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ALGUNOS ASPECTOS GENETICOS Y BIOQUiMICQS DE LAS
ANTOCIANINAS EN POBLACIONES CRIOLLAS DE MAIZ DE GRANOS
PIGMENTADOS

Edgar Espinosa Trujillo, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2008

La variabilidad del color de grano en 114 poblaciones criollas de maiz se clasificé
en seis grupos, en el ciclo agricola PV-2003. Se seleccionaron seis poblaciones, una
del blanco, una del amarillo, una del rojo (rojo-2), dos del azul (azul-1 y azul-2) y
una del purpura (rojo-1), para establecer un sistema de cruzas dialélicas en el
ciclo agricola PV-2004. En la F: semilla de las cruzas hubo diferencias entre
progenitores, en la cantidad de antocianinas y su distribucion en el pericarpio y
en la capa de aleurona. Los efectos aditivos (ACG) y maternos (EM) fueron
sobresalientes para el grosor del pericarpio y de la aleurona, para la
concentracion de antocianinas en las mismas estructuras y para su concentracion
por unidad de peso de grano (CAxg). Por sus efectos de ACG y EM los progenitores
rojo-1 y azul-1 fueron los mejores. En el ciclo agricola PV-2005 se establecieron
dos experimentos, uno bajo el disefio de bloques completos al azar con tres
repeticiones donde se midieron variables agrondémicas; el segundo consistié de un
solo bloque, incluyendo las 30 cruzas posibles y los seis progenitores, obteniendo
la semilla F2 con polinizacion controlada, para medir el color del grano, la CAxs y
el rendimiento de antocianinas por planta (RApia) y por unidad de superficie
(RAna). En esta F2, los de ACG fueron los sobresalientes para todos los caracteres
mencionados. Los ER fueron significativos s6lo para RAyia. La mejor cruza para
CAx; fue rojo-1 x rojo-2 (383.6 mg kg1, con 50.9 % de heterosis) y para RAn. fue
rojo-1 x azul-2 (2.9 kg hal, con 32.6 % de heterosis). Los progenitores azules y
rojos presentaron: cianidina, peonidina y pelargonidina en sus formas
glucosiladas y aciladas. Los mejores progenitores en CAx; presentaron diferencias
en su actividad antioxidante, siendo el rojo-1 el de valores mas altos, lo cual se
explico por su mayor acumulacién de antocianinas glucosiladas.

Palabras clave: antocianinas, pigmentos, aptitud combinatoria, maiz criollo, heterosis.




SOME GENETIC AND BIOCHEMICAL ASPECTS OF ANTHOCYANINS
OF NATIVE MAIZE POPULATIONS WITH PIGMENTED KERNELS

Edgar Espinosa Trujillo, Ph.D.
Colegio de Postgraduados, 2008

The color grain variation of 114 maize native populations was classified in six gropus,
during the spring-summer cycle of production of 2003. Six populations were selected,
one of the white group, one of the yellow, one of the red (red-2), two of the blue (blue-
1 and blue-2) and one of the purple (red-1), to stablish a diallelic cross system during
the spring-summer cycle of 2004. There were differences on the F; seed of crosses
between parental populations on anthocyanin amount, and its distribution in the
pericarp and aleurone layer of the grain. The additive (GCA) and maternal effects
(ME) were significant for pericarp and aleurone thickness, in their anthocyanin
concentration and anthocyanin concentration per unit weight of grain (ACye). The
parental populations red-1 and blue-1 were outstanding due to their GCA and ME. In
2005 two experiments were stablished on the spring-summer cycle, in one of them
were evaluated agronomic traits and at the other, F2 seed of the 30 possible crosses
(direct and reciprocal) and the six parental populations was obtained by hand
pollination in order to measure grain color, ACy; and anthocyanin yield (AY) per
plant (AYyta). In this generation (Fz seed), GCA resulted significant for the four traits
mentioned before. Reciprocal effects were significant only for AYpt.a. The cross red-1 x
red-2 outyielded the other crosses in ACy (383 mg kg'!, with 50.9 % of heterosis) and
the cross red-1 x blue-2 was the best in AYnha (2.9 kg ha'l with 32.6 % of heterosis).
The red and blue parental populations presented acylated types of cyanidin, peonidin
and pelargonidin. The concentration and proportion of them were related with color
and color intensity of the grain. The best ACy, parental populations presented
differences in their antioxidant activity; red-1 had the highest values, wich were

explained by the high accumulation of glucosilated anthocyanins.

Key words: anthocyanins, natural pigments, combining ability, native maize,

populations, heterosis.
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Capitulo 1

I. INTRODUCCION GENERAL

México es considerado como el centro de origen y domesticacion del maiz, asi
como el punto de distribucion de esta especie (Zea mays spp. mays) hacia varias
regiones del mundo (Miranda, 2003; Matzuoka, 2005). El proceso de
domesticacion fue llevado a cabo por los grupos étnicos, dando lugar a una amplia
variabilidad en caracteristicas de la planta, de la mazorca y delgrano
(Johannessen, et al., 1970), que al estudiarse permitié clasificarla en razas y
subrazas (Hernandez X., 1985). Dentro de razas y entre ellas existe gran
variacion en el color del grano, lo que se ha comprobado en las razas mexicanas
(Wellhausen et al., 1951), peruanas (Grobman et al., 1961) y en otras cultivadas
en varios paises (Goodman y Bird, 1977); por ello, es habitual observar e
identificar colores de grano, como blanco, amarillo, anaranjado, café, azul, rojo,
guinda, negro, purpura, pinto, variegado y moteado (Johannessen, 1982; Aragon,
2006), entre otras tonalidades, cuya caracterizacion es inconsistente y subjetiva
(Ron et al., 2006). No obstante, Johannessen (1970) menciona que el color del
grano tuvo un significado religioso, relacionado con las cuatro direcciones
cardinales por las que el viento corre: amarillo al norte, azul al oeste, rojo al sur y
blanco al este. En algunos nichos ecolégicos de México, los colores del grano son
marcadores fenotipicos de la precocidad que los productores asignaron a las
variedades criollas a través de selecciéon (Munoz, 2003). Asi, los tonos rojo y azul
se seleccionaron por razones culturales, entre ellas las estéticas, lo cual fue
posible porque en determinado tiempo y espacio los genes codificadores de
factores de transcripcion (r1 y c¢I) manifestaron un cambio en sus secuencias de
bases por efecto de transposones (genes moviles), lo que les confirié la capacidad
de activar los genes de la ruta de biosintesis de antocianinas, pigmentos

responsables de estos colores de grano (Doebley et al., 2006).

Las variantes de color de grano contintan sembrandose en Meéxico como

poblaciones criollas, las cuales son nativas de las diferentes regiones
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agroecologicas del pais y son consideradas asi, desde el punto de vista genético,
geografico y cultural; entre ellas predominan los colores blanco y amarillo sobre el
azul, rojo y los pintos; comportamiento relacionado con la mayor demanda del
grano blanco en el mercado, mientras que los demdas colores comunmente se
destinan al autoconsumo (Brush y Perales, 2007) y fueron menospreciados en la
politica enfocada al mejoramiento genético y a la comercializaciéon del maiz blanco
en el pais (Munoz, 2003). En el mismo sentido, en la industria de la harina de
maiz es deseable el grano de color blanco, ademas de que éste sea grande,
uniforme, denso, que su pericarpio se desprenda con facilidad y que se haya
desarrollado en mazorcas con olote blanco (Pajic, 2007), ya que los granos
obtenidos de olotes rosados y rojos contienen compuestos fendlicos que le
confieren un color indeseable a los productos derivados (Serna, 2004), como la
tortilla elaborada con granos cremosos que tienen alto contenido de &cidos
fenoélicos, donde el color resultante no es completamente blanco, por lo cual el
producto no es aceptado por el consumidor y tampoco el grano es facil de
comercializar (Salinas et al., 2007). Por el contrario, el grano azul se reconoce
actualmente como un tipo “especial” de maiz destinado a la produccion de harina
“organica” y a la elaboracion de frituras (Serna, 2004); no obstante, siempre se ha
usado el maiz azul y rojo en una amplia variedad de alimentos mexicanos (Cortés
et al., 2005; Munoz, 2003). Inclusive, en algunas zonas del pais la masa y tortillas
hechas a partir de maices criollos azules presentan mayor calidad nutracéutica

que las elaboradas con maiz blanco (Rangel et al., 2004).

Por otra parte, las plantas de maiz en ambientes de clima templado-frio y alta
irradiancia acumulan antocianinas y otros flavonoides en las vacuolas de las
células epidérmicas foliares, como un mecanismo de fotoproteccion de los
cloroplastos a esas condiciones (Pietrini et al., 2002; Irani y Grotewold, 2004).
Inclusive, estos pigmentos se acumulan en cualquier érgano vegetativo de la
planta, en respuesta a la radiacion ultravioleta (UV-B) (Singh et al., 1999). Por

ello, estos pigmentos junto con la expresiéon de una amplia variedad de proteinas,
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le confieren tolerancia a la radiacion UV-B a determinadas razas de maiz que se
cultivan en los Valles Altos Centrales de México (Casati et al., 2005), lo cual es
importante puesto que a largo plazo se espera que se incremente este tipo de

radiacién, como consecuencia del cambio climatico global (Caldwell et al., 2003).

Las antocianinas son compuestos derivados del metabolismo secundario y
pertenecen al grupo de fitoquimicos conocido como flavonoides. Una de sus
propiedades Opticas es el color por lo que se denominan pigmentos, los cuales
pueden encontrarse acumulados en vacuolas de hojas, flores, frutos, semillas y
otros 6rganos de la planta (Tanaka, 2008). Su estructura quimica se compone de
una antocianidina o aglucén, de la cual se conocen varios tipos (pelargonidina,
cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina y malvidina) con base en el nimero
y posicion de los grupos hidroxilo (OH) y metoxilo (OCHs), de una o varias
moléculas de carbohidrato, comtinmente glucosa, y de varios 4cidos organicos. De
esta manera, la combinacion de las moléculas origina mas de 500 estructuras de
antocianinas, de las cuales el 50% se basa en cianidina, 12% en pelargonidina,
12% en delfinidina, 7% en petunidina y 7% en malvidina (De Pascual y Sanchez,

2008).

Debido a la presencia de grupos hidroxilo y grupos acilo en su estructura quimica,
las antocianinas tienen propiedades antioxidantes, antinflamatorias y previenen
el desarrollo de varios tipos de cancer (Kowalczyk et al., 2003); es decir, las
propiedades dependen del tipo de antocianina (Chen et al., 2007; Mazza, 2007).
Es por esto que el grano de maiz azul y purpura son objeto de estudios
fitoquimicos para determinar el contenido y tipo de antocianinas, su variacién por
efecto del ambiente, ademas de ensayos biomédicos para conocer su actividad
biolégica (Jing, 2006; Pedreschi, 2005). En este contexto, por su contenido de
flavonoides se considera al maiz azul una fuente de compuestos nutracéuticos

(Serna, 2004).
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Como el mejoramiento genético de caracteristicas agronémicas del maiz azul es
aun incipiente (Antonio et al., 2004) y en vista de la gran utilidad del maiz
pigmentado con antocianinas, resulta elemental generar mayor conocimiento,
adicional al obtenido por los productores (fitomejoradores tradicionales) sobre las
propiedades de los maices, en funcién del color del grano, que permitan disenar
una estrategia de mejoramiento genético del maiz enfocado al desarrollo de
poblaciones con alto contenido de antocianinas que cubra las necesidades

humanas: nuticionales, de salud, industriales y otras.

La presente investigacion se conforma de varios capitulos. En el II y el III se
muestra una revisiéon y analisis de la informacion cientifica disponible sobre la
ruta biosintética de las antocianinas en las plantas, de los genes estructurales
que codifican las enzimas cataliticas y aquellos que codifican los factores que
regulan la transcripcion de los genes estructurales. El Capitulo IV contiene el
analisis de la variabilidad del color de grano de 114 poblaciones de maiz, la cual
se clasifica en seis tipos de color, con base en el anilisis de componentes
principales y de agrupamiento. En el Capitulo V se presentan los resultados del
analisis de los efectos maternos sobre el contenido y distribucién del pigmento en
las estructuras del grano de la generacion F; semilla, resultante de un sistema de
cruzas dialélicas entre seis poblaciones criollas de maiz seleccionadas de los
grupos delimitados por su color de grano. El Capitulo VI muestra el analisis de la
aptitud combinatoria de las caracteristicas agronémicas y de la heterosis para el
contenido de antocianinas por unidad de peso de grano, asi como el rendimiento
de antocianinas por unidad de superficie, expresadas en la Fz semilla,
considerando cuatro poblaciones pigmentadas y una incolora. El Capitulo VII
trata del contenido por unidad de peso de grano, su relacién con el color y con la
actividad antioxidante; también se determinan los tipos de antocianinas
encontrados en los progenitores pigmentados y en algunas cruzas sobresalientes
por su alto contenido de pigmento. Finalmente, en el Capitulo VIII se presenta la

discusion general de los resultados de la presente investigacion, dando énfasis a
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los criterios por considerar en el mejoramiento genético para la obtencion del
arquetipo de maiz para alto rendimiento de antocianinas por planta y por unidad
de superficie asi como el énfasis que debe darse al maiz criollo mexicano como

alimento funcional.

OBJETIVOS

Los objetivos de indole general definidos para el presente trabajo son:

1) Hacer un analisis de la informacién cientifica disponible sobre la ruta de

biosintesis de antocianinas y sobre su control genético en las plantas.

2) Analizar la variabilidad fenotipica del color de grano de 114 poblaciones de
maiz usando las técnicas multivaridas de componentes principales y de

agrupamiento.

3) Estudiar los efectos maternos sobre la biosintesis, acumulacién y distribucién
de las antocianinas en las estructuras del grano desarrollado en las cruzas
posibles (directas y reciprocas) entre seis poblaciones criollas de maiz

contrastadas en color de grano.

4) Cuantificar los efectos de Aptitud Combinatoria General, Aptitud
Combinatoria Especifica, Maternos y Reciprocos de las caracteristicas
agronomicas, del contendio de antocianias y de su rendimiento por unidad de
superficie, en las cruzas posibles de cinco poblaciones criollas contrastadas en su

color y contenido de antocianinas.

5) Determinar los tipos de antocianinas acumulados en el grano de poblaciones de
de color azul y rojo y sus cruzas, asi como cuantificar la actividad antioxidante del
extracto de las antocianinas como uno de los criterios para valorar sus

propiedades nutracéuticas.
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HIPOTESIS

1) La ruta de biosintesis de antocianinas en el maiz es un sistema metabdlico
complejo, de manera que la producciéon y acumulacion de este pigmento en el

grano se puede estudiar como una caracteristica cuantitativa.

2) Los granos de poblaciones criollas de maiz se clasifican en patrones de color,

considerando su medicién objetiva y subjetiva, mediante su analisis multivariado.

3) La seleccién de poblaciones representativas de los grupos de color de grano y la
formacion de cruzas posibles entre ellas, permite determinar la magnitud de los
efectos maternos de la acumulacién y distribucion de las antocianinas en la Fy
semilla, de manera que los progenitores pigmentados presentaran el mayor efecto

con respecto a los incoloros.

4) Los efectos aditivos, estimados mediante la Aptitud Combinatoria General, son
los que explican la expresion fenotipica de las caracteristicas agronomicas, de la
concentracion de antocianinas por unidad de peso de grano y del rendimiento del

pigmento por unidad de superficie.

5) La combinacion y concentraciéon de los tres tipos béasicos de antocianinas:
cianidina, pelargonidina y delfinidina, en sus formas glucosiladas y aciladas,

determinan la coloracion del grano de las poblaciones azules y rojas.
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II. BASES BIOQUIMICAS DE LA ACUMULACION Y FUNCION DE LAS
ANTOCIANINAS EN MAIZ

RESUMEN
Las antocianinas son compuestos derivados del metabolismo secundario de las
plantas. En las flores cumplen la funcién de atraer insectos polinizadores y en las
hojas protegen las células del mesoéfilo del dafio por radiacion ultravioleta. En
general, su biosintesis se estimula por factores ambientales, principalmente con
niveles estresantes. En maiz estos compuestos se biosintetizan y acumulan en
tallo, hojas y érganos reproductores. Su acumulacion en el grano de maiz fue
producto de la seleccién practicada por los grupos étnicos mesoamericanos, dando
lugar a variantes de color dentro de razas. Los colores comunmente encontrados
son rojo, azul y negro-purpura. La estructura quimica de las antocianinas se va
formando a través de una ruta biosintética en donde participan ocho enzimas:
chalcona sintetasa, chalcona isomerasa, flavonoide-3-hidroxilasa, flavonoide-3’-
hidroxilasa, flavonoide-3’,5’-hidroxilasa, dihidroflavonol reductasa, antocianidina
sintetasa, flavonoide glucosil transferasa (CHS, CHI, F3H, F3’'H, F3’5’'H, DFR,
ANS y FGT, respectivamente) las cuales desarrollan la biosintesis en la superficie
del reticulo endoplasmico. Las antocianinas béasicas son: cianidina-3-glucésido,
pelargonidina-3-glucésido y delfinidina-3-glucésido. Su transporte y acumulacion
en las vacuolas requiere de la enzima GST, ésta conjuga las antocianinas con
glutation para facilitar su ingreso a la vacuola. Existe otra ruta de transporte de
las antocianinas hacia las vacuolas, en donde son envueltas en vesiculas
membranosas derivadas del reticulo endopldsmico. Dentro de las vacuolas las
antocianinas cambian estructuralemente, cuando otras enzimas afnaden a la
estructura béasica moléculas de glucosa (flavonoide glucosiltransferasas),
moléculas de acidos organicos (antocianina aciltransferasas) y grupos metilo

(antocianina metiltransferasas) lo que amplia la variacion en tipos de
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antocianinas. Estas nuevas formas son ma&as estables a ciertas condiciones
ambientales y causan cambios en la tonalidad e intensidad del color de los granos.
La ruta de biosintesis es compleja ya que varias enzimas (F3H, F3'H, F3’5’H y
DFR) compiten por los mismos sustratos, aunque algunas tienen mayor afinidad
o preferencia por un determinado sustrato. En el grano de maiz se han
encontrado antocianinas conformadas por cianidina, pelargonidina, peonidina y
malvidina. La peonidina es una versiéon transformada de la cianidina y la
malvidina es derivada de la delfinidina.
Cuando la enzima DFR no es funcional, la ruta biosintética se desvia hacia la
produccion de flobafenos, pigmentos que se acumulan en las paredes celulares del
pericarpio y le confieren un color rojo-ladrillo.
La ruta bisintética de las antocianinas se considera un modelo de estudio para
conocer la estructura de los genes, su expresion y regulacién, asi como para el
conocimiento profundo de la funcién de las enzimas participantes.
Palabras clave: antocianinas, biosintesis, pigmentos, maiz pigmentado,
enzimas.

