lo que queda esta

asignatura pendiente.

Es notable que la cruza entre el polinizador representado por la linea AN-

LCR-401-3, de alta endogamia, sean plantas hembras PE o NO-PE (cuarto tipo
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de apareamiento en los dos grupos, Cuadros 10 y 11) impidiera por completo la
manifestacion de la poliembrionia. Esta condicién es tipica de homocigosis
recesiva, sea en casos de herencia simple o en casos de interaccion génica
epistética del tipo recesiva duplicada, como es la que se postuld (Rebolloza et
al., 2011) para el tipo de PE utilizado en este trabajo.

Cuadro 10. Porcentajes promedio para los diferentes tipos de cruzamiento
aplicado en Xenia, donde la madre fue de naturaleza PE.

Tipo de cruzamiento GERM (%) PE (%) ANOR (%)
PE x PERE 96+ 6 707 16 £ 14
PE x PENORE 874 681 24 +5
PE x NOPERE 80+ 16 58 +18 20+ 14
PE x NOPENORE 95+5 0 9+4

PE = Poliembriénico; NOPE = No-Poliembriénico; PERE = Poliembriénico Relacionado
(pariente); PENORE = Poliembrionico No-Relacionado; NOPERE = No-Poliembridnico
Relacionado; NOPENORE = No-Poliembriénico No-Relacionado.

En lo que se refiere a la cruza entre NOPE x NOPERE (Cuadro 11), en
donde se cruzaron plantas individuales entre y dentro de las familias
poliembridnicas, aunque en la expresion fenotipica no expresaron la condicion
de poliembrionia, al cruzarse entre ellas, se observo que en sus progenies

expresan la poliembrionia en un 52 %.

Cuadro 11. Porcentajes promedio en las diferentes cruzas aplicado en el

estudio de Xenia con progenitor es de naturaleza NOPE.

Tipo de cruzamiento GER (%) PE (%) ANOR (%)
NOPE x PERE 84 +3 53+19 26 £10
NOPE x PENORE 82+8 55+7 20+ 8
NOPE x NOPERE 91+4 52+5 18+ 10
NOPE x NOPENORE 91+4 0 517

PE = Poliembridénico; NOPE = No-Poliembriénico; PERE = Poliembridnico Relacionado
(pariente); PENORE = Poliembriénico No-Relacionado; NOPERE = No-Poliembridnico
Relacionado; NOPENORE = No-Poliembriénico No-Relacionado.
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Con base en estos resultados, la experimentacion desarrollada bajo
condiciones de invernadero arrojaron datos relevantes y de interés pero no son
determinantes para decidir sobre la presencia del fenbmeno de apomixis o la
influencia de la doble fecundacion en maiz en la manifestacion de la
poliembrionia. Como se establecié antes, la segunda parte consiste en el
analisis de ADN por la via de secuenciacion.

Analisis de secuencias de DNA

Para que los resultados esperados sean efectivos, la extraccion de ADN
debe de ser de tal calidad que en su manipulacion posterior proporcione
resultados claros y fidedignos. De acuerdo a la ejecucion correcta de los
procesos de extraccion, visualizacion y cuantificacion del ADN, los buenos
resultados indicarian que puede seguirse con los analisis bioinformaticos. A
continuacion se presenta los datos imputables a cada una de las familias cuyo

ADN fue secuenciado.

Familia PL 2

Las comparaciones de las secuencias dentro de la familia 2 de
polinizacion libre, mostraron una alta similaridad madre e hijos (Cuadro 12). El
porcentaje de sitios invariables (monomorficos) tuvieron un rango que va de 78
% hasta 90 %, por lo tanto el porcentaje de sitios variables (polimorficos) tiene
un rango de 10 a 22 %. De acuerdo a este andlisis, las secuencias tanto de la
madre como la de los hijos son similares pero no son idénticos. Esto se puede
atribuir a que los sitios polimorficos estan dados por la complementariedad de
los genes aportados por la variada fuente de polinizadores. Y ademas por que
la madre PE no es genéticamente homogénea, por lo que, también puede ser

fuente de variabilidad.

Cuadro 12. Comparacion de secuencias en la familia PL2.
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Parametros Porcentajes
Comparaciones # Sitios Sinv S Pi  G+C|Comparaciones Sinv S Pi G+C

PI2 vs pl2pl 272 211 61 0.22 0.69|PI2vs pl2pl 78 22 22 69
PI2 vs pl2p21 261 227 34 0.13 0.68|PI2 vs pl2p21 87 13 13 68
P12 vs pl2p22 261 227 34 0.13 0.69 | PI2 vs pl2p22 87 13 13 69

Pl2plvspl2p2l 290 252 38 0.13 0.66|Pl2plvspl2p2l 87 13 13 66
Pl2plvspl2p22 293 263 30 0.10 0.69|Pl2plvspl2p22 90 10 10 69
PI2p21vspl2p22 297 267 30 0.10 0.67 |Pl2p2lvspl2p22 90 10 10 67

#sitios=Numero de sitios; S inv = Sitios invariable (monomorfismos); S = Sitios polimérficos; Pi =
Diversidad nucleotidica; G+C = Proporcion del contenido de guanina mas citosina.

Las comparaciones que tuvieron mayor similitud son la detectada entre
las hermanas, hijas de la misma madre, PI2pl vs pl2p22 que provienen de
granos distintos pero de la misma mazorca, y PI2p21 vs pl2p22 (hermanos PE
provenientes de la misma semilla) con el 90 % de similaridad. Este caso
particular puede establecerse que los cuatro genotipos (madre y tres hijas) son
de alto parecido genético pero ningun par entre ellas es idéntico, aun entre las
dos hermanas PE generadas por la misma semilla, lo cual se refuerza por el
hecho de que la hermana individual presenta una similaridad diferente con la
otra hermana PE como puede observarse en el caso de la comparacion de
PI2pl vs. pl2p21, que tienen 87 % de semejanza, y por lo tanto, mas sitios
polimorficos. Los resultados sugieren que el origen genético de cada una de las
hijas es diferente. EI promedio general de sitios monomorficos para la familia es

de 86 % con desviacion estandar de 4.5.