INTRODUCCION
En maiz existen dos rutas biosintéticas de flavonoides, en una se producen los
compuestos 3-hidroxiflavonoides como las antocianinas, y en la otra, se producen
3-desoxiflavonoides como: 3-desoxiantocianinas, 3-desoxiproantocianidinas,
flobafenos y flavanas (Stafford, 1998; Schijlen et al., 2004). Las antocianinas son
compuestos coloridos producidos por las plantas superiores de la mayoria de las
familias, excepto Aizoaceae, Amaranthaceae, Basellaceae, Cactaceae,
Chenopodiaceae, Didiereaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae y Portulacaceae,

las cuales producen pigmentos denominados betalainas (Iwashina, 2000).

El color amarillo del grano de maiz estd relacionado con la biosintesis de
carotenoides, pero el rojo cereza, el azul y el negro-purpura, con sus tonalidades
4

intermedias, son producidos por las antocianinas; mientras que el “blanco’

resulta de la ausencia de esos pigmentos (Ford, 2000). El color rojo-ladrillo del
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pericarpio obedece a la acumulacion de flobafenos, que son flavan-4-oles
polimerizados (Koes et al., 2005). En el grano, la presencia de antocianinas se da
en el eje embrionario (Sturaro et al., 1996), en la capa de aleurona (Becraft, 2007)
y en el pericarpio (Gonzéalez et al., 2008); estos patrones de pigmentacién forman
parte de la variabilidad fenotipica y genética que existe en las razas mexicanas de
maiz, que ha sido desarrollada por los agricultores nativos de Mesoamérica
(Johannssen, 1970) cuyos moéviles de seleccion bajo domesticacion fueron de
indole alimenticio, ornamental y ceremonial (Hernandez X., 1985; Johannessen et

al., 1980).

Respecto a los 6rganos vegetativos, las plantas de maiz en ambientes de clima
templado-frio y con alta irradiancia acumulan antocianinas y otros flavonoides en
las vacuolas de las células epidérmicas foliares (abaxial/adaxial), como un
mecanismo de fotoproteccion de los cloroplastos bajo esas condiciones (Pietrini et
al., 2002); inclusive, se acumulan en cualquier érgano vegetativo en respuesta a
la incidencia de radiacion ultravioleta (UV-B) (Singh et al., 1999). Estos
pigmentos, junto con la expresion de una amplia variedad de proteinas, en
algunas razas de maiz cultivadas en las tierras altas de México les confieren
tolerancia a los rayos UV-B (Casati et al., 2005) lo cual es importante estudiar ya
que se espera que en el futuro se incremente este tipo de radiaciéon con el

inminente cambio climatico global (Caldwell et al., 2003).

Entender bioquimicamente la ruta biosintética de las antocianinas ha sido
fundamental para emprender o encausar los programas de mejoramiento genético
de especies ornamentales, con fines de generar variantes atin mas atractivas
(Martens et al., 2003; Ando et al., 2004) o con el objetivo de incrementar la
concentracion del pigmento en los tubérculos (Solanum tuberosum e Ipomoea
batatas) que conlleva a mejorar la calidad del producto (Yoshinaga et al., 1999;
Brown et al., 2003). En el caso de los cereales, se ha reconocido que los granos
contienen una amplia variedad de fitoquimicos, incluidas las antocianinas, con

propiedades nutracéuticas de gran relevancia en la salud y nutricion humanas
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(Dykes y Rooney, 2007; Liu, 2007). Algunos estudios de grano del maiz rojo, azul
y negro-purpura reportan que contienen variados compuestos fendlicos que
establecen un sinergismo en la actividad antioxidante, protegiendo las células
humanas (De la Parra et al., 2007; Pedreschi y Cisneros, 2007). Particular énfasis
se ha hecho para elucidar el potencial que tienen las antocianinas del maiz y del
arroz para controlar el desarrollo de las células cancerosas en los humanos (Ni et
al., 2006; Pedreschi y Cisneros, 2006), asi como otros beneficios a la salud:
mejoran la capacidad visual, ayudan a la funciéon cerebral, previenen de la
obesidad y diabetes, protejen contra el desarrollo de tulceras gastrointestinales
inducidas por ingestién de alcohol, y previenen enfermedades cardiovasculares
(Espin et al., 2007). Es por estas razones que el maiz puede considerarse una
fuente de pigmento natural de uso tanto en la nutracéutica como en la industria

de los alimentos y de los cosméticos.

De acuerdo con Dong et al.(2001) es posible entender la ruta de biosintesis de las
antocianinas en el maiz con base en estudios de otras especies vegetales; por
consiguiente, en esta revision se plantea como objetivo compilar y analizar la
informaciéon cientifica disponible acerca de la ruta de biosintesis de las
antocianinas y los desoxiflavonoides (flobafenos y 3-desoxiantocianidinas
[apigenidina y luteolinidina]) en las plantas superiores, para establecer las bases
bioquimico-fisiolégicas que permitan entender: la presencia de tales pigmentos en
los 6rganos reproductivas y vegetativas de la planta; su potencial de sintesis y
acumulacion en algunas razas y variedades de maiz de México; asi como
respaldar la definicion de estrategias para el mejoramiento de esta especie para
producir alto contenido de antocianinas en el grano y otros organos de

acumulacion.

GENERALIDADES
Los compuestos fenélicos o polifenoles son componentes de los alimentos de origen

vegetal y representan el grupo mas grande de metabolitos secundarios (méas de

10
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6000 moléculas identificadas). El interés sobre estos compuestos radica en su
funcién: como sustratos en reacciones de oscurecimiento oxidativo y
antioxidantes, para mejorar la calidad organoléptica y nutricional de frutos y
vegetales; por su participacién en el desarrollo y metabolismo de las plantas, asi
como por su actividad fisiolégica en los humanos (Kroll et al., 2003).

Manach et al. (2004) agrupan a los compuestos fenélicos por el namero de anillos
fenoélicos que conforman su estructura y de los elementos que se unen a estos
anillos; asi, los compuestos son: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos y
lignanos. Otra forma de agrupacion es la de Kroll et al. (2003), hecha con base en
el nimero de atomos de carbono que constituyen su estructura quimica. Un
primer grupo incluye a los derivados del acido hidroxibenzoico, cuya estructura
general es Cs-C1 (por ejemplo, el acido salicilico y el galico); variantes de este
grupo surgen por la hidroxilacion y metoxilacion del anillo aromatico basico
(bencénico). Otro grupo es el que presenta la formula general Ces-Cs, son derivados
del 4acido hidroxindmico que conforman una serie de &acidos trans-
fenilpropendicos; los mas comunes son los acidos caféico, ferilico, sinapico, p-
cumadrico y clorogénico. Dixon et al. (2002) indican que los dos primeros grupos
también se consideran fenilpropanoides, ya que son derivados de la desaminacion
de la L-fenilalanina, por medio de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL). El
tercer grupo lo constituyen los flavonoides, con mas de 4000 compuestos
caracterizados. Presentan dos anillos aromaticos nombrados A y B, maéas el
heterociclo que contiene un atomo de oxigeno (C) (Figura 2.1); éste es un grupo
amplio y diverso, con estructura Ce-C3-Cs (Kroll et al., 2003; Yu et al., 2006). Por
su parte, Dixon et al. (2002) consideran a los flavonoides como fenilpropanoides
complejos, porque resultan de la condensaciéon de una unidad de fenil-propano con

una unidad de acetato, esta ultima derivada del malonil coenzima-A.

11
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Figura 2.1. Estructura quimica general de los flavonoides. A, B y C son anillos

aromaticos. Los nimeros indican los carbonos de la molécula.

A su vez, los flavonoides tienen varias subclases, tales como: chalconas, flavonas,
flavonoles, flavandioles, antocianinas, proantocianinas y auronas (Shirley, 2001).
Manach et al. (2004) los subdividen, dependiendo de la estructura del anillo C, en:
flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianinas, y flavanoles
(catequinas y proantocianidinas). Los tipos mas frecuentemente encontrados en
las semillas son los flavonoles, las antocianinas, los flobafenos, las isoflavonas y
las proantocianidinas o taninos condensados (Lepiniec et al., 2006).

La mayoria de las enzimas involucradas en la produccion de flavonoides se
encuentran ligadas al reticulo endopldsmico, posiblemente en un complejo
multienzimatico; es decir, que el sitio celular exclusivo donde ocurre la sintesis de
los flavonoides es el citoplasma (Wagner y Hrazdina, 1984). En Arabidopsis se ha
encontrado que las enzimas que se agrupan en complejos (metabolones) sobre el
reticulo endoplasmico son: chalcona sintetasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI),
dihidroflavonol reductasa (DFR), flavonoide 3-hidroxilasa (F3H) (Lepiniec et al.,
2006). Si bien, las enzimas CHS, CHI, F3H, DFR y antocianidina sintetasa (ANS)
forman wun conglomerado, sus productos intermediarios estan sujetos a
modificaciones complejas como hidroxilaciéon, metilacién, esterificacion o
glucosilacion. Puesto que varias de estas enzimas utilizan méas de un sustrato, la

ruta biosintética no es lineal sino un sistema complejo (Irani et al., 2003).
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LAS ANTOCIANINAS DEL MAIZ
Para su estudio, la ruta de biosintesis de las antocianinas en las plantas se divide
en cinco fases: 1) sintesis de chalconas, 2) sintesis de flavonoles, 3) sintesis de
antocianinas, 4) modificacién estructural de las antocianinas (Yu et al., 2006) y 5)
transporte de antocianinas hacia las vacuolas (Kitamura, 2006), mismas que se
explican a continuacion:
1) Sintesis de chalconas
Produccion de los compuestos precursores. Para la formacion de las
chalconas existen dos precursores: p-cumaril-coenzima-A (CoA) y malonil-CoA,
derivados de la fenilalanina y de acetil-CoA, respectivamente (Saito y Yamazaki,
2002).
La acetil-CoA es una biomolécula importante en las plantas y se deriva del acido
piruvico que se sintetiza en las mitocondrias y en los cloroplastos, principalmente.
Dado que no traspasa las membranas mitocondriales, la acetil-CoA se regenera
en el citoplasma mediante la enzima ATP-citratoliasa, a partir de citrato
sintetizado en la mitocondria y usando la acetil-CoA (Fatland et al., 2005). Es a
partir de la carboxilaciéon de la acetil-CoA, catalizada por la enzima acetil-CoA
carboxilasa (ACC, EC 6.4.1.2), que se forma la malonil-CoA, la cual es importante
en la biosintesis de acidos grasos, de flavonoides y de otros metabolitos
secundarios (Hayashi y Satoh, 2006). Existen dos tipos de ACC en las plantas, la
heteromérica y la homomérica, localizadas en los plastidios y en el citoplasma,
respectivamente. La familia Poaceae sélo presenta la forma homomeérica, que
participa en la produccién de malonil-CoA en el citoplasma (Sasaki y Nagano,
2004).
El aminoacido fenilalanina se produce en la ruta del shiquimato (Yu y Jez, 2008)
y para convertirse en p-cumaril-CoA son necesarias tres enzimas: fenilalanina
amonioliasa (PAL, EC 4.3.1.5), cinamato-4-hidroxilasa (C4H, EC 1.14.13.11) y 4-
cumaril-CoA ligasa (4CL, EC 6.2.1.12) (Davies y Schwinn, 2006). Es comun

reportar para cada enzima su nimero de identificaciéon internacional (EC).

13




Capitulo II

La enzima PAL remueve el grupo amino y el protén pro-S de la L-fenilalanina
produciendo acido trans-cindmico. Esta enzima no requiere de cofactores y tiene
un peso molecular de 310-340 kDa. En monocotiledoneas PAL es similar a la
tirosina amonio liasa (TAL) (Davies y Schwinn, 2006). Especialmente en maiz, la
PAL es mas activa en un pH de 8.7 en comparacion con la TAL (Havir et al.,
1971).

La enzima C4H agrega grupos hidroxilo en el carbono 4 del acido trans-cinamico,
en presencia de oxigeno molecular, para formar el acido trans-4-cumarico. Este
acido es reactivado posteriormente con la enzima 4CL anadiendo CoA para
formar un éster de 4-cumaril-CoA, reaccion que requiere de adenosin trifosfato
(ATP) y Mg2+ como cofactores (Yu et al., 2006); este compuesto es intermediario

en la ruta general de los fenilpropanoides (Yu y Jez, 2008).

Produccion de chalconas mediante la chalcona sintetasa (CHS, EC
2.3.1.74). Ya con los precursores, la ruta biosintética de las antocianinas inicia
con la biosintesis de chalconas, catalizado por CHS; las chalconas son de color
amarillo, pero cuando la enzima no es funcional se producen flores blancas, por la
ausencia de tales compuestos (Schijlen et al., 2004). En gerbera esta enzima
acepta como sustrato al 4-cumaril-CoA y al cafeil-CoA, pero la mayor sintesis de
chalconas resulta de 4-cumaril-CoA (Martens y Forkmann, 2000). En Verbena
hybrida esta enzima usa cafeil-CoA y en Cosmos spp usa feruil-CoA (Ben et al.,
2002). En gerbera, la CHS reacciona en pH de 6.0 a 6.5 (Martens y Forkmann,
2000), pero en Antirrhinum majus el pH (7.0 a 7.5) adecuado para la reaccién de
la enzima depende del sustrato (cafeil-CoA o p-cumaril-CoA) (Hatayama et al.,
2006). La CHS se estudié por primera vez en Petroselinum crispum (Petersen et
al., 1999).

Por su estructura, la CHS se clasifica como policétido sintetasa tipo III (PKS-III).
Es wuna enzima homodimérica con dos subunidades funcionalmente

independientes de 40 a 45 kDa (Springob et al., 2003; Irani et al., 2003). En
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alfalfa la CHS tiene un tamafio de 84 kDa (Knaggs, 2001). Se encuentra en el
citoplasma o asociada con membranas del reticulo endoplasmico o de la vacuola
(Petersen et al., 1999) y no requiere de cofactores (Jende, 1993). En maiz, el gene
que codifica para esta enzima, en combinacién con otros genes reguladores, se
expresa en varias partes de la planta: pericarpio, capa de aleurona, espiga,
totomoxtle y vainas foliares (Della Vedova et al., 2005).

La CHS condensa tres unidades de acetato (C2), derivadas de malonil-CoA, con
una molécula de p-cumaril-CoA mediante adiciones descarboxilantes (Hatayama
et al., 2006; Schijlen et al., 2004; Irani et al., 2003), liberandose tres moléculas de
COz2 (Petersen et al., 1999). El tetracétido resultante es un compuesto
intermediario y se cierra para formar 2’,4,4’,6-tetrahidroxichalcona, también
conocida como chalcona naringenina (Springob et al., 2003). Cuatro residuos son
los que participan en la catalisis (Cys-164, His-303, Ans-336 y Phe-215), Cys-164
funciona como nucleéfilo y como sitio de unién de los policétidos intermediarios;
His-303 actiia como base para la desprotonacion del grupo tiol; Ans-336 y Phe-215
participan en la descarboxilaciéon de la malonil-CoA; Asn-336 forma un puente de
hidrégeno con el carbonilo del oxigeno del tioéster y ayuda a estabilizar el enolato
generado, mientras que Phe-215 cierra el carboxilato de malonil-CoA (Knaggs,
2001).

Los mecanismos cataliticos inician con la unién de p-cumaril-CoA hacia Cys-164
en una reaccion regulada por His-303, luego, la primera molécula de malonil-CoA
se agrega para su descarboxilacién y es promovida por Asn-336 y Phe-215, para
dar lugar al enolato de acetil-CoA. Esta molécula se transforma en un dicétido
intermediario cuando la enzima CHS se une nuevamente al tioéster (Knaggs,
2001) el cual se trasfiere hacia el residuo Cys-164 donde presenta dos ciclos de
alargamiento. El tetracétido resultante presenta una condensacién de Claisen
intramolecular, para dar origen a otra estructura fugaz y se libera el Cys-164,
enseguida ocurre la aromatizacion de la estructura fugaz para producir la

chalcona naringenina (Knaggs, 2001; Springob et al., 2003).

15




Capitulo II

2) Sintesis de flavonoles

La chalcona naringenina es el sustrato requerido para el siguiente nivel de la
ruta biosintética de antocianinas, donde participa la enzima chalcona isomerasa.
Chalcona isomerasa (CHI, EC. 5.5.1.6). La enzima CHI cataliza una reaccion
intramolecular para cerrar el anillo C de la chalcona naringenina. De esta enzima
se conocen dos tipos, el tipo I se encuentra principalmente en las plantas
superiores y efectiia exclusivamente la isomerizacion de la chalcona naringenina
para dar lugar a la naringenina. El tipo II cataliza la ciclizacién estereo-especifica
de la chalcona naringenina (2’,4,4’,6’-tetrahidroxichalcona) y de 6’-desoxichalcona
(2’,4,4’-trihidroxichalcona) produciendo (2S)-naringenina (4°,5,7-
trihidroxiflavanona) y (2S)-liquiritigenina (4’,7-dihidroxiflavanona),
respectivamente (Petersen et al., 1999; Springob et al., 2003; Schijlen et al., 2004)
tal y como sucede en la mayoria de las leguminosas (Yu y McGonigle, 2005).
Ambos tipos de enzimas se diferencian por su estructura (Yu y McGonigle, 2005)
conformada de un solo polipéptido (monémerica) con un tamafio de 24 a 29 kDa
(Petersen et al., 1999; Springob et al., 2003) y no requiere de cofactores (Jende,
1993).

La reaccion de sintesis de naringenina implica la desprotonacion del grupo
hidroxilo del carbono 2’ de la chalcona, seguido por un choque intramolecular del
oxianion sobre el doble enlace o, B-insaturado, por medio de una adicién de
Michael. En este mecanismo la forma complementaria y la caracteristica
electrostatica entre el sitio activo de la CHI y la conformacién del sustrato
preceden la formaciéon de (2S)-naringenina, asi como la polarizaciéon de la
chalcona, lo que facilita la reaccion aditiva de Michael y acelera la tasa de
reaccion (Jez y Noel, 2002; Springob et al., 2003). El cierre del anillo ocurre con
pH fisiolégico mayor a 7.8 (Irani et al., 2003).

Los estudios indican que los residuos de la enzima tienen una funcién importante
en la reaccion, donde el residuo T-48 interactiia con la chalcona-cetona, a través

de enlaces de hidrégeno y participa directamente en la catalisis, mientras que Y-
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106 estabiliza la molécula de agua con el oxigeno del grupo ceto; por otra parte,
N-113 y T-190 forman puentes de hidréogeno con el grupo 4-hidroxilo de la
chalcona y polarizan el complejo enzima-sustrato (Springob et al., 2003).

La acumulaciéon de chalconas en los tejidos de la planta es escasa ya que
rapidamente se isomerizan por la CHI. Algunos individuos mutantes de especies
como petunia y tulipdn si acumulan chalconas por lo que sus corolas son
amarillas (Ben et al., 2002).

Flavonoide hidroxilasas. A partir de la naringenina la ruta biosintética se
ramifica en tres direcciones, cada una encausada hacia la sintesis de un tipo de
antocianina. Esta ramificacion ocurre por la participacion de tres enzimas
hidroxilasas: flavonoide 3-hidroxilasa, flavonoide-3’-hidroxilasa y flavonoide 3’,5-
hidroxilasa, que usan la naringenina como sustrato.

Flavonoide 3-hidroxilasa (F3H) (EC 1.14.11.9). La enzima F3H es la que
permite la produccién de hidroxiflavanonas, que son los precursores clave de tres
tipos de flavonoides: isoflavonas, flavonas y dihidroflavonoles (Charrier et al.,
1998); estos dultimos compuestos son los precursores de varios tipos de
antocianinas.

La F3H cataliza la estéreo-hidroxilaciéon de la (2S)-naringenina y del (2S)-
eriodictiol para formar (2R, 3R)-dihidrocaempferol y (2R, 3R)-dihidroquercetina,
respectivamente; son compuestos llamados dihidroflavonoles (Petersen et al.,
1999; Irani et al., 2003; Springob et al., 2003; Schijlen et al., 2004). En petunia,
gerbera y cebada esta enzima selecciona la naringenina como el mejor sustrato
(Jende, 1993; Martens y Forkmann, 2000).

La F3H pertenece a la familia de las dioxigenasas, dependientes del 2-
oxoglutarato (Petersen et al., 1999; Springob et al., 2003; Schijlen et al., 2004) ya
que sus cofactores son 2-oxoglutarato, Fe2+, ascorbato (Petersen et al., 1999; Ben
et al., 2002) y oxigeno (Jende, 1993). Su tamano varia de 41 a 42 kDa y es
dimérica (Petersen et al., 1999; Springob et al., 2003). Se analizé por primera vez

en Matthiola incana (Petersen et al., 1999). En su reaccién, se ganan dos
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electrones de la descarboxilacion del 2-oxoglutarato y se transfieren al Fe(II) del
sitio activo de la enzima, produciendo ferril, un producto intermediario altamente
reactivo, el cual usa al oxigeno molecular para la hidroxilacién (Gebhardt et al.,
2007). Los residuos His-220, His-278 y Asp-222 conforman los ligandos metalicos,
mientras que Arg-288 y Ser-290 participan en el acoplamiento del a-cetoglutarato

(Hausinger, 2004).

Flavonoide-3’-hidroxilasa (F3’H, EC 1.14.13.21) y Flavonoide 3°,5’-
hidroxilasa (F3’5’H, EC 1.14.13.88). En Vitis vinifera estas enzimas funcionan
dependiendo del tejido y de la etapa de desarrollo de los frutos (Bogs et al., 2006).
Se encuentran adheridas en la superficie del reticulo endoplasmico (Irani et al.,
2003). Sus mejores sustratos son la naringenina y el dihidrocaemferol, en
presencia de oxigeno y NADPH como cofactores (Jende, 1993; Ben et al., 2002;
Irani et al., 2003). La F3’H hidroxila el carbono 3’ del anillo B de la naringenina y
del dihidrocaempferol para producir eriodictiol y dihidroquercetina,
respectivamente, los cuales son los precursores de las antocianinas del tipo
cianidina (Hoshino et al., 2003). En plantulas de maiz, la funcién de esta enzima
es optima con pH de 8.5 y temperatura de 30 °C (Larson y Bussard, 1986).

La enzima F35’H hidroxila el anillo B del dihidrocaempferol y de la
dihidroquercetina en las posiciones 3-5, formandose la dihidromiricetina,
precursora de las antocianinas del tipo delfinidina. El dihidrocaempferol que no
es hidroxilado por F3’'H y F3’5’'H, funciona como precursor de las antocianinas del
tipo pelargonidina, a través de la enzima dihidroflavanol 4-reductasa (Ben et al.,
2002; Springob et al., 2003; Schijlen et al., 2004).

De esta manera, la hidroxilaciéon de los dihidroflavonoles (compuestos incoloros)
en las posiciones 3’-5’, es un paso determinante en la produccién de antocianinas
de color rojo o azul/purpura; asi, algunas variedades de rosa y de clavel que no
presentan actividad de F3’5’H son incapaces de desarrollar flores azules o

parpuras (De Vetten et al., 1999).
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En este nivel de la ruta de biosintesis y por la accién de las enzimas flavonoide
hidroxilasas, se determinan los tres sustratos que daran origen a los tres tipos de
antocianinas en la célula, al intervenir la enzima dihidroflavanol 4-reductasa.
Dihidroflavanol 4-reductasa (DFR, EC 1.1.1.219). Con la DFR los
dihidroflavonoles (dihidrocaempferol, dihidroquercetina y dihidromiricetina)
presentan una reduccion estéreo especifica para dar lugar a las
leucoantocianidinas: leucopelargonidina, leucocianidina y leucodelfinidina,
respectivamente; es decir, cataliza una estéreo-conversion de (2R, 3R)-
dihidroflavonoles hacia (2R, 3S, 4S)-leucoantocianidinas (Petersen et al., 1999;
Springob et al., 2003; Schijlen et al., 2004). Los compuestos resultantes son
inestables y no se acumulan en el tejido de las plantas (Jende, 1993).

En cebada, DFR tiene un pH 6ptimo de 7.0 y en Dhalia variabilis consiste de un
solo polipéptido con tamano de 41 kDa (Jende, 1993); la reacciéon que realiza
depende del NADPH como cofactor reductor (Ben et al., 2002), puesto que la
enzima cataliza la transferencia del hidrégeno en “S” del NADPH hacia el lado
“R” del grupo ceto del carbono 4 del anillo C del dihidroflavonol (Springob et al.,
2003; Irani et al., 2003).

El conocimiento de la actividad de la DFR se report6 por primera vez en maiz
(Petit et al., 2007). En especies como Petunia, Nicotiana y Lycopersicon, la DFR
no reduce el dihidrocaempferol, sino que usa en mayor magnitud la
dihidromiricetina; en cambio, en maiz y dalia esta enzima acepta como sustratos
al dihidrocaempferol y a la dihidroquercetina, que son los precursores de las
antocianidinas pelargonidina y cianidina, respectivamente (Ben et al., 2002). En
Vitis vinifera, la enzima reduce mas eficientemente (66 %) a la dihidroquercetina
que al dihidrocaemferol (50%). Esta preferencia o especificidad se explica por los
puentes de hidrégeno entre el anillo B del sustrato y el sitio de unién de la enzima
que esta conformado por 26 aminoacidos, que influyen en la afinidad y/o la
actividad catalitica del sitio activo. De esta forma, los dos grupos hidroxilo del

anillo B de la dihidroquercetina le confieren mayor aceptacion como sustrato, en
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comparacion con el dihidrocaempferol que sélo tiene un hidroxilo. En el
mecanismo catalitico, el residuo Y-163 funciona como base catalitica, S-128
estabiliza el sustrato y K-167 forma puentes de hidréogeno con la ribosa
nicotinamida, disminuyendo el pKa del grupo hidroxilo del Y-163, para promover
la transferencia del proton (H+) de la nicotinamida al grupo carbonilo del sustrato
(Petit et al., 2007). Por otra parte, la expresion del gen de la enzima DFR en trigo
de grano azul es mayor con respecto a la que presenta en el grano “blanco” (Guo et
al., 2003).

En este nivel de la ruta biosintética se determina la magnitud de la biosintesis de
cada uno de los tres tipos de leucoantocianidinas incoloras (leucodelfinidina,
leucopelargonidina y leucocianidina), dada la preferencia de la enzima DFR por el
sustrato que favorece a la leucocianidina.

3) Formacion de antocianinas

Una vez formados los tres tipos de leucoantocianidinas, estos compuestos seran el
sustrato de la enzima antocianidina sintetasa.

Antocianidina sintetasa (ANS o LDOX, EC 1.14.11.19). Con la enzima ANS
las leucoantocianidinas incoloras se convierten en antocianidinas (Ben et al.,
2002; Schijlen et al., 2004). La enzima ANS pertenece a la familia de las
oxigenasas, dependientes del 2-oxoglutarato y requiere de la presencia de fierro y
ascorbato en pH 6ptimo de 7.0 (Springob et al., 2003). En general, las enzimas
ANS y flavonol sintetasa (FLS) son miembros de la subfamilia de oxigenasas a-
selectivas, que catalizan la oxidaciéon del carbono 3 del anillo C del sustrato
(Turnbull et al., 2004). El gen de la ANS fue primeramente aislado del maiz
(Nakajima et al., 2006).

Para la conversion de las leucoantocianidinas en antocianidinas (ion flavilium o
aglicon o cromoéforos de antocianinas) son necesarias dos etapas. En la primera, la
ANS se liga al ion ferroso, el cual actia como centro catalitico de la reaccion,
formando un complejo con el oxigeno molecular y con 2-oxoglutarato; esto da

lugar a la formaciéon de un complejo enzimatico activo oxoferril que funge como
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especie oxidativa (Nakajima et al., 2006; Saito y Yamazaki, 2002; Shimada et al.,
2005). La descarboxilaciéon oxidativa del 2-oxoglutarato ocurre produciendo
succinato, COz y el intermediario ferril, el cual se usa para la oxigenacién del
sustrato. En la segunda etapa ocurre la oxigenacion del carbono 3 de las 2R, 3S,
4S-cis-leucocianidinas. Para ello, el hidréogeno del carbono 3 es extraido por el
oxoferril para formar un radical intermediario, seguido de la produccién de 3-
cetona y de agua, debido a la extraccion del hidrégeno del grupo hidroxilo
presente en el carbono 3. Con esto ocurre un cambio conformacional del succinato
asociado con fierro que acepta el H+ derivado del agua; luego, el aniéon hidroxilo
generado es ensamblado en el carbono 3. El protén retenido temporalmente en el
succinato regresa para formar el 3,3-gem-diol, una molécula que establece un
equilibrio con la 3-cetona producida. Posteriormente ocurre la deshidratacion del
3,3-gem-diol en sus carbonos 2 y 3 para formar el 4S-flav-2-en-3,4-diol, que es la

pseudobase para conformar las antocianidinas (Nakajima et al., 2006).

Se conocen 19 tipos de antocianidinas pero sélo tres son las mas comunes en
plantas: pelargonidina, cianidina y delfinidina. Su color depende del ntimero de
grupos hidroxilo (OH) en el anillo B de su estructura. Con mayor ntimero de
estos grupos surge el color azul, mientras que la presencia de grupos metilo

produce un color rojizo (Tanaka et al., 2008).

Flavonoide 3-O-glucosiltranferasa (UF3GT, FGT o 3GT, EC 2.4.1.115).
Puesto que las antocianidinas son inestables en condiciones de pH celular de 3.0 a
7.0, por llevar un grupo hidroxilo libre, es necesaria su estabilizacion (Yu et al.,
2006). La enzima FGT es la responsable de agregar una glucosa derivada de
uridina difosfo glucosa (UDP-glu) hacia el grupo hidroxilo del carbono 3 de las
antocianidinas, produciéndose asi las moléculas de las antocianinas (Ben et al.,

2002; Schijlen et a., 2004) (Figura 2.2).

De acuerdo con Nakajima et al. (2006), la glucosilaciéon de la pseudobase flav-2-
en-3,4-diol, produce un compuesto intermediario estable en el citoplasma; en caso
contrario, la pseudobase se oxida en los carbonos 3 y 4, dando lugar a la
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formacion de quercetina (un flavonol). En este sentido, la glucosilacién es un
evento evolutivo que permitié estabilizar a las moléculas de antocianidina y
acumularse como pigmentos hidrosolubles en la vacuola (Schijlen et al., 2004);
inclusive, la glucosilaciéon 3-O es indispensable para una segunda glucosilacion,
para la acilacion, metilacion o la prenilaciéon (Springob et al., 2003). La
glucosilacion se relaciona con el aumento del color rojo de las antocianinas y la
incorporacion de acidos aromaticos causa un cambio hacia el color azul, mientras
que la unién de Aacidos alifaticos no cambia el color de las antocianinas pero si

incrementa su estabilidad y solubilidad (Tanaka et al., 2008).

Figura 2.2. Estructura quimica de una molécula de antocianina. Se observa la

adicion de la molécula de glucosa en el carbono 3 de la estructura.

Se demostro la actividad de la FGT en maiz y el gen que la codifica es el Bronze-2
(BZ-2) (Petersen et al., 1999). Generalmente se encuentra activa en el citoplasma
(Yu et al., 2006) y funciona con un pH de 8.0; sin embargo, no presenta igual
actividad sobre todas las antocianidinas; es decir, la glucosilacion mantiene un
orden preferencial: cianidina > delfinidina > peonidina > pelargonidina >
malvidina (Ford et al., 1998), como en la manzana (Lister et al., 1997), pero en
fresa, se conoce que el orden de preferencia por el sustrato es el siguiente:
cianidina > pelargonidina > peonidina > delfinidina > petunidina > malvidina

(Griesser et al., 2008).
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La enzima FGT de Vitis vinifera se ha estudiado ampliamente in vitro, usando al
caempferol como molécula receptora y a la UDP-glucosa como la donadora del
carbohidrato. Con esto, Offen et al. (2006) encontraron que los residuos Asp-374,
GIn-375 y Thr-141 interactiian directamente con los grupos hidroxilo de la
molécula de glucosa del donador. El reconocimiento de los oxigenos 2 y 3 de la
glucosa se hace por medio del residuo GIln-375, al interactuar con el oxigeno de los
hidroxilos en las posiciones 3 y 4 del caempferol. Posteriormente, el oxigeno del
carbono 3 de caempferol se desprotoniza por el residuo His-20, el cual se
estabiliza de inmediato con un residuo de aspartato (Asp-119).

Estudios de esta enzima en el tejido foliar de Solanum sogarandinum han
demostrado que su actividad se estimula positivamente cuando las plantas se
someten a radiaciéon UV y visible, a frio y a salinidad o acido abscisico, indicando
que la estabilidad quimica de los flavonoides a través de su glucosilacién es una
respuesta protectora a condiciones de estrés (Korobczak et al., 2005).