100

80
60 M Sitios
invariables
40 m Sitios
20 - variables
Diversidad
0 _

nucleotidica
PL2 vs PL2 vs PL2 vs PL2P1vs PL2P1vs PL2P21vs
PL2P1 PL2P21  PL2P22 PL2P21  PL2P22 PL2P22

Porcentajes

Figura 4. Porcentajes de los sitios monomorficos y polimorficos en secuencias
de DNA en familia PL2.
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Familia PL 4

El andlisis de polimorfismo realizadas en comparacion de las secuencias
de la planta madre con su progenie presento resultados diferentes (Cuadro 13).
Los porcentajes de similaridad entre cada comparacion van desde 76 a 92 %.
Es ilustrativo observar que las plantas hermanas PE, provenientes de la misma
semilla, presentan el parecido méas alto pero que no las sitia en condicion de
idénticas, sugiriendo que los embriones contemporaneos que les dan origen
tienen una base genética distinta. Por otra parte, las comparaciones que se
establecen entre la madre y sus tres hijas resultaron con las proporciones de
menor monto. De cualquier modo, el parecido genético a la luz de la similaridad
detectada es el que pudiera corresponder a la relacion genética entre padre-
progenie.

Cuadro 13. Comparacion de secuencias nucleotidicas en la familia PL4.

Parametro Porcentajes
Comparacion # sitios Sinv S Pi  G+C | Comparacion Sinv S Pi G+C
PL4 vs PL4AP1 282 213 69 0.24 0.64 | PL4 vs PL4P1 76 24 24 64
PL4 vs PL4P21 285 215 70 0.25 0.64 | PL4 vs PL4AP21 75 25 25 64
PL4 vs PL4P22 288 219 69 0.24 0.64 | PL4 vs PL4P22 76 24 24 64
PL4P1 vs PL4P21 287 248 39 0.14 0.66 | PL4P1 vs PL4P21 86 14 14 66
PL4P1 vs PL4P22 293 251 42 0.14 0.65 | PL4P1 vs PL4P22 86 14 14 65
PL4P21 vs PL4P22 299 274 25 0.08 0.66 | PL4AP21 vs PL4P22 92 8 8 66

# sitios = namero de sitios; S inv = Sitios invariable (monomorfismos); S = Sitios polimoérficos; Pi =
Diversidad nucleotidicas; G+C = Proporcién del contenido de guanina mas citosina.

En la Figura 5, se muestra como las secuencias nucleotidicas de las hijas
poliembriénicas se parecen mas entre ellas. El promedio general para todas las

comparaciones fue de 82 % y su desviacion estandar fue de 7.0.
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Figura 5. Sitios monomadrficos y polimorficos en comparacion de secuencias de
ADN para la familia PL4.

Familia PL5

Los sitios invariables o monomorficos encontradas en las secuencias
nucleotidicas en comparacion dentro de esta familia varia desde 86 % a 90 %
(Cuadro 14). Como en los dos analisis anteriores, la similaridad detectada entre
madre e hijas, como entre hermanas, es superior a 74 %, pero hasta ahora
ninguna comparacion ha alcanzado el nivel de 100 % que representaria la

condicion de idénticas del par observado.

Dado el manejo reproductivo del grupo de PLs no existié un control de los
polinizadores, por lo que la procedencia del padre fue desconocida, pudiendo
participar en el proceso de fecundacion polen de fuentes diversas, fueran tipo
PE o No-PE, esta condicion debe significar que la proporcion de similaridad
entre los ADNs de la madre e hijas se ajusten a la dotacion que por la via de
gameto femenino otorgd la madre a cada una de ellas. Por otra parte, la
relacion entre la planta hija del tipo individual con las hermanas PE debe ser tal
qgue refleje la diferencia del polen fecundante, por lo tanto se esperaria
similaridad variable. Finalmente, la similaridad entre hermanas PE debe situarse
en el origen del embridén que les da origen, los cuales pueden ser idénticos (100

% de similaridad), generados por algunas de las formas de poliembrionia, o en
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el extremo de los casos, de origen muy diferente, sea de célula gamética o
somética (similaridad menor < 100%). La media general para esta familia en lo
gue se refiere a los sitios invariables fueron de 86 % y una desviacion estandar
de 2.

Cuadro 14. Comparacion de secuencias nucleotidicas de la familia PI5.

Parametros Porcentajes
Comparacion # Sitios Sinv S Pi G+C | Comparacién Sinv S Pi G+C
PL5 vs PL5P1 295 253 42 0.1424 0.685 | PL5vs PL5P1 86 14 14 69
PL5 vs PL5P21 299 260 39 0.1304 0.687 | PL5 vs PL5P21 87 13 13 69
PL5 vs PL5P22 288 248 40 0.1389 0.649 | PL5 vs PL5P22 86 14 14 65
PL5P1 vs PL5P21 296 265 31 0.1047 0.691 | PL5P1 vs PL5P21 90 10 10 69
PL5P1 vs PL5P22 293 240 53 0.1809 0.66 |PL5P1 vs PL5P22 82 18 18 66
PL5P21 vs PL5P22 294 254 40 0.1361 0.67 | PL5P21 vs PL5P22 86 14 14 67

# sitios= numero de sitios: S inv = Sitios invariable (monomorfismos); S = Sitios polimérficos; Pi =
Diversidad nucleotidicas; G+C = Proporcion del contenido de guanina y citocina.

100
.§ 80 -
E 60 - M Sitios invariables
S 40 -
(o]
a 20 o | Sitios variables
0 .
S Diversidad
YA RIC AT M I i
© ] Q ] Q nucleotidica
) ¥ g £ K £
DU IEIC I
Q ] QY

Figura 6. Porcentajes de sitios invariables y polimorficos de
comparacion de secuencias de ADN para la familia pl5.