En resumen, la adicion de una molécula de glucosa a la estructura de las
antocianidinas es indispensable para formar moléculas de antocianinas; sin
embargo, existe un patron de preferencia del sustrato por parte de la enzima
FGT. Entonces, no todas las moléculas de antocianidinas son glucosiladas, siendo
propensas a la oxidacion.

La ruta general de la biosintesis de las antocianinas en el maiz se muestra en la
Figura 2.3. Sin embargo, una vez sintetizadas, éstas se acumulan en la vacuola,
para lo cual participan enzimas que configuran la estructura de las antocianinas
que facilitan su ingreso al organelo.

4) Transformacion estructural de las antocianinas

La variacion estructural encontrada en las antocianinas se debe: a) al nimero y
posiciéon de los grupos hidroxilo y metoxilo en la estructura quimica de las
antocianidinas, b) al nimero y posicién de los carbohidratos presentes como
residuos ligados a la estructura, y c¢) a la presencia de acidos organicos (acilaciéon)

en la molécula (Kowalczyk et al., 2003).
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Paradgjicamente, las antocianinas son incoloras en el intervalo de pH fisiolégico
de la vacuola (3.0 a 7.0) y sélo expresan color en pH menor de 3.0 o mayor a 7.0.
La asociacion de las antocianinas entre si o con otros compuestos incoloros,
tipicamente flavonas y flavonoles, o iones metéalicos como Al3+, Fe3+, Mg2+,
denominados copigmentos, son los que originan el color de las antocianinas
dentro de la vacuola (Teeri y Elomaa, 2003; Tanaka et al., 2008).

Flavonoide 5/7-O-glucosil transferasa (F5GT y F7GT). Ademéas de la
glucosilacion del carbono 3 de las antocianidinas, ésta también ocurre en los
carbonos 5, 7 6 3’, lo cual permite ampliar la variacién de colores en los 6rganos
pigmentados de las plantas (Yu et al., 2006). En Petunia hybrida, Verbena
hybrida y Arabidopsis thaliana, existe la enzima 5-O-glucosiltrasferasa (F5GT)
que permite formar la antocianidina-3,5-O-diglucésido, la cual es mas estable
quimicamente (Saito y Yamazaki, 2002), en comparacion con las antocianinas de
una sola glucosa.

Segun Kukula et al. (2004) después de la adicién de una molécula de glucosa en el
carbono 3, es comun la adicién de otra segunda glucosa en el carbono 5 del anillo
B de las antocianinas. Las propiedades bioquimicas de la enzima F5GT son
similares entre especies y tiene un tamano promedio de 52 kDa, un pH 6ptimo de
8.0 a 8.5 y su actividad especifica depende del tipo de antocianina, de manera que
la preferencia del sustrato presenta un orden jerarquico: peonidina-3-glu >
malvidina-3-glu > cianidina-3-glu > pelargonidina-3-glu > petunidina-3-glu >
delfinidina-3-glu.

Antocianina aciltransferasa (AAT, EC 2.3.1.X). La enzima AAT transfiere un
grupo acilo aromatico o alifatico hacia los grupos hidroxilos de la glucosa que
conforma las antocianinas, estableciendo un enlace éster, usando como donadores:
acetil-CoA, cafeil-CoA, 4-cumaril-CoA, malonil-CoA, o Succinil-CoA. Se localizan
en el citoplasma y algunas en la vacuola (Davies y Schwinn, 2006). Es asi como se
forman las antocianinas aciladas (Figura 2.4). Con la acilacion, las antocianinas
presentan mayor estabilidad estructural, incrementan su hidrosolubilidad,
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adquieren mayor proteccion contra las enzimas glucosidasas y permiten su
transporte hacia las vacuolas (Saito y Yamazaki, 2002), también se amplia su
variacion estructural, dando lugar a mas de 300 diferentes antocianinas (Teeri y

Elomaa, 2003).

OH
&

Figura 2.4. Estructura general de una molécula de antocianina acilada. Se
observan dos moléculas de glucosa en los carbonos 3 y 5 mas un grupo acilo

unido a la glucosa del carbono 3.

Las enzimas aciltransferasas del tipo alifaticas usan como donadores a malonil-
CoA, acetil-CoA, metilmalonil-CoA y succinil-CoA; las aciltransferasas del tipo
aromaticas toman como donadores a p-cumaril-CoA y cafeil-CoA. En general, los
donadores mas aceptados por las aciltransferasas son el malonil-CoA y cafeil-CoA
y no tienen preferencia por alguna antocianina, siempre y cuando todas tengan
una molécula de glucosa en su estructura (antocianinas monoglucosiladas) ya que
algunas aciltranferasas prefieren las antocianinas diglucosiladas (Nakayama et
al., 2003). En lo particular, las aciltransferasas de Perilla frutescens funcionan
adecuadamente usando como sustrato a la cianidina-3-O-glucésido. Ademas, este
tipo de antocianinas presentan mayor actividad biolégica, segiun los estudios
biomédicos y nutricionales (Nakayama et al., 2003).

Las flores de Ipomoea tricolor contienen antocianinas poliaciladas, indicando que
se forman con la participacion de una variedad de enzimas aciltranferasas

(Nakayama et al., 2003).
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Las enzimas AAT son monoméricas y estan conformadas de 446 a 469
aminoacidos, con un tamano aproximado de 50 kDa y un punto isoeléctrico de 4.6.
El pH o6ptimo para su actividad catalitica oscila entre 7.0 y 8.0. Algunas
aciltransferasas tienen secuencias de aminoacidos similares (conservados) en los
motivos (unidades supersecundarias) 1 y 3, por lo que se agrupan en una familia
denominada versatil o superfamilia BADH o VPAT (Nakayama et al., 2003).
Inclusive, estas enzimas presentan especificidad por el sustrato malonil-CoA
(Unno et al., 2007).

La enzima alifatica conocida como Dm3MaT3 se conforma de 17 bandas tipo beta
y 17 hélices tipo alfa. El sitio de unién con el sustrato se compone de tres hélices y
de dos laminas dirigidas hacia un canal donde se disponen los motivos. El primer
motivo esta representado por His-170 (base) el cual establece contacto mediante
un enlace de hidrégeno con el carbonilo tioéster del sustrato malonil-CoA. De
inmediato intervienen los otros dos residuos, que son Arg-178 y Gly-386, a través
de enlaces de hidrégeno con el 4&tomo de oxigeno del carboxilo del grupo malonilo.
Otra serie de aminoacidos son los que interactdan con la CoA por medio de
enlaces de hidrégeno, mientras transcurre la reaccion. La especificidad de las
enzimas a este sustrato se explica por el arreglo espacial de los motivos de la
enzima.

Después de que ocurre la unién del sustrato con los tres motivos, en un canal
adyacente compuesto por varios aminoacidos (sitio activo), se introduce la
antocianina receptora del grupo acilo. La catalisis ocurre con la intervencion de
His-170 que extrae un proton del grupo hidroxilo de la antocianina y se activa la
transferencia del grupo acilo (Unno et al., 2007). En Salvia splendens esta
catalisis la efectia la aciltransferasa SsMaT1, una vez que se forma el complejo
ternario malonil-CoA-enzima-antocianina. Para esto, las bases (His-167 y Asp-
390) activan el grupo nucleofilico de la molécula de antocianina, mediante una

desprotonacion del grupo hidroxilo en el carbono 6 de la glucosa, facilitando un
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ataque nucleofilico al carbonilo de la acilo-CoA. Después de la reaccion se libera
CoA-SH (Nakayama et al., 2003).

Antocianina O-metiltransferasa (OMT, EC 2.1.1.6.X). Las enzimas OMT
usan como donador de un grupo metilo (CHs) a la S-adenosil-L-metionina (SAM),
para transferirlo a los grupos hidroxilo de las moléculas receptoras, generando S-
adenosil-L-homocisteina y metil éter derivados. Los mecanismos quimicos en las
reacciones de transferencia de los grupos metilo son similares entre las
metiltransferasas; no obstante, difieren en su preferencia por el sustrato, debido a
la estereoquimica y al patron de sustitucion con grupos hidroxilo de las moléculas
receptoras. De esta manera, existen metiltransferasas especificas para chalconas,
flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonoles y antocianinas. Las enzimas
especificas de flavonoides pertenecen al grupo B, y al subgrupo 3, aquéllas que
actiian sobre las antocianinas y flavanas (Ibrahim et al., 1998).

El mecanismo de accion de las enzimas chalcona-metiltransferasas incluye una
desprotonaciéon del grupo hidroxilo 2’ del anillo A de la chalcona, mediante el
atomo de nitrégeno de la base (His-278) seguido de un ataque del anién hidroxilo
al grupo metilo de la SAM. Debido a que el azufre de la SAM se carga
positivamente, la transmetilacion se facilita por medio de la desprotonacion
(Zubieta et al., 2001).

En Petunia, mediante la metilacion en los carbonos 3’ y/o 5 de la cianidina y
delfinidina 3-O-(4 cumaril)-rutinésido-5-O-glucésido, se producen las antocianinas
modificadas peonidina y malvidina, respectivamente (Yu et al., 2006). Esta clase
de enzimas no requieren Mg?+ como cofactor y tienen un peso molecular de 38 a
43 kDa (Davies y Schwinn, 2006).

Dimeros de las antocianinas. Las antocianinas también se condensan con
otras moléculas. Se han encontrado estructuras dimeras como epicatequina-
cianidina-3,5-diglucésido en una raza de maiz de grano purpura, originaria de
Pert; en este caso, la epicatequina pertenece al grupo de los flavan-3-oles

(Gonzalez et al., 2006). Estudios recientes han encontrado los dimeros entre la

28




Capitulo II

catequina con las antocianinas: cianidina-3.glucésido, cianidina-3-malonil-
glucésido, cianidina-3-malonil-glucésido-5-glucésido, cianidina-3,5-diglucésido,
peonidina-3-glucésido y pelargonidina-3-glucésido, en las razas Arrocillo,
Purépecha y Peru (quizas Cuzco morado) (Gonzalez et al., 2008).

5) Transporte de las antocianinas hacia las vacuolas
Glutation-S-trasferasa (GST, EC 2.5.1.18). En los genotipos mutantes de maiz
para esta enzima, las antocianinas producidas se acumulan en el citoplasma,
resultando un color café del grano, debido a la oxidacién del pigmento (Ben et al.,
2002); en cambio, en los genotipos normales, las antocianinas producidas se
acumulan en las vacuolas (Koes et al., 2005). En su transporte esta involucrada
una proteina vacuolar asociada con la resistencia a drogas (ZmMRP3) que tiene
preferencia por sustratos conjugados con el tripéptido glutation (glutamil-
cisteinil-glicina-S-trasferasa); conjugacién que cataliza la enzima GST codificada
por el gen bronze-2 (Bz2) (Yasaki, 2006; Poustka et al., 2007). Dixon et al. (2002)
informan de la existencia de isoenzimas de GST cuya expresion difiere entre los
tejidos del maiz (polen, escutelo, hojas, raices).

En Petunia, la enzima GST conjuga el glutation (tripéptido glutamil-cisteinil-
glicina) con la cianidina 3-glucésido, haciendo posible su transporte al interior
vacuolar a través de la bomba GS-X (tipo ABC) localizada en el tonoplasto
(Grotewold, 2004).

Otra via de transporte no enzimatica, encontrada en pétalos de Lisianthus y en
células cultivadas de maiz, implica la biogénesis de vacuolas y de vesiculas
provacuolares que almacenan las antocianinas en el sitio de sintesis de los
pigmentos en el citoplasma; para esto ocurre el acercamiento de las vacuolas con
el reticulo endoplasmico, de tal manera que los compartimentos provacuolares
descargan las antocianinas en el interior de la vacuola (Kitamura, 2006).

Una vez en el interior de la vacuola, las antocianinas se acumulan en inclusiones
vacuolares (Irani y Grotewold, 2005; Zhang et al., 2006). Kitamura (2006) sugiere

que las antocianinas ya sintetizadas son absorbidas por el reticulo endoplasmico
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mediante un transportador (Ruta II) y después son expulsadas en vesiculas
derivadas del reticulo para su transporte hacia la vacuola (Figura 2.5). Esta ruta
también la estudiaron Poustka et al. (2007) en Arabidopsis, confirmando que las
antocianinas sintetizadas en la superficie del reticulo endopldsmico son
secuestradas en vesiculas derivadas de este organelo, pero se desconoce como se
acumulan en estas vesiculas y como se dirigen hacia las vacuolas. Una vez dentro,
las antocianinas se almacenan en estructuras subvacuolares. Esta ruta es
independiente de la actividad de la enzima GST y de los transportadores

dependientes de ATP.
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Figura 2.5. Formas de transporte y acumulacién de antocianinas en la vacuola:
mediante proteinas transportadoras presentes en la vacuola (I) y por

vesiculas membranosas (II). Adaptado de Kitamura (2006).

SINTESIS DE FLOBAFENOS
En maiz, la enzima dihidroflavonol reductasa (DFR) participa en la biosintesis de
antocianinas y es codificada por el gene AI; sin embargo, cuando la enzima no es
funcional, la ruta biosintética se desvia hacia la sintesis de otro pigmento
denominado flobafeno (Pooma et al., 2002). Este pigmento se define como 3-

desoxiflavonoide y esta formado de monémeros de flavan-4-ol (Schijlen et al.,
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2004). Las 3-desoxiantocianinas (apigenidina y luteolinidina) y los flobafenos han
sido estudiados en los granos de maiz y de sorgo (Sekhon et al., 2006).
En la ruta de biosintesis de los flobafenos participan las enzimas chalcona
sintetasa, chalcona isomerasa, DFR y flavanona 4-reductasa (FNR) (Chopra et al.,
2006); las tres primeras son reguladas por un factor de transcripcion (proteina)
codificado por el locus Pericarp color 1 y pericarp color 2 (P1 y P2) (Sekhon et al.,
2006), cuya funciéon es la misma que se reporta en la ruta de biosintesis de
antocianinas. La enzima adicional en la ruta de los flobafenos es la flavanona-4-
reductasa.
Flavanona-4-reductasa (FNR). La enzima FNR en maiz puede, por un lado,
convertir flavanonas en flavan-4-oles, precursores de la 3-desoxiantocianina y
flobafenos (Irani et al., 2003; Halbwirth et al., 2003). Esta enzima es una variante
de la DFR y su actividad se incrementa cuando la enzima F3H presenta baja
actividad y cuando la ANS no se expresa (Davies y Schwinn, 2006).
Los granos de maiz de color rojo ladrillo contienen flobafenos, pigmentos de color
café rojizo acumulados en el pericarpio (Chopra et al., 2006), pero no
antocianinas; al respecto, Pourcel et al. (2007) postulan que su formacién puede
ocurrir por la accibon de una enzima similar a la laccasa (EC 1.10.3.2)
polimerizando las unidades de flavan-4-ol. Particularmente, en maiz se han
identificado cuatro genes de laccasas, una de éstas (ZmLac3, enzima &acida)
supuestamente esta participando en la polimerizaciéon de flavonoides y de lignina
(Caparroés et al., 2006).
La acumulacion de los polimeros de flavan-4-oles se presenta en los estilo-
estigmas y en el pericarpio del grano de maiz y esta relacionada con la resistencia
a patégenos como Fusarium verticillioides y F. graminearum (Sekhon et al.,
2006).

TIPOS DE ANTOCIANINAS ACUMULADAS EN EL GRANO DE MAIZ

Mediante técnicas de quimica analitica, como la cromatografia de liquidos y la

espectrometria de masas, ha sido posible identificar los tipos de antocianinas que
31




Capitulo II

se acumulan en las estructuras del grano de algunas razas, variedades o

genotipos de maiz. Esta informacion se presenta en los Cuadros 2.1 y 2.2.

Cuadro 2.1. Tipos de antocianinas presentes en el grano de maiz de colores.

Antocianinas Parpura Azul Rojo
Glucosiladas

Cianidina-3-glucésido ° ° °
Pelargonidina-3-glucésido ° ° °
Peonidina-3-glucésido ° ° °
Malvidina-3-glucésido ° °
Cianidina-3-rutinésido °
Aciladas

Cianidina-3-(6"-malonil-glucésido) ° ° °
Cianidina-malonil-succinil-glucésido ° ° °
Cianidina-succinil-glucésido ° ° °
Cianidina-disuccinil-glucésido ° ° °
Cianidina-3-(3”,6” dimalonil-glucésido °
Pelargonidina-3-(6”-malonil-glucésido) ° ° °
Pelargonidina-succinil-glucésido ° ° °
Pelargonidina-disuccinil-glucésido ° °
Pelargonidina-malonil-succinil-glucésido ° °
Peonidina-3-(6”-malonil-glucésido) °
Peonidina-succinil-glucésido ° ° °
Peonidina-disuccinil-glucésido ° °
Etiladas

Cianidina-3-(6"-etilmalonil-glucésido) °

Pelargonidina-3-(6”-etilmalonil-glucésido) e
Peonidina-3-(6"-etilmalonil-glucésido) °
Fuente: Jing et al., 2007; Pedreschi y Cisneros, 2006; Abdel-Aal et al., 2006;

Salinas et al., 2005; Aoki et al., 2002; De Pascual et al., 2002; Cortés et al., 2006;
Salinas et al., 2003.
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Cuadro 2.2. Tipos de antocianinas y contenido relativo en el pericarpio y en la
capa de aleurona del grano de algunas poblaciones criollas de maiz de México y

del Peru.