Familia S3

Los analisis polimérficos para este grupo muestran resultados acordes a
las expectativas del parecido fenotipico que comunmente se obtienen en el
manejo agronémico de las poblaciones de maiz poliembriénico. En esta familia,
los sitios invariables van de 62 % a 100 % de similaridad (Cuadro 15). De la
comparacién entre la secuencia de la madre y sus tres hijas, la que
correspondié a una de las plantulas PE (S3 vs. S3P22) es la que presenté 100
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% de similitud. Esta relacion de igualdad uno a uno en las secuencias
nucleotidicas pudiera explicarse de dos formas posibles: 1) la plantula hija
poliembriénica 2 se originé de una célula somatica, probablemente de la nucela,
gue se desarroll6 como embrién adventicio diploide, de la misma naturaleza
genotipica que el tejido somatico de la madre; embrion que se proyecté al
interior del saco embrionario para tomar lugar como un caso de embrionia
multiple; y 2) de las dos plantulas hermanas PE, la poliembridnica 1 se origin6
por la via de la doble fecundaciéon (embrién 2n y endospermo3n) mientras que
la hija poliembriénica 2 se origin6 de manera atipica en el saco embrionario, a
partir de una célula germinal no-reducida, de dotacioén 2n, idéntica a la madre, y
por lo tanto de probable origen apomictico.

Cuadro 15. Comparacion de secuencias nucleotidicas de la familia S3.

Parametros Porcentajes
Comparacién # sitios Sinv S Pi G+C |Comparacion Sinv S Pi  G+C
S3vs S3P1 292 262 30 0.103 0.651|S3vsS3P1 90 10 10 65
S3vs S3P21 291 182 109 0.375 0.675|S3vs S3P21 63 37 37 68
S3 vs S3P22 291 290 1 0.003 0.689| S3vs S3P22 100 0 0 69
S3P1 vs S3P21 292 192 100 0.342 0.637|S3P1vs S3P21 66 34 34 64
S3P1 vs S3P22 286 253 33 0.115 0.659| S3P1 vs S3P22 88 12 12 66
S3P21 vs S3P22 290 180 110 0.379 0.671| S3P21 vs S3P22 62 38 38 67

# sitios= numero de sitios: S inv = Sitios invariable (monomorfismos); S = Sitios polimorficos; Pi =
Diversidad nucleotidicas; G+C = Proporcion del contenido de guanina y citocina.

Los sitios invariantes del resto de las comparaciones entre madre e hijas,
y entre hermanas son muy ilustrativos y consistentes. Madre e hija No-PE
presentaron la similaridad mas alta después de la comparacion de iguales, pero
la comparacién madre-hija poliembrionica 1 presentd el valor mas bajo (62 %)
detectado en estos casos hasta ahora. La compulsa entre hermanas es muy
consistente con los resultados en el grupo; si S3 vs. S3P22 fue al 100 % y S3
vs. S3P1 fue 90 %, S3 P1 vs. S3P22 deberia ser similar al anterior, como asi lo

fue. En la misma logica se sitla la comparacion entre las hermanas PE, 1y 2,
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gue de acuerdo a la transitividad de los resultados comparativos, deberian
presentar la similaridad mas baja, como asi se reporté (Cuadro 15).

120
100
80 -
60 -
40 -

20 -
0 Diversidad nucleotidica

M Sitios invariables

Porcentajes

M Sitios variables

Figura 7. Similaridad en porcentajes de los monomorficos y polimorficos en

comparacion de secuencias de DNA para la familia S3.

Familia S5

Las secuencias de ADN comparadas en esta familia nos permiten
cuantificar el grado de sitios monomorficos en cada comparacion. El porcentaje
de sitios invariables estan el intervalo de 85 % a 91%, por consiguiente, no se
detecta casos de secuencias idénticas entre las seis comparaciones posibles
(Cuadro 16). Las secuencias se consideran idénticas cuando todas los
nucleodtidos lo sean al 100 %. En todas las comparaciones, ninguna resultaron
idénticas por lo que se atribuye que la diversidad nucleotidica esta dada por la
herencia proveniente del progenitor masculino. Las hijas poliembridnicas
resultaron mas diferentes con 15 % de sitios polimérficos, mientras que, el
comportamiento de las secuencias del hijo 1 (planta individual dentro de la
familia) con el hijo poliembriénico 1 (S5P1 vs S5 P21), obtuvieron la similitud
mayor con el 91 %. Es muy notable que el intervalo de similaridad en este

grupo sea mas reducido y de valores mas altos que el caso de su similar S3.
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Cuadro 16. Comparacion de secuencias de nucleotidicas en la familia S5.

Parametros Porcentajes
Comparacion No sitios Sinv S Pi G+C | Comparacion Sinv S Pi G+C
S5 vs S5P1 295 267 28 0.09492 0.636| S5 vs S5P1 90.5 95 9.5 63.6
S5 vs S5P21 296 261 35 0.11824 0.635|S5vs S5P21 88.2 11.8 11.8 63.5
S5 vs S5P22 299 257 42 0.14047 0.656| S5 vs S5P22 86.0 14.0 14.0 65.6
S5P1 vs S5P21 289 263 26 0.08997 0.637|S5P1vs S5P21 91.0 9.0 9.0 637
S5P1 vs S5P22 296 265 31 0.10473 0.654 | S5P1 vs S5P22 89.5 10.5 10.5 65.4
S5P21 vs S5P22 293 248 45 0.15358 0.659|S5P21vs S5P22 84.6 15.4 15.4 65.9
100
90 +
80 -
70 A
)
E 60 T
S 50 - M Sitios invariables
(3]
S 40 | Sitios variables
30 A . . -
Diversidad nucleotidica
20 A
10 - —
0 .
S5vs S5vs S5vs S5P1 S5P1 S5P21
S5P1 S5P21 S5P22 s Vs VS
S5P21 S5P22 S5P22

Figura 8. Similaridad en porcentajes de secuencias en comparacion de ADN
para la familia S5.

Familia S7

La serie de comparaciones en esta familia presentdé otro caso de
similaridad idéntica entre la madre y una de sus hijas PE, concretamente entre
S7 vs. S7P22. Otra vez, se pudo documentar una relacién muy distinta entre la
madre y las dos hijas PE (plantulas provenientes de una sola semilla), con una
se presentd identidad completa, y con la otra s6lo una semejanza de baja

proporcion. De este modo, las dos plantas PE parten de una base genética
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emparentada pero de diferente origen, tal vez de uno de los dos posibles

mecanismos enunciados en el caso de la Familia anterior.