Estructura Raza Antocianinas Contenido
(%)
Pericarpio  Arrocillo Cianidina-3-glucésido 37
Cianidina-3-malonil-glucésido 21
Otras a base de Cianidina 21
Peonidina-3-glucésido 12
Peonidina-3-malonil-glucésido 3
Otras con base en Peonidina 7
Peruano Cianidina-3-glucésido 27
Cianidina-3-malonil-glucésido 21
Otras a base de Cianidina 15
Peonidina-3-glucésido 12
Peonidina-3-malonil-glucésido 9
Otras con base en Peonidina 8
Aleurona Arrocillo Cianidina-3-malonil-glucésido 28
Otras con base en Cianidina 25
Purépecha Cianidina-3-glucésido 6
Otras a base de Cianidina 7
Pelargonidina-3-glucésido 10
Pelargonidina-3-malonil-glucésido 27
Pelargonidina-3-dimalonil-glucésido 14
Otras con base en Pelargonidina 24

Adaptado de Gonzalez et al. (2008).
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DISCUSION

Los colores de grano desde rojo hasta negro-purpura (en diferentes tonalidades)
se deben a la presencia de antocianinas, mientras que el café rojizo del pericarpio
se atribuye a la acumulacion de flobafenos. En el grano, las antocianinas se
pueden localizar en el eje embrionario, en la capa de aleurona y en el pericarpio.
Para que ocurra la biosintesis de estos pigmentos son necesarias la acetil-CoA y
la fenilalanina, que son las moléculas con las que se inicia la ruta biosintética.
Todas las antocianinas del maiz en su estructura quimica presentan de una a dos
moléculas de glucosa, con base en ello, se conocen dos tipos de antocianinas:
monoglucosiladas y diglucosiladas. Esto indica que la serie de enzimas, desde la
CHS hasta la GST estan participando. Por otro lado, la presencia de glucosa
indica que la ruta de biosintesis demanda fotoasimilados; no obstante, otro
carbohidrato que se ha detectado en la estructura quimica de las antocianinas es

la rutinosa.

Ademas de las antocianinas glucosiladas, una parte del total de las antocianinas
acumuladas presentan grupos malonilo y/o succinilo, lo que dan lugar a las
antocianinas aciladas. Esto sefiala que las enzimas aciltransferasas no actdan
sobre todo el sustrato, por lo que quedan algunas antocianinas sin mayor

transformacion estructural.

Las antocianinas mas abundantes en el grano de maiz son las basadas en
cianidina, lo que indica que ésta es una rama de la ruta preferida por las enzimas
que participan en la biosintesis que se lleva a cabo en la superficie del reticulo
endoplasmico y en su transporte hacia las vacuolas, la que ocupa dos rutas, una
de ellas requiere la partipacion de la enzima GST y una proteina transportadora
ubicada en la membrana de la vacuola, la otra ruta, parte del reticulo
endoplasmico y las antocianinas se transportan empaquetadas en vesiculas para
descargarlas en la vacuola. Dentro de la vacuola las antocianinas pueden

acumularse en inclusiones vacuolares o vesiculas subvacuolares.
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Algunos maices de granos pigmentados presentan antocianinas basadas en
peonidina y malvidina; al respecto se senala que hay participacion de las enzimas
metiltranferasas, pero no se usa todo el sustrato, pues de lo contrario, no se
detectaria la presencia de sus precursores, la cianidina-3-O-glucésido y la

delfinidina-3-O-glucésido.

En los granos de color pirpura se han reportado antocianinas con grupos etilo.
Sin embargo, en la literatura no se encuentra el proceso de su formacion. Similar
es el caso de los flobafenos donde el proceso de su formacién y transporte en el

pericarpio no es claro.

En suma, el mejoramiento genético del maiz debe considerar que existe una
amplia variacién en la estructura quimica de las antocianinas, todas ellas con
propiedades particulares; su presencia en el grano es el resultado de la seleccién
humana. Entonces, es factible mejorar su acumulacion, considerando como tejidos
de almacenamiento de éstas en el grano al pericarpio, la capa de aleurona y al eje
embrionario; por ello, es necesario cuantificar el contenido de antocianinas con
base en la biomasa de cada estructura del grano, e inclusive es posible identificar
mediante una técnica sencilla como la cromatografia en capa fina los tipos de
antocianinas presentes durante el periodo de llenado de grano y determinar los

componentes genéticos y ambientales que influyen en la biosintesis del pigmento.

En México existe amplia variabilidad genética del maiz, por lo cual es posible
estudiar el potencial de las poblaciones criollas o nativas y desarrollar una
valoracion de su capacidad de acumulacion de antocianinas. Esto debe incluir la
evaluacion de métodos de extraccion del pigmento para uso nutracéutico,
determinar la cinética de la biosintesis y la degradacion del pigmento, enfatizar
en el desarrollo de las practicas agronémicas que optimicen su acumulacion, tanto
en el grano como en los drganos vegetativos, determinar los criterios anatémicos

para valorar el potencial de almacenamiento en el grano y optimizar un método
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para valorar la calidad del pigmento producido por planta y por unidad de

superficie.
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III. GENETICA DE LA BIOSINTESIS Y ACUMULACION DE
ANTOCIANINAS EN EL GRANO DE MAIZ

RESUMEN

El color del grano debido a la biosintesis y acumulacién de antocianinas ha sido
objeto de estudio genético desde el siglo XX. Los primeros conocimientos
generados fueron para entender su herencia, desde un enfoque Mendeliano, ya
que algunos alelos de este caracter presentan ese comportamiento. Sin embargo,
a través del tiempo, aprovechando la amplia variabilidad genética del maiz, se
descubrieron otros alelos y genes cuyo comportamiento no se explicaba por las
reglas mendelianas, motivando asi la profundizacién de su estudio. Hasta el
momento se sabe que la ruta biosintéica involucra ocho genes estructurales que
codifican enzimas cataliticas y nueve genes que codifican factores protéicos que
regulan la expresion de los estructurales, determinando asi la biosintesis en
cierto 6rgano de la planta y la tasa de acumulacién del pigmento, ya sea en tallos,
hojas, espigas, totomoxtles, olotes, pericarpios y capas de aleurona. El patrén de
pigmentaciéon del grano de maiz manifiesta cambios por la presencia de
transposones que modifican las secuencias de bases de los genes, alterando su
funcién; también, por la influencia de fenémenos epigenéticos como el
silenciamiento de genes, de efectos maternos que cambian la interpretacion de la
segregacion de tonalidades del color del grano, y los factores ambientales, que en
niveles estresantes activan la biosintesis del pigmento.

Revisar el conocimiento actual sobre estos pigmentos permite la mejor definicion
de estrategias en un programa de mejoramiento genético, dirigido a la formacion
del arquetipo de maiz con alto rendimiento de antocianinas por planta y por
unidad de superficie.

Palabras clave: antocianinas, genes estructurales, genes reguladores, factores

de transcripcion, genética de pigmentos.
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INTRODUCCION

En el maiz se presentan de 3 a 4 colores diferentes del grano: el amarillo, que es
producto de la acumulacion de carotenoides, los colores rojo, azul y parpura, son
producidos por antocianinas. El “blanco” es el resultado de la ausencia de
pigmentos de estos tipos (Ford, 2000). De las poblaciones estudiadas por Espinosa
et al. (2008) las de grano rojo (Rojo-1 y Rojo-2) presentaron acumulacién de
antocianinas en el pericarpio y en la aleurona, y s6lo en la aleurona (Azul-1 y
Azul-2), pero no se detecté en ninguno de estos tejidos en las poblaciones de grano
blanco y amarillo. Por ello, se analiza la informacién disponible sobre el control
genético de la biosintesis de antocianinas en las principales estructuras del grano

del maiz que almacenan el pigmento: el pericarpio y la capa de aleurona.

Pericarpio

Los primeros andlisis de tipo Mendeliano, hechos por Anderson y Emerson (1923),
indican que el color del pericarpio es un caracter dominante sobre el pericarpio
incoloro. Las combinaciones de dos loci dan como resultado los siguientes colores:
PA= rojo, Pa= café, pA y pa= incoloro. También reportan que estas combinaciones
ocurren en conjunto con otros loci relacionados con el color del vastago de la
planta de maiz (ABPI= purpura, ABpl= rojizo, AbPl[= purpura tenue, Abpl= rojizo
tenue, aBPl= café y ABpl, abPl y abpl= verde); de este modo, una planta de follaje
rojizo con pericarpio incoloro esta conformada genéticamente asi: ppAabbplpl.
Mediante retrocruzas se descubrié que los loci A y P estan relacionados con el
color del pericarpio y son heredados de forma independiente, también que el color
de la planta no tiene influencia sobre el color del pericarpio, por lo tanto, P y Pl
son independientes. Similarmente el gen P es independiente del locus R que
corresponde al color expresado por antocianinas presentes en la capa de aleurona
(Anderson y Emerson, 1923). Esto indica que puede haber antocianinas en los
6rganos reproductivos y vegetativos o en cualquiera de estos tejidos, sin haber

interferencia entre los loci.
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Estudios posteriores sobre el gen P (=P1) encontraron que éste se localiza en el
brazo corto del cromosoma uno y que se expresa en el olote y en los 6rganos
florales. Entre sus alelos estan: PI-wr, relacionado con el pericarpio incoloro y el
olote rojo, PI-ww indica que el pericarpio y el olote son incoloros. PI-wr es
dominante sobre PI-ww (Frascaroli y Landi, 1998). Sélo el alelo P-vv es el
responsable de la variegacion del pericarpio en los granos (Grotewold et al., 1994).
Capa de aleurona

East (1913) dio a conocer que la estructura genética de los granos incoloros es la
siguiente: PPRRcc, PPrrcc, PPrrCC, ppRRcc y pprrCC. Esto indica que al menos
un par de alelos deben estar en condicion homocigética dominante. En adicion,
Rhoades (1952) plante6 que la aleurona incolora esta estructurada genéticamente
como se muestra en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Estructura genética de la capa de la aleurona sin la
capacidad de biosintesis de antocianinas.

Combinacion Estructura genética
1 alal a2a2 PP RR cc bz_
2 alal a2a2 PP rr cc bz_
3 alal a2a2 PP rr cc bz_
4 alal a2a2 pp RR CC bz_
5 alal a2a2 pp rr CC bz_

bz_ significa que puede estar en condicién homocigética

recesiva bzbz o heterocigética Bzbz.
Por su parte, Coulter (1920) muestra que los genes R y C son indispensables y
complementarios para la producciéon del color rojo en la capa de aleurona; pero
anade que la participacion del gen P (= Pr) es necesaria para darle el color
paurpura a este tejido. Asi, se deduce que los colores de la aleurona resultan de
varias combinaciones genéticas, tal como sigue: Purpura= PpRRCC, Pp RrCC, Pp
RRCc¢ y PpRrCec. Esto indica que al menos tres alelos dominantes (P, R y C) son
necesarios para la produccion de este color; Rojo= ppRRCC, ppRrCC, pp RRCc y
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ppRrCc. En este caso, no debe estar el alelo dominante P, pero si deben existir al
menos dos alelos dominantes (R y C). Coulter (1920) también menciona la
existencia de un gradiente en la intensidad del color en el intervalo de rojo a
purpura.

Con los trabajos realizados por East (1913), Coulter (1923) y Rhoades (1952) se
infiere que la aleurona tendra pigmentacion siempre y cuando se tengan las
siguientes combinaciones genéticas: AIA1 A2A2 CC RR PP/pp BzBz/bzbz, donde
los loci P y Bz pueden estar en condicién homocigética dominante o en condiciéon
homocigética recesiva.

Estudios adicionales hechos por Coe (1957) indican que al estar el locus in en
condiciéon homocigética recesiva, la aleurona ya sea roja o purpura, tendra mayor
intensidad en la pigmentacién, hasta aparentar un color “negro”.

Tomando en cuenta todos los estudios anteriores es posible establecer que la

estructura genética de la aleurona pigmentada con antocianinas es variable

(Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Estructura genética de la capa de aleurona con la capacidad de
biosintesis de antocianinas y su relaciéon con el color.

Estructura genética Color de aleurona
AIA1 A2A2 CC RR PP BzBz inin Puarpura oscuro
AIAl1 A2A2 CC RR PP BzBz -- Parpura
AIA1 A2A2 CC RR pp BzBz inin  Rojo oscuro
AlA1 A2A2 CC RR pp BzBz -- Rojo
AlA1 A2A2 CC RR PP bzbz -- Bronceado o café
AIA1 A2A2 CC RR pp bzbz - Café tenue

Ford (2000) menciona que entre los alelos que explican los diversos colores de la
aleurona (rojo, purpura, blanco y amarillo,) ocurren varios tipos de interaccion:

recesiva, dominante, doble recesiva y dominante-recesiva. Esta interaccion entre

48




Capitulo II1

los genes ocurre por la competicion de las enzimas involucradas en la ruta
biosintética. Por ejemplo, la que presentan las proteinas reguladoras que
codifican los alelos C-I y ¢, las cuales compiten por el sitio especifico en la region
promotora de los genes estructurales.

Por otra parte, la dominancia entre genes alélicos tiene bases moleculares. En
Ipomea purpurea, el color purpura de la flor es dominante sobre el rosa. Los
estudios moleculares revelaron que en el locus P hay dos alelos: P, para el color
purpura y p, para el color rosa. El gen p se diferencia de P porque tiene una
insercién de 400 pares de bases en el tercer exon, asi resulta la producciéon de un
trascrito truncado y por lo tanto, la enzima (F3"H) no es funcional, resultando el
color rosa en vez del purpura (Zufall y Rausher, 2003).

Efecto del progenitor

Los frutos o semillas de algunos individuos provenientes de ciertas cruzas
expresan en mayor magnitud caracteristicas del progenitor masculino. A tal
influencia se le denominé xenia (Poindexter, 1903). Este concepto hacia referencia
a los efectos del progenitor masculino sobre las caracteristicas del endospermo de
la hembra, tales como su color o textura, ya que se considera al endospermo de
origen materno. Bajo esta premisa, se descubri6 que la xenia ocurria cuando el
macho presentaba dominancia completa, pero al existir dominancia incompleta
cualquier progenitor podia provocar el fenémeno (East, 1913). En este sentido, en
maiz se encontr6 que el endospermo harinoso dominaba sobre el caracter dulce, el
color amarillo dominaba sobre el blanco, el color rojo y purpura de la aleurona
dominaban sobre la incolora (Weatherwax, 1919), y que el color paurpura de la
aleurona dominaba sobre el color rojo (Snyder, 1946). Sin embargo, una vez que
se conoci6 citogenéticamente la triple fusiéon durante la fecundacién, se encontré
que la variacion en el endospermo (xenia) era causada por factores (genes)
trasmitidos por el macho (Waller, 1917). No obstante, en algunas cruzas de maiz,
la hembra con aleurona blanca, al polinizarse con polen de un macho de aleurona

roja desarrolla granos blancos. La explicacion se basé en que la hembra
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contribuy6 con doble cantidad de cromosomas con respecto a la del macho (2:1),
aun cuando la hembra era recesiva. En otro caso similar, en la cruza de una
hembra de endospermo suave y blanco con un macho de endospermo duro y
amarillo resultaron granos de color amarillo con endospermo suave. En este caso
hubo un efecto xénico del macho sobre el color del endospermo y un efecto de dosis
cromosoOmica de la hembra sobre la textura (Weatherwax, 1919).

En el transcurso del estudio de la herencia del color del grano en maiz surgieron
varios casos especiales. Uno de ellos fue estudiar algunos alelos relacionados con
el color de la aleurona (Rst, Rs, R", Rct), de manera que al cruzar machos con
distintos alelos con una hembra con aleurona blanca, se derivaron granos
moteados y granos con un color purpura uniforme. Los andlisis quimicos
practicados mostraron que los granos moteados de la F: semilla presentaron
menor contenido de antocianinas, en comparacion con los granos de color purpura
uniforme. El fenotipo moteado se presenté principalmente en poblaciones
originarias de México, Estados Unidos y Guatemala, entre otros paises. Sin
embargo, las poblaciones que desarrollaron granos uniformemente pigmentados
se denominaron no paramutables o metaestables, las cuales se cultivan en
Bolivia, Perd, Chile y Ecuador (Van Der Walt y Brink, 1969).

A partir de los estudios sobre xenia, y para entender los mecanismos genéticos de
la segregacion de varios patrones de pigmentaciéon en la capa de aleurona del
grano, Kermicle (1970), mediante técnicas citogenéticas, logré modificar la dosis
de loci aportados por el macho y por la hembra. En las cruzas directas y
reciprocas (hembra de aleurona blanca x macho de aleurona roja y hembra de
aleurona roja x macho de aleurona blanca) se descubri6 que la aleurona moteada
surgié cuando la hembra aport6 el gen recesivo en dosis de uno hasta cuatro y el
macho contribuyé con una o dos dosis del gen dominante (1-4r/1-2R); por el
contrario, se desarrollaron granos con aleurona totalmente pigmentada en cruzas
donde la hembra contribuyé con una o hasta cuatro dosis del dominante,

independientemente de que si el macho aportara una o dos dosis del alelo recesivo
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o una dosis del dominante (1-4R/1-2r o 1-4R/R). Con este trabajo se dedujo una
expresion diferencial del gen R en el endospermo, en funcion del progenitor que lo
transmite, fendmeno que no se logré explicar como efectos maternos (dosis) o por
efecto de xenia (explicada con la doble fecundacién); en cambio, se plantearon
varios aspectos relacionados con tal comportamiento: la paramutacion, la
presencia de transposones y la impresion génica (Kermicle, 1978). Actualmente se
sabe que los genes red (R) y booster (B), son genes que codifican factores de
transcripcion que regulan la biosintesis de antocianinas y que tienen algunos
alelos paramutables (R, BI) y otros alelos paramutagénicos (Rst, B") (Vedova y
Cone, 2004).