En esta, como en el caso de S3, la consistencia en la proporcion de
semejanza es muy relevante i. e. cuando la comparacion se analiza en tres
elementos genotipicos, si uno de ellos, como madre, difiere en su similaridad
con dos hijas (alta con una y baja con la otra) la comparacién entre las hijas
debe resultar baja, como es el caso en ésta y las otras familias autofecundadas.
El intervalo de similaridad en esta familia es de 72 % a 100 %, mas parecido al
de la Familia S3, donde se presenté el otro caso de parecido al 100 %, que al
de la Familia S5 donde se presento sélo parecido genético, en el intervalo de 84
% a 91 % en el concierto de las seis comparaciones posibles (Cuadro 17).

Cuadro 17. Comparacion de secuencias nucleotidicas en la familia S7.

Parametros Porcentajes
Comparacion # sitios Sinv S Pi G+C | Comparacién Sinv S Pi G+C
S7 vs S7P1 291 239 52 0.17869 0.679|S7vs S7P1 82.1 17.9 179 67.9
S7 vs S7TP21 289 207 82 0.28374 0.668|S7vs S7P21 71.6 28.4 28.4 66.8
S7 vs S7TP22 298 298 O 0 0.691|S7vs S7P22 100.0 0.0 0.0 69.1
S7P1vs S7P21 293 255 38 0.12969 0.648|S7P1vs S7P21 87.0 13.0 13.0 64.8
S7P1 vs S7P22 296 242 54 0.18243 0.676 | S7P1vs S7P22 81.8 18.2 18.2 67.6
S7P21 vs S7P22 288 208 80 0.27778 0.688|S7P21vs S7P22  72.2 27.8 27.8 68.8

# sitios= numero de sitios: S inv = Sitios invariable (monomorfismos); S = Sitios polimorficos; Pi
Diversidad nucleotidicas; G+C = Proporcion del contenido de guanina y citosina.
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Figura 9. Porcentajes de similaridad en la comparacion en secuencias de ADN
de la familia S7.

La manifestacion de la poliembrionia en las poblaciones de maiz, putativas
de estas familias bajo estudio, es del orden de 55 a 65 % (Espinoza et al., 1998;
Espinoza y Vega, 2000), condicion que se valida por los resultados

experimentales en este trabajo (ver Cuadros 8 y 9).

La seleccion recurrente practicada en el manejo reproductivo en esas
poblaciones ha permitido concentrar una alta frecuencia de los alelos recesivos
gue determinan la manifestacion de la poliembrionia, de acuerdo al modelo de
herencia propuesto por Rebolloza et al. (2011). Sin embargo, la catalogacion de
la frecuencia de PE en una familia determinada, en una generacion dada, es
solamente fenotipica, ya que clasificar los casos de semillas que germinan
simultdneamente de dos y hasta siete plantulas, es sélo por observacion visual
cuidadosa y experimentada. Adicionalmente a la manifestacion de la PE, una
proporcién menor, aunque notable, de casos de plantulas multiples presentan
también radiculas multiples (Espinoza et al., 2012). Cualesquiera que fuera el
significado en la modificacion del sistema radical seminal, los genes de la

poliembrionia parecieran tener enefecto pleiotrépico.
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La propuesta de Erldeska (1996) sobre el origen de semillas
poliembridnicas en maiz incluye la PE por cleavage, originados por la division
de la célula huevo de manera espontdnea o después de alguna induccién, los
cuales comparten un suspensor comun, parte del escutelo y capas superficiales
de radicula; por ello, los embriones germinan con plumulas separadas pero un
solo complejo radicular, este tipo de origen se ha observado fenotipicamente en
mayor cantidad en las poblaciones BAP y NAP. El otro tipo de origen son los
casos de gemelos o tripletes que provienen de células huevo individuales del
saco embrionario o de células con capacidades multi-huevo que estan
estrechamente adheridas, pero separados por capas epidérmicas, con un
endospermo en comun; las plumulas y radiculas son independientes, en poca
proporcion este tipo de surgimiento de plantulas se puede ver en las
poblaciones poliembrionicas en estudio. También la PE puede originarse por
embriones gemelos de sacos multi-embrionarios que comunmente estan
ubicados en lados opuestos, o0 a distancia en el grano, los cuales carecen de
tejidos comunes y germinan independientemente, es poco comun encontrar
este tipo de origen en las poblaciones poliembridnicas bajo investigacion pero

las hay, con proporciones muy bajas.
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V. CONCLUSIONES

La similitud de 100 % en secuencias de ADN encontradas en comparaciones de
dos casos de madre-hija PE pudiera atribuirse a una probable relacion entre la
poliembrionia y apomixis. Esta aseveracion se apoya en el hecho de que dos
plantulas de la misma semilla pueden ser morfolégicamente diferentes o
idénticas, lo que a su vez esta influido por heterogeneidad de la semilla. La
combinacién de procesos en la reproduccién en estos maices poliembriénicos

hace posible la obtencién de progenies PE genéticamente heterogéneas.

El probable efecto de la fuente de polen (xenia) sobre la poliembrionia en maiz
influye en el aumento o disminucién de la misma, ya que depende de la base
genética del progenitor masculino, ya sea que proviene de la misma familia PE
o totalmente ajena a ella, para incrementar, disminuir o impedir la expresion de
la PE. Ademas los genes del progenitor femenino también desempefian un

papel importante al complementarse durante la fecundacion.

Al cruzar plantas poliembrionicas dentro y entre familias, la PE aumenta o se
mantiene en el rango de poliembrionia de la poblacién de origen. Mientras que
al cruzar algunas familias PE con genotipos exoéticos (No-PE), la F; resultante
es fenotipicamente normal (cero PE). También, al cruzar plantas
fenotipicamente individuales pero que provienen de familias poliembrionicas, al
cruzarse plantas del mismo tipo, sus progenies pueden presentar proporciones
PE mayor o igual a 50 %. Esto se explica si se postula que las plantas
fenotipicamente individuales son genéticamente PE pero la expresion de ésta
se impide por los mecanismos de penetrancia incompleta, que acompafa a la
PE de las poblaciones de origen, IMM-UAAAN-BAP o NAP.