Otro gen regulador de la biosintesis es el C, cuyos alelos normales, conocidos como
Wisconsin y Cornell, producen proteinas que regulan la transcripcion de varios
genes estructurales (a1, a2, c2, bz1 y bz2) involucrados en la ruta biosintética de
las antocianinas. Asi, al cruzar una linea hembra normal (CICI) con una linea
macho portadora del alelo inhibidor que contiene un transposén (CI-14), se
producen granos completamente pigmentados; en contraste, cuando el alelo con el
transposéon C1-I4 lo trasmite la hembra se producen granos incoloros. Un
comportamiento opuesto lo manifiesta el alelo inhibidor estandar (C1-I), ya que
los granos incoloros se producen cuando este alelo lo transmite el macho
(Edwards et al., 2001). En este caso, los autores explican el comportamiento por
un efecto de dosis y por las caracteristicas estructurales de los promotores de los
genes estudiados. Por el contrario, Birchler (1993) indica que el efecto de dosis y
la impresién génica no son mutuamente excluyentes. El efecto de dosis es factible
en el caso de biosintesis de carotenoides (Egesel et al., 2003) y la impresién génica
es sobresaliente en la biosintesis de antocianinas, pero también en la
acumulacion de biomasa en el endospermo (Lin, 1982 y 1984). Otros trabajos
proponen que en vez de dosis es mas importante un balance gendémico 2:1
(materno:paterno), pues cualquier desviacion de éste conlleva a la degeneraciéon y

aborto de los granos, ocasionado por fallas en la formaciéon de las células de
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transferencia que participan en la nutricién del grano (Charlton et al., 1995).
Avances recientes con respecto al gen R, demuestran que la impresiéon genémica
ocurre cuando la hembra portadora del alelo paramutable R" se cruza con el del
macho portador del alelo r, entonces, en la Fi, el gen es transcripcionalmente
activo y el grano resulta completamente pigmentado; pero cuando el gen R’ es
trasmitido por el macho a través del polen, presenta un nivel reducido de
transcripcion y el grano resultante es moteado o casi incoloro; es decir, cuando es
trasmitido maternalmente, este gen es hipometilado; pero es hipermetilado
cuando el gen es trasmitido paternalmente, aunado a una represion a nivel de
cromatina (Vedova y Cone, 2004). La metilacion ocurre por la modificacion
quimica de las citocinas del ADN con grupos metilo, a través de las enzimas
metiltransferasas; esto también es conocido como silenciamiento de genes (Grant
y Dickinson, 2005).

Control transcripcional de la biosintesis de antocianinas

Los genes que codifican la serie de proteinas participantes en la ruta de
biosintesis de las antocianinas se presentan en el Cuadro 3.3, los cuales se
clasifican en tres tipos, de acuerdo a la funcién de sus productos moleculares, a

saber: estructurales, reguladores y transportadores (Cone, 2007).

En maiz, los genes estructurales codifican para la formacion de las enzimas que
catalizan las reacciones de la ruta de biosintesis de las antocianinas y son: c2
(chalcona sintetasa), chi (chalcona isomerasa), f3h (flavanona 3-hydroxilasa), al
(dihidroflavonol 4-reductasa), a2 (leucoantocianidina dioxigenasa/antocianina
sintetasa), bzI (UDP-glucosa flavonoide 3-O-glucosil transferasa), z2 (glutation
S-transferasa) (Piazza et al., 2002). Todos los genes estructurales, principalmente
los alelos dominantes, son indispensables para la biosintesis de antocianinas, en
cualquier tejido de la planta de maiz (Piazza et al., 2002).

Los genes estructurales involucrados en la sintesis de antocianinas estan
controlados por la combinaciéon de dos familias de factores de trascripcion, la MYB

yla MYC (Vom Endt et al., 2002). En los vegetales las proteinas MYB tienen dos
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Cuadro 3.3. Genes participantes en la biosintesis de antocianinas y otros
pigmentos en la planta de maiz.

Loci Crom Nombre Alelos Tipo Long Enzima
(pb)
pal - - - E - PAL
c2 41, Colorless-2 C2, c2, C2-Idf, Whp E 1203 CHS
chi - Chalcone isomerase-1 Chil, Chi2, Chi3, Po E 693 CHI
fhtl - Flavanone hidroxylase Fht, fht E 1119 F3H
prl 5L Purple Pp E - F3'H
al 3L Anthocyanin-1 A, a, A-b, a-B, A-d E 1073 DFR
a2 58 Anthocyanin-2 A2, a2 E 1188 ANS
bz1 98 Bronze-1 Bz1, bz1 E 1416 F3GT
bz2 1L Bronze-2 Bz2, bz2 T - GST
ZmMrp4 - - T - MRP
cl 98 Colored-1 C1, ¢ Pl C-I, C-S, R 837 R2R3-
¢-p, ¢-n, c-ml, c-m2 MYB
pll 6 Purple plant-1 Pl1-Blotched R - R2R3-
MYB
rl 10L Red R-r, R-g, r-g, r-r, R-st, R-sc, R 1935 bHLH
R-mb, R-ni, Lc, Sn, S
bl 2 Booster-1 B-Perii, B-Bolivia R - bHLH
pl 1S Pericarp Pl-wr, P1-ww, P-vv R - -
vpl 3L Viviparous Vpl, vpl, vp-me, vp-c R - -
inl 7S Intensifier In, in R - bHLH
pacl Pale aleurone color-1 Pac, pac R - WD40
dek-1 1S Defective kernel dek-1, dek-2, dek-21 R - -

Crom= Cromosoma, Long= Longitud, pb= Pares de bases, E= Gene estructural, R= Gene
regulador, T= Gene que codifica al transportador; PAL= Fenil alanina amonioliasa, CHS=
Chalcona sintetasa, CHI= Chalcona isomerasa, FHT= Flavanona-3-hidroxilasa, F3 H=
Flavonoide-3-hidroxilasa, DFR= Dihidroflavonol reductasa, ANS= Antocianidina sintetasa,
F3GT= Flavonoide-3-O-glucosil transferasa, GST= Glutatién-S-transferasa, MRP= Transportador
resistente a multidrogas, (-)= Desconocido. Fuente: Elaborado con base en Cone (2007);
Halbwirth et al. (2003), Ford (2000), Madhuri y Reddy (1999), Rausher et al. (1999), Frascaroli y
Landi (1998), Liu et al. (1998), Mc Mullen et al. (1998, 2001), Stafford (1998); Marrs et al. (1995),
Grotewold et al. (1994), Jayaram y Peterson (1990).
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motivos (R2 y R3), por lo que forman la familia R2R3-MYB (Braun y Grotewold,
1999).

Los genes MYB producen proteinas tipo HtH (helix turn helix) y los genes MYC
producen las proteinas bHLH (basic helix loop helix). Estos dos tipos de proteina
se han estudiado en plantas modelo, para entender la biosintesis de las
antocianinas: petunia, flor boca de dragon o perrito, arabide y maiz. En el maiz,
estas proteinas son codificadas por los genes reguladores R y CI,
respectivamente, los cuales se expresan en la aleurona (Vom Endt et al., 2002).
Las proteinas producidas por la familia del gen R actiian sobre los genes
estructurales Bz1 y Bz2, mientras que la familia del gen C1 actiia sobre los genes

estructurales C2, f3h, A1 y A2 (Quattrochio et al., 1998).

Por su parte, Piazza et al. (2002) clasifican a los genes reguladores del maiz en

dos familias de la siguiente manera:

r1/bl: es una familia que codifica las proteinas de estructura homodloga al
dominio de unién y dimerizacién, hélice-orquilla-hélice basica (bHLH, basic helix-
loop helix, por sus siglas en inglés), encontrado en las oncoproteinas tipo MYC
presentes en animales. Entre los alelos mas comunes de tales loci estan: b1, rl1,

snl, Lc y Hopi.

cl/pll: es la segunda familia que codifica proteinas con estructura homoéloga al
dominio de uniéon al ADN (DNA-binding domain, en inglés) de las oncoproteinas
tipo MYB encontradas en animales. Esta familia tiene menor diversidad alélica
con respecto a la anterior, por lo que sus miembros presentan similitud

estructural y funcional.

Un factor de transcripcion que reprime la expresion de los genes estructurales se
ubica en el locus INI (intensifierl). Su alelo inl esta relacionado con la mayor

acumulacion de antocianinas en el grano (Broun, 2004)
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En el genoma del maiz, varios genes reguladores y estructurales estan presentes
en dos copias, tal es el caso de C1 y PI, R y B, lo cual se ha confirmado porque
conservan un alto grado de homologia en su region codificante, ademas de que sus
productos son idénticos en estructura y funcién. Sin embargo, los intrones y
secuencias que se encuentran en los flancos divergen, por lo que su region
promotora tiene poca a nula homologia, y en consecuencia, su expresion difiere en
el tejido; por ejemplo, CI y R son activos en el escutelo y en la capa de aleurona
del grano, mientras que Pl y B se expresan en los 6rganos vegetativos de la
planta. Otro par de genes estructurales que estan duplicados tanto en maiz como
en teocintle son Al y AI*. Ambos genes tienen 4 exones y 3 intrones pequenos.
Las proteinas que codifican son de 357 y 353 aminoacidos, respectivamente
(Bernhardt et al., 1998). Son cuatro las regiones promotoras del gen Al: LaPBS
(low affinity for P1 binding sites), ARE (anthocyanin regulator element), HaPBS
(high affinity for P) y TATA (box) (Pooma et al., 2002).

Estudios recientes muestran que para la produccion de antocianinas es necesaria
la cooperacion entre las proteinas reguladoras producidas por el gen CI con las
producidas por el gen R. Ambas proteinas se ligan a regiones promotoras (ARE,
CBS o PBS) de los genes estructurales A1 y Bz1, con la participacion del cofactor
RIF (recruiting binding factor) (Hernandez et al., 2004). La presencia del dominio
ACT en la proteina producida por R es indispensable para la interaccién

molecular con las proteinas R2R3-MYB producidas por C1 (Feller et al., 2006).

A la interaccion compleja entre proteinas se le conoce como control
transcripcional combinatorio. Particular estudio ha enfatizado al control del gen
estructural A1, que codifica la enzima dihidroflavonol reductasa (DFR). Para tal
evento los factores de trascripciéon forman el complejo bHLH/MYB con el recién
descubierto factor RIF1 (R interacting factor 1) en las proximidades del promotor
del gen Al, donde incrementan la acetilacion de las histonas, resultando la

expresion del gen estructural.
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Algunas alteraciones en las secuencia de bases del gen R, causadas por
transposones Ds, tienen impacto en la estructura de la proteina reguladora y con
ello se tiene una menor produccion de ARNm en los genes estructurales C2 y Al

(Feller et al., 2006).
Control transcripcional de la biosintesis de flobafenos

El gen estructural A1 codifica la enzima DFR, la cual participa en la formacion de
flobafenos y de antocianinas. Estos pigmentos no se forman si el gen pierde su
funcién, entonces el pericarpio toma un color café y los 6rganos vegetativos se

quedan de color verde (Pooma et al., 2002).

Para la formacion de flobafenos interviene el gen regulador PI, que codifica la
proteina MYB-3 y se expresa en pericarpio, olote, glumas de la espiguilla y en los
estilo-estigmas; tnicamente regula la biosintesis de tales pigmentos actuando
sobre los genes estructurales C2, Chi, y A1. Su alelo PI-ww tiene tres regiones en
su promotor: P1.2, P1.0 y Pb. Las dos primeras son fragmentos que incrementan
la transcripcion y la tercera region, esencialmente es el promotor (Mol et al.,
1998; Sidorenko et al., 2000). Otros alelos de pI son PI-rw (red pericarp/white
cob) y P1-rw751::Ac, que contienen un transposén Ac, mientras que a P1-rwi1077

le falta un fragmento de 386 pares de bases (Zhang y Peterson, 2005).

Para la produccion de flobafenos, los genes reguladores C1 y R se complementan
para dar lugar a la proteina P1*, que a su vez interacciona con el gen R para
acoplarse al complejo promotor (RIF, ARE y CBS), correspondiente al gen
estructural A1 (Hernandez et al., 2004).

Los factores de transcripciéon tienen la propiedad de activar o reprimir la
expresiéon génica mediante un incremento o disminucién en la acumulacién de
ARNm (Broun, 2004). La participacion de los factores de transcripciéon y de su
interaccién con factores ambientales brinda complejidad a la ruta de biosintesis
de antocianinas (Figura 3.1), permitiendo el andlisis de la acumulacién de tales

pigmentos, como una caracteristica cuantitativa.
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Figura 1. Control genético de la biosintesis de antocianinas y de flobafenos en el grano del maiz.
CHS= chalcona sintetasa, CHI= chalcona isomerasa, FHT= flavanona-3-hidroxilasa, F3"H=
flavonoide-3-hidroxilaza, DFR= dihidroflavonol reductasa, ANS= antocianidina sintetasa, F3GT=

flavonoide-3-O-glucosil transferasa, GST= glutation-S-transferasa. Fuente: Elaboracién propia con base
en Doebley (1993), Grotewold et al. (1994) Mol et al. (1998), Halbwirth et al. (2003), Hernandez et al. (2004).
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CONCLUSION

La biosintesis y acumulaciéon de antocianinas en el grano de maiz es compleja
dado que intervienen genes estructurales que codifican las enzimas cataliticas,
genes que regulan la transcripciéon en determinado tejido de la planta y bajo
determinadas condiciones ambientales y otros fenémenos epigenéticos que hacen

complejo el sistema.
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IV. VARIABILIDAD FENOTIPICA ENTRE POBLACIONES DE MAiZ CON
DIFERENTES GRADOS DE PIGMENTACION

RESUMEN

Uno de los caracteres que evidencian la variabilidad genética del maiz es el color
del grano. Para estudiar la variacion de tal caracteristica y su comportamiento
agronémico, 114 poblaciones nativas de diferentes estados de los Valles Altos
Centrales de México, se caracterizaron visualmente por su color de grano y se
clasificaron en 5 grupos. Los experimentos de campo se realizaron en Montecillo,
México en 2003. Se establecieron cinco experimentos usando el disefio de bloques
completos al azar, uno por grupo de color de grano, para evitar la interferencia
del polen. Se tom6 una muestra de tres mazorcas por parcela y el color de grano
se registré de dos maneras: cuantitativamente, usando colorimetro (luminosidad,
cromaticidad y tinte), y cualitativamente por su calificacion visual, desde el
blanco hasta el negro. Se midi6 la longitud y diametro de la mazorca y del olote,
numero de hileras por mazorca; longitud, ancho y peso del grano, asi como los
dias a floracién masculina y femenina. El andlisis multivariado de las cuatro
variables del color permitié la clasificaciéon de las 114 poblaciones en 6 grupos:
blanco (28 poblaciones), amarillo (44), anaranjado (4), rojo (15), azul (18) y
parpura (5). Hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre los grupos de color
para los dias a floracion masculina y femenina, nimero de hileras por mazorca,
longitud y ancho de grano, diametro de mazorca y del olote; sin embargo, la
longitud de la mazorca, el nimero de granos por hilera y el peso de grano por
mazorca fueron similares entre grupos. Las poblaciones con granos pigmentados
fueron precoces, de granos mas grandes, con olotes angostos y con mayor
diametro de mazorca en relacién al grupo blanco.

Palabras clave: maiz pigmentado, maiz azul, maiz rojo, componentes

principales, agrupamiento por color de grano.
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INTRODUCCION

La variabilidad del maiz en México se ha clasificado hasta el momento en 59
razas, considerando caracteres morfolégicos y polimorfismos de isoenzimas
(Sanchez et al., 2000) inclusive, algunas variantes se han estudiado con
marcadores moleculares como los microsatélites (Santacruz et al., 2004). Como
variantes dentro de las razas se tienen tipos por su coloracién de grano, el cual se
determina por la presencia o ausencia de pigmentos como carotenoides en los
granos amarillos (Egesel et al., 2003), antocianinas y flobafenos en los azules o
rojos (Irani et al., 2003). Se han estudiado algunas razas de maiz en sus variantes
de granos de colores rojo y azul, mediante el andlisis de los valores de L, a y b, en
granos enteros (Salinas et al., 1999) y en harina (Salinas et al., 2003), sin
considerar el tinte y la cromaticidad. Para realizar un estudio colorimétrico se
determinan las variables: luminosidad (L), que cuantifica la opacidad y oscila
entre blanco y negro; la combinaciéon de rojo y verde (a), y la combinacién de
amarillo y azul (b). Con las tltimas dos variables se calculan el tinte (H) y la
cromaticidad (C), parametros que caracterizan objetivamente el color (McGuire,
1992). En este contexto, es necesario contar con una interpretacion mas completa
de la variaciéon del color y de ampliar este tipo de estudios en relacion a la
variabilidad del maiz pigmentado.