En la generacion de lineas S; aumenta la uniformidad genética y esto
conduce a poner en homocigdsis a los genes que influyen en la poliembrionia,
pero también a los genes que la obstruyen, por lo que las progenies S; pueden

presentar frecuencias erraticas en el nivel de PE.
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RESUMEN

La poliembrionia (PE) en maiz es una variante mutante natural que implica
modificacion en la estructuracion y desarrollo del fruto-semilla de forma tal que
pudiera producir dos o mas embriones, misma que germinara en dos o mas
plantulas. Se plantea que la PE que se estudia en este trabajo podria tener una
conexién con algun tipo de reproduccion asexual por apomixis. Los objetivos del
presente trabajo fueron: determinar la relacion entre apomixis y la poliembrionia,
por medio de secuenciacion de una parte ADN gendmico de plantas madre y su
progenies PE, y estimar el efecto del grano de polen (xenia) sobre la

poliembrionia mediante una serie de cruzamientos.

El material genético utilizado en este trabajo incluyé a las poblaciones de
alta poliembrionia IMM-UAAAN-BAP (enana) e IMM-UAAAN-NAP (porte
normal), y la linea de alta endogamia (S6) AN-LCR-401-3, desarrolladas por el
Instituto Mexicano del Maiz “Dr. Mario E. Castro Gil” de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro. A partir de una muestra amplia de BAP,
durante el ciclo P-V/2010, se obtuvieron 20 lineas S; y 20 familias de medios
hermanos, genotipos de polinizacion libre (PLs), como material de trabajo en el
estudio de apomixis. Para el estudio de Xenia se obtuvieron ocho cruzas
diferentes que permitieron probar el efecto de polinizador en la manifestacion de

la poliembrionia cuando se utilizaron madres que fueran PE o No-PE.

Para los des experimentos, se tomaron en su oportunidad muestras de
tejido foliar de plantas madre y sus progenies para la extraccion de ADN, a
aplicarlo en el andlisis de parte de la secuencia del genoma. EI ADN fue
amplificado utilizando primers especificos (C26S y N18L) para las regiones
gendmicas ITS (Internal Transcribed Spacer). El material genético utilizado

correspondié a tres familias PLs y a tres familias S;. Las secuencias obtenidas
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de las diferentes muestras de ADN se alinearon y se compararon utilizando
herramientas bio-informéaticas tales como: Bioedit, Mafft y DnaSP.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de progenies en invernadero
mostraron porcentajes de germinacion por arriba del 90 %, condicion favorable
para lineas S;y progenies PLs. La PE se ubicé en el intervalo de 55 a 68 % en
las lineas S;, y en dos casos se obtuvo el 100 % de PE. Para las progenies
provenientes de polinizacién libre, el promedio de PE fue de 55 a 61%. Para el
estudio de la fuente de polen (xenia) la PE fue superior a 50 % excepto el dltimo
tipo de apareamiento, sea PE x NOPENORE o NOPE x NOPENORE, donde la
progenie fue 100 % normal, es decir cero PE. En este esquema de cruzamiento
se comprueba el tipo de herencia de la PE, en donde al cruzar una planta PE
con otra genéticamente diferente (No-PE), las progenies en la F1 no expresan la
poliembrionia, pero ésta reaparece en la F, con una proporcion esperada de
6.25 %, confirmando la naturaleza recesiva de esta PE.

En el andlisis de estos esquemas de cruzamiento, se observd que las
cruzas del tipo @ NOPE x & NOPERE (cruza entre plantas individuales, que
pertenecen a familias PE) generaron de manera inesperada progenies con una
poliembrionia promedio del orden de 52 %. Este fenOmeno puede explicarse si
se considera que la mayoria de estas plantas progenitoras, fenotipicamente
individuales, son en realidad genotipos que contienen los genes para la PE,
pero el mecanismo de penetrancia incompleta que esta asociado a esta PE,
impide a que estos genes se expresen. De hecho, estos resultados son

acordes al modelo de herencia postulado para esta clase de poliembrionia.

Las comparaciones de las secuencias de ADN dentro de cada una de seis
familias (tres PLs y tres S1) mostraron que los casos del grupo PLs se tuvo una
proporcién de similaridad de entre 70 y 90 % (familias PL2, PL4 y PL5). Al
generar estas familias premeditadamente no se tuvo control de los
polinizadores, por lo tanto el apareamiento fue aleatorio, pudiendo participar en
el proceso de fecundacion polen de fuentes diversas, ya sea PE o No-PE y

hasta autofecundacion en menor grado; esta condicion debe significar que la
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proporcion de similaridad entre el ADN de madres e hijas sea tal que refleje la
heterogeneidad del material genético, aparte de la relacion genética de madre-
hijas.

En las comparaciones dentro de las familias S3, S5 y S7, arrojaron
resultados de gran interés. Destaca que en las comparaciones de integrantes
de las familias S3 y S7, la comparacién nucleétido a nucleétido entre la
secuencias de la madre y sus hijas (S3 vs S3P22 y S7 vs S7P22) presentaron
similaridad de 100 %. En cada caso, el origen de plantas gemelas PE
germinadas de la misma semilla, puede plantearse de varias formas, explicadas
como sigue: una de las dos plantulas (la poliembridnica 1) se origind por la via
normal de la doble fecundacion (embridn 2n, endospermo 3n) y por lo tanto
resulto diferente a la madre, mientras que la otra plantula (hija poliembrionica 2
con 100 % similaridad con la madre) se origind de manera atipica en el saco
embrionario, a partir de una célula germinal no-reducida, de dotacion 2n,
idéntica a la madre, y por lo tanto de probable origen apomictico. El hecho de
gue las plantas gemelas no sean idénticas y presenten una proporcion de
similaridad menor (entre 60 a 90 %, en estos casos) permite establecer que
este tipo de poliembrionia puede originarse por varios mecanismos atipicos de
la reproduccion, incluida la apomixis. Otras formas probables de similaridad
parcial o total entre madres e hijas PE pudieran ser, que las hijas provengan de
células huevo individuales del saco embrionario o de células con capacidades
multi-huevo que estan estrechamente adheridas, pero separados por capas
epidérmicas, con un endospermo en comun, donde plumulas y radiculas son
independientes. Una forma adicional en esta fenomenologia, es que algunas de
las plantulas multiples pudiera provenir de células somaticas como las de la
nucela, generando asi un tipo de poliembrionia adventicia, como ocurre en otras

especies de plantas superiores.

Palabras clave: Zea mays L., poliembrionia, poblacién BAP, apomixis, xenia.
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VII.  ANEXOS

1. Comparacién y alineamiento de secuencias de la familia PL2.

PL2
PL2P1
PL2P21
PL2P22

PL2
PL2P1
PL2P21
PL2P22

PL2
PL2P1
PL2P21
PL2P22

PL2
PL2P1
PL2P21
PL2P22

PL2
PL2P1
PL2P21
PL2P22

PL2
PL2P1
PL2P21
PL2P22

PL2
PL2P1
PL2P21
PL2P22

T T T e S T O
10 20 30 40 50
———————————————— atgg gcctt--agg gcgaatg-gc —--ggcgcgcg
acagctcggt cgctcgatgg gtccttaggg ccgaatgtgc cggccgcgcg
——————— ggt cgctcgatgg gtccttaggg ccgaatg-gc cggccgcgcyg
—————— cggt cgctcgatgg gtccttaggg ccgaatg-gc cggccgcgcg

60 70 80 90 100
cctggacgct gcaccgagaa caacaacttg atgtc-ccca ccacgtgctg
ccgggacgct gcaccgagaa caactacttg atgtcgccca ccacgtgctg
ccgggacgct gcaccgagaa caacaacttg atgtcgccca ccacgtgctg
ccgggacgct gcaccgagaa caacaacttg atgtcgccca ccacgtgctg

B 1 e e e
110 120 130 140 150
cgcccggcecge ggttcgceccgg cagcccctgce ttcggcecccac ctcgceccgtge
cgcccggggce gcttcggcecgg cagcccctgce ttcggceccac ctcecgtcegtge
cgcccggcecge ggttcgceccgg cagcccctgce ttcggcecccac ctcgecgtge
cgcccggcecge ggttcgceccgg cagcccctgce ttcggcecccac ctcgceccgtge

B e e e
160 170 180 190 200
ggcgcggggg gccagacgcc acgtccctcg cccecctcgggg ggtgttggga
9999999999 gcaagacgcc acgtccctcg ccececgggggg ggtggtggga
ggcgcggggg gccagacgcc acgtccctcecg ccccgecgggg ggtgttggga
ggcgcggggg gccagacgcc acgtccctcg ccccgecgggg ggtgttggga

B 1 e e e o
210 220 230 240 250
gtgtcttttg gtggggcgcc cacccggata aaaccttccce ctttttgtta
gtgttttttg ggggggcccc cagggagaag tgccctccecce c————————-—
gtgtcttttg gcgggactcc caggcagaaa taacctccce c————————-—
gtgtcttttg gcgtgacgcc caggcagacg tgccctccge c————————-—

..

260 270 280 290 300

ctggaaggtt tttggaatcc tcaacccccg ccacgaaccg gggaagggta
--aagaggct t--------- ——-—mm Ccg ggcgacactt
--aaaaggat t--------- —————————m cc gggggagaat
--agaaggct t--------- —mmmmmm Ccg ggcgcaactt
B T T e e AT I
310 320 330 340

tcggaaaaaa gccccggttt tt-——-—-—-= ————————mm ——————
ggcttaaaaa actcga-tgg ttcggggttt tttgctatt- ------
gggataaaaa actcgaacca ttcnntttat taagcaattt tgcccc
gcgttcaaaa actcga-tgg ttcgcgggat tctgcaattc acacca
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2. Comparacion y alineamiento de secuencias en la familia PL4.

PL4
PL4P1
PL4P21
PL4P22

PL4
PL4P1
PL4P21
PL4P22

PL4
PL4P1
PL4P21
PL4P22

PL4
PL4P1
PL4P21
PL4P22

PL4
PL4P1
PL4P21
PL4P22

PL4
PL4P1
PL4P21
PL4P22

PL4
PL4P1
PL4P21
PL4P22

10 20

gctcggtcgce tcgatgggtc
———————— gc tcgatgggtc
--tcggtcgc tcgatgggtc
--tcggtcgc tcgatgggtc

gacgctgcac
gacgctgcac
gacgctgcac
gacgctgcac

60

110

cgagaacaac
cgagaacaac
cgagaacaac
cgagaacaac

70

120

cttagggccg aatggccggce
cttagggccg aatggccggce
cttagggccg aatggccggce
cttagggccg aatggccgac

aacttgatgt cgcccaccta
aacttgatgt cgcccacc-a
aacttgatgt cgcccacc-a
aacttgatgt cgcccacc-a
R

30 40

80 90

130 140

R I
50
cgcgcgcecgg
cgcgcgecgg
cgcgcgcecgg
cgcgcgcecgg
R ——
100
cgtgctgcgce
cgtgctgcgce
cgtgctgcgce
cgtgctgcgce
e
150

ccggcgcgat tcgcectcggceg
ccggcgcggt tcgccggcecag
ccggcgcggt tcgccggcecag
ccggcgcggt tcgccggcecag

R |
cgtggaagcg
cgcggggg-g
cgcggggg-g
cgcggggg-g

160

ccagaaatca
ccagacgcca
ccagacgcca
ccagacgcca

170

tggatttttg ggggaccacc
gggatttttg ggctgtcgcecc
gtgtcttttg gcgtgacgcecc
gtgtcttttg gcgtgacgcecc

R

taaagtttcc ggaacaccaa
tgaaagaccc gggggg--aa
agaaggcttc ggggga--aa
agaaggcttc gggggc--aa

210 220

260 270

cccctgettce
cccctgettce
cccctgettce
cccctgettce

caaccctcgt
cttccctcega
cgtccctcge
cgtccctcge

cctgattgaa
caggtaaaaa
caggaagaag
caggaagaaa
R |
cccac-gcag
ttgga-gaac
cttga-attc
cttgatactc

180

ggcccacctce gcc-tgcgg-
ggcacacctc gccgtgcggt
ggcccacctc gccgtgecgg-
ggcccacctc gccgtgcgg-
S L
190 200
cct-tgtggt tgttctggga
cccgcggggg ggtgttggga
cccgcggggg ggtgttggga
cccgcggggg ggtgttggga

230

280

acactctatt

caaagcggga
cacaccaaca

aaaaacatcg
caaaaaaaca

240

290

250
tttctcaatg
gccctcaaaa
gccctcaacc
gccctecctee
R

300
agggctaccg
ttgaggtttt
atggttcttg
ataatcgtcg

aaaa—-———-—- —————------ --—
aaacctaagt tgccccccaa gc
ggat----- t ctgcaattca ca
aaag-—-——- t tttccggaaa a-
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3. Comparacion y alineamiento de secuencias en la familia PL5.