El objetivo del presente trabajo fue analizar la variacién del color de grano de un
grupo amplio de poblaciones con fines de clasificaciéon, como estrategia previa al
estudio de la estructura genética de poblaciones pigmentadas y con

caracteristicas agronémicas sobresalientes.

MATERIALES Y METODOS
Se estudiaron 114 poblaciones originarias de Chihuahua, Durango, Hidalgo,
Querétaro, Veracruz, Estado de México, Morelos, Puebla, Tlaxcala, y Oaxaca;
seleccionadas por su adaptacion, rendimiento, precocidad y coloracion de grano,

sobresalientes en los Valles Altos Centrales de México. Tomando el color como
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criterio, las poblaciones inicialmente se clasificaron subjetivamente en cinco
grupos (blanco precoz, blanco intermedio, amarillo, rojo y azul) que se
establecieron en el Campo Agricola Experimental “Montecillo”, del Colegio de
Postgraduados, durante el ciclo Primavera-Verano de 2003. En cada uno de los
cinco experimentos se incluyeron las poblaciones de color de grano similar; se usé
el diseno de bloques completos al azar, siendo la unidad experimental un surco de
5 m de largo y 0.8 m de ancho con 21 plantas. El nimero de repeticiones varié de
2 a 4. Respecto al manejo agronémico, no se controlé la polinizaciéon considerando
que el efecto de Xenia no es significativo sobre el color de la capa de aleurona
(Cross y Alexander, 1984); se aplicaron cuatro riegos y la formula de fertilizacion
120-60-00. Se realizé control quimico de arvenses en dos ocasiones. Se registroé el
numero de dias a la floraciéon masculina (DFM) y femenina (DFF), cuantificado a
partir de la siembra. A la cosecha se tomé una muestra de tres mazorcas por
surco, representativas de la poblacién, para medir las variables longitud y
didmetro de mazorca (LMz y DMz), diametro del olote (DOI); ancho del grano
(AGr), longitud del grano (LGr), en cm, nimero de hileras por mazorca (HMz);
numero de granos por hilera (GrH); peso individual del grano (PiGr) y peso de
grano por mazorca (PGrMz), en g. Se hizo una determinacién colorimétrica y una
calificacion visual, de manera detallada con respecto a la clasificacion inicial, del
color de grano en dos bloques por experimento. La calificacién visual (V) se hizo
con la escala: 1 = blanco, 2 = crema, 3 = amarillo, 4 = anaranjado, 5 = morado, 6 =
vino, 7 = gris, 8 = negro. Para el estudio colorimétrico se colocé una muestra de
granos de cada una de las tres mazorcas en recipientes de plastico de 50 mL, para
medir las variables L (luminosidad o brillo), @, y b con el equipo Hunter Lab

Modelo 45/0 (Hunter Associates Laboratory, Reston, VA.). Con a y b se calculé: 1)

. b oo
el tinte (H =arctan—), que es un valor angular que indica el cuadrante
a

correspondiente al color de la muestra en un sistema cartesiano, donde el eje X

corresponde a los valores de a y el eje Y a los de b (0° = color rojo-purpura, 90° =
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amarillo, 180° = azul-verdoso y 270° = azul) y 2) la cromaticidad, que indica la

intensidad o concentracion del color predominante dentro del cuadrante

(McGuire, 1992), se calcul6 con la formula: C :W . Con las variables de
color de las 114 poblaciones (V, L, C y H) se construy6 la matriz de datos y se hizo
un andlisis de conglomerados, considerando distancias euclidianas con el método
del ligamiento promedio, determinando el nimero de grupos con el criterio ctbico
de Sarle (Dallas, 2000); posteriormente se realizé6 un analisis de componentes
principales; en ambos andlisis los datos se estandarizaron con media = 0 y
varianza = 1. Se hizo un anadlisis univariado de varianza para conocer el
comportamiento agronémico de los grupos, aplicando el modelo
estadistico:Y;, = u+b, +g,+ p,,; +&,, donde b, g, y p, son los efectos de bloque,
grupo y anidamiento de poblaciones dentro de grupos, respectivamente,

utilizando para tales analisis el SAS®, versién 6.11.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el analisis de conglomerados las 114 poblaciones se clasificaron en seis
grupos. La dispersion de las poblaciones en el plano determinado por los dos
primeros componentes principales delimit6 los grupos (Figura 4.1).

Los dos primeros componentes (CP1+CPz2) explicaron el 87% de la variacion total,
el CP; estuvo determinado en mayor grado por la luminosidad, la cromaticidad y
la calificacion visual del color de los granos y el CP2 por su tinte (Cuadro 4.1). Es
notoria la dispersion de las poblaciones dentro de cada grupo, indicando que
existe variacién cuantitativa para un mismo color de grano.

Con relacion a la brillantez de los granos, expresada por los valores de
luminosidad (L), en el Cuadro 4.2 se puede ver que el grupo de poblaciones de
grano blanco (grupo 2) se caracteriz6 por tener el valor mas alto (50.6), que
corresponde al nivel de los grises en la escala de Cook (2000), donde el negro puro
tiene un valor de 0 y el blanco puro de 100. De esta variable, las poblaciones de

grano amarillo y anaranjado tuvieron valores de 32.1 y 27.7, respectivamente; es
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decir, presentaron mayor opacidad con respecto a las de grano blanco, mientras
que las de grano rojo, azul y purpura mostraron valores (19.4, 21.6 y 13.7,
respectivamente) cercanos al negro (L. = 0). Los valores de luminosidad y la
calificacién visual de los granos tuvieron una relacién inversa (Cuadro 4.2), es

decir que ésta dltima variable al contrario de la primera tuvo valores crecientes

Segundo Componente Principal (Tinte)

] l | | | | | |
I T | I | I | 1
-4 -3 -2 =1 0 1 2 3

Primer Componente Principal

(Cromaticidad + Luminosidad + Calificacion Visual)

Figura 4.1. Dispersion de 114 poblaciones de maiz en el plano determinado por
los dos primeros componentes principales. Grupos caracterizados por el
color de grano: 1 = Amarillo, 2 = Blanco, 3 = Rojo, 4 = Parpura, 5 = Azul, 6
= Anaranjado. Montecillo, México. 2003.
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Cuadro 4.1. Vectores propios, varianza explicada y valores propios de los dos

primeros componentes principales. Montecillo, México. 2003.

Vectores propios CP: CP:
Participacion de las variables originales

Luminosidad 0.572 0.124

Cromaticidad 0.594 0.077

Tinte -0.116 0.989

Calificacién visual -0.551 0.003

Varianza explicada 0.63 0.24

Valores propios 2.52 0.98

CP:1 y CP2 = Primero y segundo componentes principales.

desde el blanco hasta el color purpura. Salinas et al. (1999) encontraron que para
granos azules la luminosidad varié entre 24.6 y 41.0 y para granos rojos entre
13.1 y 37.4. En el presente estudio para los grupos azul y rojo la luminosidad fue
de 15 a 27 y 15 a 23, respectivamente. De acuerdo al valor del tinte, las
poblaciones de granos anaranjados y rojos tuvieron valores angulares que los
ubican en el cuadrante rojo-amarillo; es decir, con angulos menores a 90°
(McGuire, 1992; Cook, 2000); los grupos restantes se ubicaron en el cuadrante
amarillo-verde, comprendido entre 90° y 180°. Los valores de cromaticidad
cercanos a 0 indican tonalidades intensas, valores mayores (hasta un limite de
60) indican tonalidades tenues; asi, los grupos de grano blanco, amarillo y
anaranjado presentaron tonalidades tenues y los grupos puarpura, azul y rojo
mostraron tonos intensos (Cuadro 4.2), resultados consistentes con base en el
primer componente principal (Figura 4.1).

Con la clasificacién de las 114 poblaciones mediante el analisis multivariado de
las variables colorimétricas L, C y H en los seis grupos sefialados (Figura 4.1), fue
posible conocer la variabilidad entre y dentro de grupos en cuanto al color

predominante (H), concentracion o pureza del color (C), y brillo (L) del grano. Esta
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Cuadro 4.2. Variables del color de grano por grupo de poblaciones de maiz, con
base en el analisis de conglomerados. Montecillo, México. 2003.

Grupo NPG A% L C H

2. Blanco 28 20+£02F 506+51 152+1.6 954+35
1. Amarillo 44 24+06 321+71 109+14 96.1+8.0
6. Anaranjado 4 40+16 27.7+4.0 11.3+2.6 625+13.3
3. Rojo 15 6.0+£1.0 194+45 57+11 757+71
5. Azul 18 58+14 216166 58+15 108.5+9.7
4. Parpura 5 83+0.2 13.7+48 59+1.3 134.0+4.7

Desviacion estandar

NPG= Numero de poblaciones por grupo
V = Calificacion visual del color;

L = Luminosidad

C = Cromaticidad

H = Tinte.

metodologia posibilita la deteccion de poblaciones con mayor contenido de
pigmentos de interés nutracéutico como los carotenoides y las antocianinas de las
poblaciones de grano amarillo y parpura de los grupos 1 y 4, respectivamente.
Yoshinaga et al. (1999) en Ipomoea batatas (L.) Lam, muestran las ventajas de la
aplicaciéon de esta metodologia al seleccionar poblaciones con alto contenido de
antocianinas relacionado con el color purpura brillante de la pasta elaborada con
este tubérculo.

Se ha encontrado dentro de la raza Chalqueno variados colores de grano, la cual
fue calificada usando una escala visual (Herrera et al., 2004); asi, los resultados
del presente estudio senalan la posibilidad de analizar la variabilidad del color
con base en un andlisis multivariado de los parametros L, C y H de manera
integral, sobre todo si existe el interés de establecer un programa de
mejoramiento genético enfocado a la derivacion de genotipos con mayor contenido
de antocianinas y carotenoides, pigmentos de gran importancia en la nutracéutica
(Egesel et al., 2003; Irani et al., 2003).
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En el Cuadro 4.3 se puede ver que en todos los casos, el grupo 2 (blanco) super6 (P
< 0.05) a los otros grupos en la expresiéon de todos los caracteres estudiados,
excepto en longitud de la mazorca, nimero de granos por hilera y peso de grano
por mazorca, en las que no hubo diferencias significativas entre grupos.

Las poblaciones del grupo 2 (blanco) presentaron precocidad intermedia, olote
grueso, mazorcas con mas hileras y granos pequenos. Los grupos 1y 3 (amarillo y
rojo) mostraron valores estadisticamente similares (P < 0.05) pero menores al
grupo de los blancos; los grupos 4 y 5 (parpura y azul) de granos oscuros, se
caracterizaron por su floracion precoz, mazorca gruesa con olote angosto y granos
mas grandes; el grupo 6 (anaranjado) se distinguié por ser precoz, con las
mazorcas de menor niumero de hileras y grano de tamafio medio. Segiin Mani et
al. (2000), las variables: DMz, HMz y PGrMz tienen heredabilidad alta (mayor a
55 %), mientras que la correspondiente a la LMz es baja (15 %), lo que permite
postular que en poblaciones de los grupos 2 y 4 existe el potencial genético para
mejorar tales caracteres, principalmente las del grupo 4 que presentaron granos
de mayor tamario.

El grupo blanco se caracterizé por su floraciéon masculina y femenina intermedias
(81 y 86 dias, respectivamente); en contraste, el grupo de granos azules present6
floraciones precoces (74 y 78 dias). La precocidad es una caracteristica ligada a
las condiciones climaticas locales de donde provienen las poblaciones estudiadas,
también fue un criterio de seleccion aplicado a esos genotipos durante su
adaptacion a los Valles Altos (Mendoza C M C y Ortiz C J, 2003; comunicacion
personal). Generalmente, las floraciénes masculina y femenina de las poblaciones
criollas de grano azul, cultivadas en los Valles Altos de la Mesa Central de
México, varia entre 104 y 110 dias, respectivamente (Arellano et al., 2003;
Herrera et al., 2004). Sin embargo, la floraciéon masculina de algunas variedades
de grano azul derivadas de la raza Chalqueno oscila entre 80 y 86 dias (Antonio et

al., 2004).
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Cuadro 4. 3. Variables agronémicas de poblaciones de maiz agrupadas con base
en el analisis multivariado del color de grano. Montecillo, México. 2003.

Grupo DFM DFF LMz DMz DOl HMz GrH LGr AGr PGrMz

2.Bco 81.2a 86.5a 119a 41b 25a 155a 24.1a 0.80c 0.85c 833a
1.Am 75.7b 80.0b 12.3a 40b 2.3b 14.1bc 25.0a 0.88bc 0.92b 78.7a
6.An 742c 784bc 11.1a 40b 23b 13.3c 23.8a 0.89bc 0.96ab 784 a
3.Ro 75.7b 80.0b 11.7a 4.2ab 2.3b 14.3bc 24.2a 0.96ab 0.94ab 82.0a
4.Pu  753bc 792bc 11.8a 44a 23b 14.3bc 23.3a 1.00a 0.97ab 80.0 a
5.Az 742c¢ 78.0c 12.0a 4.3ab 2.3b 13.7bc 23.4a 0.97ab 1.00a 794 a

DSH 1.2 1.6 1.16 0.25 0.13 0.88 2.1 0.12 0.06 21.3
CV (%) 2.3 3.0 13.7 8.7 8.0 8.7 12.7  20.0 10.0 12.0

Bco= Blanco LMz= Longitud de la mazorca (cm)
Am= Amarillo DMz= Diametro de la mazorca (cm)
An= Anaranjado DOIl= Diametro del olote (cm)

Ro= Rojo HMz= Numero de hileras por mazorca
Pu= Parpura GrH= Numero de granos por hilera
Az= Azul LGr= Longitud de grano (cm)

DFM-= Dias floraciéon masculina AGr= Ancho del grano (cm)

DFF= Dias a floracién femenina PGrMz= Peso del grano por mazorca

DSH = Diferencia significativa honesta
CV = Coeficiente de variacion
Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

CONCLUSIONES

Los parametros obtenidos con el colorimetro (luminosidad, tinte y cromaticidad) y
su analisis multivariado, permitieron separar las 114 poblaciones en seis grupos
de colores de grano: blanco (con 28 poblaciones), amarillo (con 44), anaranjado
(con 4), rojo (con 15), azul (con 18) y purpura (con 5).

Las caracteristicas agrondémicas que variaron significativamente entre grupos
fueron: dias a floracién masculina y femenina, nimero de hileras por mazorca,
largo y ancho del grano; asi, las poblaciones pigmentadas fueron precoces, de

grano grande, olote angosto y mazorcas anchas. En cambio, las variables longitud
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de la mazorca, nimero de granos por hilera y peso de grano por mazorca, no
difirieron significativamente entre grupos.

La metodologia usada permiti6 conocer la diversidad genética entre poblaciones,
al integrar en el analisis el color predominante (H), la concentracién (C), y el
brillo (L) del grano; por lo que se propone su aplicaciéon para detectar poblaciones
con el mayor contenido de pigmentos de interés nutracéutico, como los
carotenoides y las antocianinas, de los grupos de amarillos y purpura, 1 y 4,
respectivamente, y que sean la base de los programas de mejoramiento genético
para este fin.
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V. ACUMULACION DE ANTOCIANINAS EN PERICARPIO Y ALEURONA
DEL GRANO Y SUS EFECTOS MATERNOS EN POBLACIONES
CRIOLLAS DE MAIZ PIGMENTADO

RESUMEN

En México existe amplia variabilidad genética y fenotipica del maiz para color de
grano debido a las antocianinas y otros pigmentos. El presente estudio se hizo
para estimar los efectos maternos (EM) y la aptitud combinatoria general (ACQG)
que inciden sobre el tamano y la capacidad de almacenamiento de antocianinas
del pericarpio y la aleurona del grano de la generacion Fi semilla, de las cruzas
posibles entre seis poblaciones criollas de maiz pertenecientes a varios grupos
basados en el color de grano: rojo-1 (grupo purpura), azul-1 y azul-2 (grupo azul),
rojo-2 (grupo rojo), amarillo (grupo amarillo) y blanco (grupo blanco). Se observé
una relacion entre el color del grano con el contenido de antocianinas por kg de
grano (CAkg) y antocianinas por mil granos. El progenitor rojo-1 presenté el
mayor CAxg (1269 mg kg1 de grano) del cual 90.2 % del pigmento se acumulé en
el pericarpio, superando al azul-1 por 95.5 %. El andlisis estadistico indico
diferencias significativas entre las 30 cruzas (directas y reciprocas) y los seis
progenitores (P< 0.05) en el peso del pericarpio y del grano; contenido de
antocianinas en el pericarpio, en la aleurona y en el grano (con valores referidos a
1000 granos) y en el CAyg; grosor del pericarpio, de la aleurona y total del tejido
de almacén (pericarpio+ aleurona). Los EM y de ACG tuvieron la mayor
importancia sobre las caracteristicas estudiadas, siendo los mejores progenitores
el rojo-1y el azul-1.