PL5
PL5P1
PL5P21
PL5P22

PL5
PL5P1
PL5P21
PL5P22

PL5
PL5P1
PL5P21
PL5P22

PL5
PL5P1
PL5P21
PL5P22

PL5
PL5P1
PL5P21
PL5P22

PL5
PL5P1
PL5P21
PL5P22

PL5
PL5P1
PL5P21
PL5P22

10

agctcggtcg

ggacgctgca
ggacgctgca
ggacgctgca
ggacgctgca

60

110

ctcgatgggt
ctcgatgggt
ctcgatgggt
ctcgatgggt

ccgagaacaa
ccgagaacaa
ccgagaacaa
ccgagaacaa

20 30 40

ccttagggcc gaatggccgg
ccttagggcc gaatggccgg
ccttagggcc gaatggccgg
ccttagggcc gaatggccgg

70 80 90

caacttgatg tcgcccacca
caacttgatg tcgcccacca
caacttgatg tcgcccacca
caacttgatg tcgcccacca

R

120 130 140

R I

50
ccgcgcgcecg
ccgcgcgcecg
ccgcgcgcecg
ccgcgcgcecg
R ——
100
ggtgctgcgce
cgtgctgcgce
cgtgctgcgce
cgtgctgcgce

150

ccggcgcecgcet tcgccggcag
ccggcgcggt tcgccggcecag
ccggcgcggt tcgccggcecag
ccggcgcggt tcgccggcag

ccecctgettce
cccctgettce
cccctgettce
cccctgettce

R

g-ggggggce
gcggggggce
gcggggggce
gcggggggce

160

210

T I I
agacgccacg tccctcgecc
agacgccacg tccctcgecc
agacgccacg tccctcgecc

agacgccacg tccctcgecc

170 180

220 230

ggcccacctc gccgtgcggce
ggcccacctc gccgtgcggce
ggcccacctc gccgtgcggce
ggcccacctc gccgtgcggce
B R e I
190 200
Cgc-gggggg tggtgggggg
cgcggggggg tgttgggagt
Cgc-gggggg tggtgggaag
cgc-gggcgg ttgtgggaag
R

240 250

gttttttggg ggggccgceg
gtcttttggc gtgacgccca

ggtttttggc ggggcgccca
ggtttttggc ggttccccca

R [
gggcaaaatt tggttac---
ggcgcaactt gcgttca---

gggggaaatt gggttca---
gggggaaatt tgaataatcc

N

310
atttaca---
attcacacca
atttaaa---

gcccaag--a

gggagaagct
ggcagacgtg
aggagaaggg
aggaaaaaga

260 270 280

—-—aaaaattg
—-—aaaactcg
——aaaacccc
cgaaaaccat
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ccccccgaca
ccctccgceca

gaaggactcg
gaaggcttcg

cccceccceccca aaagggttcece
acctacaaaa aaaggattcc
S P T
290 300
gtgggttccg tttttgcacc
atggttcgcg ggattctgca

atgggtccgg ggaatttggce
tttgttttaa aacacatgtt



4. Comparacion y alineamiento de secuencias en la familia S3.

S3
S3pr1
S5P22
S3p21

S3
S3P1
S5P22
S3p21

S3
S3pr1
S5P22
S3pP21

S3
S3p1
S5p22
S3p21

S3
S3prl1
S5p22
S3p21

S3
S3prl
S5p22
S3p21

S3
S3pr1
S5p22
S3p21

ctcggtcgcet
-tcggtcgcet

gggacgctgc
gggacgctgc
gggacgctgc
cgggcggtge

60

cgatgggtcc
cgatgggtcc
cgatgggtcc
cgccggggte

accgagaaca
accgagaaca
accgagaaca
agggagaaca

20

R I I
gcccggcg-c ggttcgecgg
gcccggaa—-a ggttcgecgg
gcccggcg-c ggttcgecgg
gccagggacc gcttcgccag

A I
ggcgcggggg gccagacgcece
ggcgcggggg gccagacgcece
ggcgcggggg gccagacgcece
tccgcggccg ggcagacgcce

A I
agtgtctttt ggcgtgacgc
agtgtctttt ggcgtgacgc
gatggctttt ggcggggcgc
ggattttttg ggccttgcecct

110 120

160 170

210 220

tcgggcgcaa
tcgggggaaa

tcggggggat
gggggggatt
Sl

tcacac

260

cttgcgttca
tttgaaatca
tttgggatca
ggagaatccc

270

30

tt---agggc

tt---agggc

tt---agggc

cttacgcggc

R I
70

ac-aacttga
ac-aacttga
ac-aacttga
acaaaaatag
R
cagcccctgce
cagcccctgce
cagcccctgce
ctgccgcectgce
N ——
acgtccctcg
acgtccctcg
acgtccctcg
tccccectaa

ccaggcagac
ccaggaaaaa

ccagggagaa
ccatgaagaa

aaaactcgat
aaaaaaanat
aaaaccccat
gcgaaccaat

59

B e

40 50
cgaatggccg gccgcgcgcec
cgaatggccg gccgcgcgcec
cgaatggccg gccgcgcgcec
cgaatggccc ccccgaaccce

80

130

180

tgtcgcccac
tgtcgcccac
tgtcgcccac
tgtcgccca-
R
ttcggcccac
ttcggcccac
ttcggcccac
ttcggcccac

90

140

190

R
100
cacgtgctgc
cacgtgctgc
cacgtgctgc
gacccgctgce
e
150
ctcgccgtgce
ctcgccgtgce
ctcgccgtgce
ctggccgtgce

200

230

ccccgegggg gggtgttggg
ccccgcgggg gggtgttggg
ccccgc-ggg gggtgttggg
tcccgecggge tgttggggaa

240 250

280

gtgcccteccg
aagccctcaa
agaacctccc
cggaccaaaa

ggttcgcggg
gggtntttng

ggttcagggg
gagtttttgg

290

ccagaaggct
aaagaaagct
acaataggct
tgcgaaacct

300
attctgcaat
aaactaaaat
attaagggat
acgcaagttt



5. Alineamiento de secuencias en la familia S5.

S5
S5P1
S5P22
S5pP21

S5
S5P1
S5P22
S5pP21

S5
S5P1
S5P22
S5pP21

S5
S5P1
S5p22
S5p21

S5
S5pr1
S5p22
S5p21

S5
S5pr1
S5p22
S5p21

S5
S5p1
S5p22
S5p21

10 20

a--—--- gctc ggtcgctcga
—————————— ggtcgctcga
—————— gctc ggtcgctcga
aagcagtctc ggtcgctcga

60 70

gcgccgggac
gcgccgggac
gcgccgggac
gcgccgggac
R
ctgcgcccgg
ctgcgcccgg
ctgcgcccgg
ctgcgcccgg

110

160

gctgcaccga
gctgcaccga
gctgcaccga
ggtgcaagga
R
cgcggttcgce
cgcggttcgce
cgcggttcgce
cgcggttcgce

tgcggcgegg ggggccagac
tgcggcgegg ggggccagac
tgcggcgegg ggggccagac
tgcggcgegg ggggccagac

et

210
ggaggggttt
ggaagggttt

gggatggctt
ggaaaggttt

N I
260
attcgggggg
cttccggggg
cttcgggggg

attccggggg

S N |
ttgggggtgc
ttgggggctc

ttggcggggce
ttggcggcectc

aaatttgaat
aaatttgaat
attttgggat
aaaattgaa-

I T
310

ataaaa---—- -
atttaaaacc c
atttaaa-—-- -

acgc------ -

30

tgggtcctta
tgggtcctta
tgggtcctta
tgggtcctta

gaacaacaac
gaacaacaac
gaacaacaac
gaacaacaac

120 130

cggcagcccce
cggcagcccce
cggcagcccce
cggcagcccce

170 180

gccacgtccc
gccacgtccc
gccacgtccc
gccacgtccc

220 230

ccccaaggaa
ccccaaggaa

gcccagggag
tcccatggaa

270 280

acCaaaaacaa
Caaaaaaccc
Caaaaacccc
———aaacccc

60

80

B e
40 50
gggccgaatg —-gccggceccgce
gggccgaatg —-gccggceccgce
gggccgaatg —-gccggceccgce
gggccgaatg tgccggccgce

90 100

ttgatgtcgc
ttgatgtcgce
ttgatgtcgce
ttgatgtcgce
R
tgcttcggcc
tgcttcggcecc
tgcttcggcecc
tgcttcggcc

140

190

ccaccacgtg
ccaccacgtg
ccaccacgtg
ccaccacgtg
R
150
cacctcgccg
cacctcgccg
cacctcgccg
cacctcgccc

200

tcgecececgeg gggggtggtg
tcgececegeg gggggttgtg
tcgececegeg gggggtgttg
tcgececegeg gggggttgtg

aaaaaccccc
aaaaaacccc
aaagaacctc
aaaaaaccta

240

290

250
caaaaaaaag
ccacaaaaag
ccacaatagg
caaaaataag

300

accaaccccg gaatgttaca
aatgttctgg tgaatcttca

atggttcagg ggattaaggg
gaaaaccatc gagttttaaa



6. Comparacion y alineamiento de secuencias familia S7.

S7
S7rP1
S7P21
S7P22

S7
S7P1
S7P21
S7P22

S7
S7rP1
S7P21
S7P22

S7
S7P1
S7P21
S7P22

Ss7
S7pr1
S7p21
S7p22

s7
S7p1
s7p21
S7p22

s7
s7p1
s7p21
S7P22

10 20

-ctcggtcgce tcgatgggtc
gctcggtcgce tcgatgggtc
-—-—--cggtgc tcgatgggtc
gctcggtcgce tcgatgggtc

60 70

30 40

cttagggccg aatggccggce
cttagggccg aatggccggce

ttaggg---g gaatggcggc
cttagggccg aatggccggce

80 90

R —

50
cgcgcgceccgyg
cgcgcgceecgg
cgcgcgcecgg
cgcgcgecegg

100

gacgctgcac
gacgctgcaa
gacggtgcaa
gacgctgcac

R
cggcgcggtt
cggcgcggtt
cggggcggtt
cggcgcggtt

110

cgagaacaac
ggagaacaac
ggagaacaac
cgagaacaac
N

cgccggcage
cggcggcage

cggcggcage
cgccggcage

aacttgatgt
aacttgatgt
aacttgatgt
aacttgatgt

cgcccaccac gtgctgcgcec
cgcccaccac gtgctgcgcecc
cgcccaggcg tgcctgcgcec
cgcccaccac gtgctgcgcec

120

ccctgcttecg gcecccaccteg
ccctgcttecg gcccgectceg
ccctgcttecg gcceccgecteg
ccctgcttecg gcccacctceg

130 140

R ——
150
ccgtgeggeg
ccgtgeggeg
ccctgcggtt

ccgtgeggeg

I e O I
cggggggcca gacgccacgt
cggggggccg gacgccacgt
cggggggcca gacaccactt
cggggggcca gacgccacgt

..

cttttggcgt gacgcccagg
cttttgtcgg gtctcccagce
cttttgtcgg ctctcccatce
cttttggcgt gacgcccagg

160 170

R

260
gcgcaacttg
gggtgaattg

gggtgaattg
gcgcaacttg

310

cgttcaaaaa

cgttcaaaaa

320

N ——
ccctecgeccece
ccctcecteccec
ccctcteccce
ccctecgeccce

210 220 230

caga-cgtgc
gagaaagaac
gataaagaac
caga-cgtgc

270 280

ctcgatggtt
tccecgcecgaac
tccecgcgaac
ctcgatggtt

180

N I R
190 200
gcggggggtyg ttgggagtgt
ccggggggtyg ttgggaaacy
gcgggeggeg ttgggagact
gcggggggtyg ttgggagtgt

cctcecgcecag
ctaccaaaaa
ctaccaaaaa
cctccgceccag

240

250
aaggcttcgg
gggataccgg

gggattccgg
aaggcttcgg

ttcacaccac ggatcc——-——-- -
tttgcaccag aagc————-—-- -
gttgcgcccg aagccttttg g
ttcacacccc ggatc—-——---- -

61

S P T
290 300
cgcgggatte t-—---- gcaa
cattcggttt ttgaacggat
cattcggttt ttgaacccaa

cgcgggatte t-—---- gcaa