Palabras clave: antocianinas, capa de aleurona, efectos maternos, maiz

pigmentado, pericarpio, nutracéutica, Zea mays L.
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INTRODUCCION
En México existe amplia variabilidad genética y fenotipica en las razas de maiz,
incluyendo la variacion en color del grano desde el blanco, amarillo, rojo hasta el
negro, con diferente intensidad (Hernandez X., 1985), como resultado de la
seleccion practicada por grupos étnicos, con intereses alimenticios, religiosos y
ornamentales (Johannessen et al., 1970). Los granos amarillos contienen
carotenoides, los rojos y negros, antocianinas, mientras que los blancos carecen de
estos pigmentos (Ford, 2000). Actualmente se reconoce la relevancia nutracéutica
de las antocianinas como antioxidantes, anticancerigenas y reductoras de
triglicéridos y de colesterol (De Pascual y Sanchez, 2008). Aun cuando México es
un pais rico en maices con este tipo de pigmentos, no se les ha dado la
importancia como recurso genético para generar conocimiento especifico que haga
eficiente su aprovechamiento; por lo que no se cuenta con variedades mejoradas,
tecnologia de produccion en campo y para su uso industrial, ni de su
aprovechamiento nutracéutico (Antonio et al., 2004). Bajo este contexto, para la
implementacién de un programa de mejoramiento de maiz con alto contenido de
antocianinas, es necesario conocer los efectos genéticos y los componentes de
varianza de las posibles poblaciones base (Suriyagoda y Peiris, 2007) de las cuales
se formen progenitores apropiados para la obtencion de hibridos o variedades
(Shattuck et al., 1993); para este propodsito, los disefios dialélicos permiten
analizar un sistema de cruzamientos entre posibles progenitores, en tres niveles:
1) la aptitud combinatoria general y especifica, 2) los componentes de la varianza
genética (aditividad o dominancia), y 3) la varianza aditiva (Wright, 1985).
Particularmente, la ruta de biosintesis de antocianinas en maiz involucra siete
genes que codifican enzimas estructurales, seis genes que codifican factores de
transcripcion y dos genes codificadores de proteinas transportadoras del pigmento
hacia las vacuolas (Cone, 2007), algunos de ellos con mas de dos alelos por locus y
que ademas presentan epistasis; sin embargo, tales genes se encuentran en

diferentes cromosomas, indicando la ausencia de ligamiento (Ford, 2000). El
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presente estudio se hizo con el propésito de evaluar los efectos maternos, los
reciprocos y la aptitud combinatoria que inciden sobre el tamarfio y la capacidad
de almacenamiento de antocianinas en el pericarpio y la aleurona de granos
formados en la generacion F;: semilla, derivada de las cruzas directas y
reciprocras posibles entre seis poblaciones nativas de maiz de color de grano
contrastado, desde el purpura hasta el blanco. Se espera que la acumulaciéon de
antocianinas sea diferente entre las estructuras del grano dependiendo del color,
y que al hacer las cruzas posibles entre las poblaciones sea significativa la
influencia del progenitor materno sobre la acumulaciéon de tales pigmentos,
dependiendo de la constitucion genética de la estructura correspondiente al

grano.
MATERIALES Y METODOS

Material genético y sitio experimental

Mediante analisis multivariado de componentes principales y de agrupamiento,
se definieron seis grupos de poblaciones contrastados por su color de grano
(Espinosa et al., 2006), y de estos grupos se seleccionaron seis poblaciones
similares en precocidad y porte, pero contrastadas en su color de grano: 1. Rojo-1
(grupo purpura), poblacion formada en el Colegio de Postgraduados para los
Valles Altos de México (recombinacion de una poblacion Peruana de grano
purpura con otra de grano azul de Querétaro, México); 2. Azul-1 (grupo azul), de
Tlaxcala; 3. Azul-2 (grupo azul, poblacion de menor tonalidad), de Hidalgo; 4.
Rojo-2 (grupo rojo), de Puebla; 5. Amarillo intenso (grupo amarillo), del Edo. de
México; y 6. Blanco (grupo blanco), del Edo. de México. En el Campo
Experimental del Colegio de Postgrados, en Montecillo, Texcoco, Edo. de México,
se hicieron las cruzas de un dialélico completo y se incrementaron los seis
progenitores. La siembra de cada poblacion se hizo el 25 de mayo de 2004 en
parcelas de dos surcos de 5 m de largo por 0.7 m de ancho, la distancia ente

plantas fue de 25 cm. La fertilizacion, el riego y el control de maleza se hicieron
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con base en las recomendaciones que se practican en la region (INIA, 1981). La

cosecha (semilla F1) se hizo en el mes de noviembre del mismo ano.
Biomasa del grano y de sus componentes

De las 30 cruzas (15 directas y 15 reciprocas) y los seis progenitores se tomaron
tres mazorcas y de la parte media de cada una se obtuvieron 25 granos, los cuales
se humedecieron con agua destilada durante 3 h para separar el pericarpio (tejido
de origen materno derivado del ovario) y la semilla (endospermo conteniendo la
capa de aleurona, que es la de interés en este estudio, mas el embrion). Los 25
granos disecados en sus componentes, se secaron por 24 h a 70 °C y se pesaron en
una balanza analitica con precisiéon de 0.0001 g, para obtener el peso promedio
del pericarpio por grano (Pper, en mg), el peso de semilla (Psem, en mg) y el peso
individual del grano (Pgm, en mg, como la suma de Pper + Psem). Cada mazorca se

considerd como una repeticion.
Grosor de pericarpio y de aleurona

Para medir el grosor del pericarpio (Gper) y €l de la aleurona (Gae) se adapté la
metodologia de Wolf et al. (1969), para lo cual se tomaron 3 granos de la parte
media de cada una de tres mazorcas de cada cruza y progenitor, y se
humedecieron por 8 h para hacer cortes transversales semi-finos entre el apice
del escutelo y la corona del grano, bajo un microscopio estereoscépico Zeiss® con
aumento de 10 X, usando una navaja metélica (Gillette®). Los cortes se colocaron
en portaobjetos y se observaron en un microscopio éptico (Zeiss®) con aumento de
100 X. Se hicieron mediciones del Gyper ¥ Gale €n dos sitios al azar del lado opuesto
al del embriéon (Figura 5.1), que es donde se tiene la mayor concentracién del
pigmento, usando un micrémetro ocular. Con la suma de Gper + Gale se obtuvo el
grosor total del tejido de sintesis y almacenamiento de antocianinas por grano

(Gtejaim). Las unidades del micrémetro se transformaron a micras (u).
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Corte

transversal \

Escutelo Embrion

Figura 5.1. Diagrama correspondiente al corte transversal del grano para la
medicién del grosor del pericarpio y de la aleurona.

Contenido de antocianinas en el grano y sus componentes

El pericarpio y la semilla (endospermo con capa de aleurona + embrién) de los 25
granos por repeticion se pulverizaron en un molino eléctrico (General Electric®,
0.25 HP, 1725 rpm) y las particulas se pasaron por una malla de 0.5 mm. La
extraccion de antocianinas totales se hizo a partir de 1 g de harina de la semilla
que contenia la aleurona, y de 200 mg de harina de pericarpios. Se agregaron 25
mL y 5 mL, respectivamente, de solucién de extraccion (SE) compuesta con acido
clorhidrico (1N) y etanol de caia (96 °GL), en proporciéon 85:15 (v/v) con pH de 1.0.
Las muestras se refrigeraron por 24 h a 4 °C y posteriormente la fase superior se
decant6 en tubos Corex y se centrifugé a 5000 rpm (1200 gravedades) por 20 min
a 4°C (centrifuga Hettich EBA 12 R®, Germany). De cada repeticion se tomaron
tres submuestras de 250 puL. del extracto y se colocaron en una microplaca de 96
celdas para determinar su absorbancia en un espectrofotometro Multiskan
(Ascent®, Thermo Electron Co., Finland), previamente calibrado con 250 uL de
SE, a una longitud de onda de 540 nm, que es la que absorben mayormente las
antocianinas. Al valor de la absorbancia de cada cruza y progenitor se le sustrajo
el valor de la absorbancia del progenitor blanco, para eliminar la interferencia de

cualquier compuesto diferente a las antocianinas. El contenido total de
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antocianinas se calculé con base en la formula propuesta por Abdel-Aal y Hucl

(1999):

A= (Ab/ & x (Ve/1000) x PM x (1/Ph) x 108,

A es la concentracién de antocianinas, Ab es la absorbancia del extracto, £ es el
coeficiente de extincién de la cianidina 3-glucésido (25965 cm—! mol-1), Ve es el
volumen total del extracto, PM es el peso molecular de la cianidina 3-glucésido
(449), Ph es el peso total de la harina de cada muestra. El contenido total de
antocianinas se expresé en mg 10001 granos en pericarpio (Aper), €n la capa de

aleurona (Aak), en el grano completo (Agrn=Aper + Aale) y en mg kg1 de grano (Axg).
Analisis estadistico

Se hizo el analisis de varianza y la prueba de medias de Tukey de las variables de
los progenitores, usando el sistema SAS para Windows version 9. Debido a la
amplitud de dispersion de los valores, que estuvo en correspondencia con la
variacion del color de las mazorcas, las variables Agm, Aper, Aale ¥ Akg fueron
transformadas, con base en la propuesta de Edwards et al. (2001) que consiste en
obtener la raiz cuartica del cociente del valor maximo observado con cada uno de
los datos por variable. El andlisis de varianza de todas las variables se hizo
usando el algoritmo de Mastache y Martinez (2003), con el Modelo 1 y Método I de
Griffing (1956); con ello, la variacion entre las cruzas se partié6 en los
correspondientes efectos principales de aptitud combinatoria general (ACG),
efectos maternos de los progenitores (EM), los de interaccion para aptitud

combinatoria especifica (ACE) y los efectos reciprocos (ER) en las cruzas:

Y,

ik :Il,l+gi +gj +Sij +ml. —mj +rij +eijk

Yiir es la variable analizada, u es la media comun a las observaciones, gi es el
efecto de ACG del progenitor i, gj es el efecto de la ACG del progenitor j, sijes el
efecto de la ACE de la cruza (i,j), mi es el EM del progenitor i, mj es el EM del
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progenitor j, rij es el ER de la cruza (i,j), eijr es el error aleatorio, considerando

que se distribuye independientemente en forma aleatoria (0, G2%).

La prueba de significancia entre los valores de ACG y EM entre progenitores se
hizo calculando la varianza, como lo cita Griffing (1956), la cual se aplicé en el

calculo de una diferencia significativa (DSH):

p-1 CME
st ~lnpat )] (2 teun)| s e )|
rp 2r
q. es el cuantil para la prueba de Tukey con p progenitores, con los grados de
libertad del error GL. en el andlisis de varianza y r nimero de repeticioes. CME

es el cuadrado medio de error del anélisis de varianza del Modelo I y Método 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de los progenitores

Pericarpio. Los granos de los progenitores azul-2, rojo-1 y rojo-2 tuvieron
pericarpios pigmentados, desde trazas de rojo hasta purpura; el pericarpio de los
granos de los progenitores azul-1, amarillo y blanco no presenté antocianinas
(Figura 5. 2).

Todas las poblaciones presentaron varias capas de células en el pericarpio, las
cuales no se contaron. Su peso y proporciéon fueron mayores (P< 0.05) en el
progenitor rojo-1 (40.3 mg por grano, que representa el 7.8 % del peso del grano),
seguido del blanco (25.7 mg por grano) y menor e igual en los progenitores
restantes (15.1 a 20.4 mg por grano) (Cuadro 5.1).

El Gper fue mayor (P< 0.05) en los progenitores rojo-1 (109.4 w) y rojo-2 (107.2 w),
en comparaciéon con los otros progenitores, siendo este ultimo el que present6
mayor contribucién al Giegaim (73 %) (Cuadro 5.1). Wolf et al. (1969) e Ito y

Brewbaker (1991) encontraron que el Gper en el lado opuesto al embriéon fluctué
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desde 34 u hasta 237 u. En el presente estudio, el progenitor rojo-1 acumulé el
mayor contenido de Aper (586.9 mg 1000-1 granos) en comparaciéon (P< 0.05) con
los otros progenitores; en tanto que el azul-1, el amarillo y el blanco no
acumularon este pigmento (Cuadro 5.2), aunque es posible que el azul-1
presentara otros compuestos que contribuyeron a la absorbancia del extracto y
que no se determinaron. El azul-2 y el rojo-2 mostraron escaso contenido de Aper

(de 1 a 6 mg 10001 granos).

Progenitor
Estructura
Rojo-1 Rojo-2 Aziul-1 Azul-2 Amarillo Blanco
Pericarpio Yo
#
Aleurona
90 DN *9 0@
Grano

SO RP a® %9 o0

Figura 5.2. Colores del grano completo y sus estructuras (pericarpio y capa de
aleurona) de seis poblaciones criollas de maiz, contrastadas en color de
grano. Montecillo, México, 2004.

Siendo México un centro de origen y domesticacion del maiz, se esperaria que
dentro de las poblaciones criollas existan algunas con mayor grosor del pericarpio
que el que mostraron las seis poblaciones estudiadas, lo cual significa que seria
posible seleccionar aquellas con mayor tamafio (%) de este tejido, con el que se

aumentaria el potencial de acumulacion del pigmento en el grano.

Aleurona. La capa de aleurona present6 los colores blanco, amarillo, rojo, azul, y
parpura (Figura 5.2). El rojo-1 presenté variacion, desde rojo hasta purpura, ya
que su constitucion genética se derivé de la recombinacion de una hembra de

pericarpio y aleurona purpuras con un macho de aleurona azul. En todos los
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progenitores la aleurona consisti6 de una sola capa de células; sin embargo,
existen mutantes con aleurona constituida con al menos dos capas de células cuyo
grosor total varia de 50 a 120 u (Nesticky y Piovarci, 1984). Sus colores rojo hasta
parpura indican la presencia de antocianinas y el amarillo de carotenoides (Ford,
2000). El1 mayor Gaie lo tuvo el rojo-1 (563 w) y los demas progenitores fueron
inferiores e iguales entre si (36 a 40 w). La proporcién de la aleurona en el Gicjaim
del progenitor rojo-1 (32.6 %) fue similar a la del progenitor amarillo (31.4 %),
pero difirieron cualitativamente en el tamarfio del grano (Cuadro 5.1). Al respecto,
Wolf et al. (1972) encontraron variaciéon del Gae de 25 pu a 52 . Esto indica que la
capa de aleurona del progenitor rojo-1 fue relativamente gruesa y con células de
mayor tamano.

Cuadro 5.1. Biomasa y grosor de los tejidos de almacenamiento (pericarpio y

capa de aleurona) y biosintesis de antocianinas en el grano de seis poblaciones
criollas de maiz de color de grano contrastados. Montecillo, México, 2004.

Prog Peso (mg) Grosor (u)
Pericarpio Grano Pericarpio Aleurona Gtejalm

Rojo-1 40.3a (7.8% 514a (100)® 109.4a (67)° 53.0a (33)¢ 162.5a (100)°
Rojo-2 204 b4.6) 443a (100 107.2a (73) 40.0 b 27 147.3ab (100)
Azul-1 19.7 b 5.7  341a (100 89.9ab (69) 40.6 b (31) 130.5 be (100)
Azul-2 151 b@4.7)  316a (100) 80.1 b(68) 36.8 b2  117.0 c (100)
Amarillo 17.1 b(5.4)  313a (100) 74.2 b(67) 35.7 b33  109.9 c (100)
Blanco 25.7ab(5.6) 454a (100) 85.5 b(69) 39.0 b31)  124.5 bc (100)

DSH 18.0 257 21.1 10.4 244

Prog= Progenitor

DSH-= Diferencia significativa honesta

Gtejaim= Grosor de los tejidos de almacenamiento

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

“Los valores entre paréntesis corresponden a la proporcién del pericarpio con
respecto al peso de grano, el grosor del pericarpio y de la aleurona con relacién al Giejaim.
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El contenido mas alto de Aae (P< 0.05) lo presenté el progenitor azul-1 (126.2 mg

1000-1 granos), y su pericarpio fue incoloro; valores intermedios los presentaron el

rojo-1 (63.6 mg 1000-! granos) y el azul-2 (47.8 mg 10001 granos), siendo el

progenitor rojo-2 el que acumulé la menor cantidad (19 mg 1000-! granos). Los

progenitores de grano amarillo y blanco no sintetizaron antocianinas (Cuadro

5.2). Es evidente la falta de correspondencia entre el Gae con su capacidad de

sintesis del pigmento, ya que el progenitor azul-1 ain cuando presenté el mayor

Aale, no fue el de mayor grosor.

Cuadro 5.2. Contenido de antocianinas en pericarpio, en capa de aleurona y en

grano completo de seis poblaciones criollas de maiz de colores contrastados.

Montecillo, México, 2004.

Prog Pericarpio Aleurona Grano

Grano

(mg 1000 granos)

(mg kg1)

Rojo-1 586.9(0.880 a)* 63.6 (0.789b)* 650.6 (0.900 a)*

Rojo-2 6.0 (0.281 b) 19.0 (0.593 ¢) 25.1(0.402 ¢)
Azul-1 0.2(0.122cd) 126.2(0.951 a) 126.5(0.602b)
Azul-2 1.0(0.178 be)  47.8(0.739bc)  48.8 (0.471 ¢)
Amarillo 0.0 (0.000 d) 0.0 (0.000 d) 0.0 (0.000 d)
Blanco 0.0 (0.000 d) 0.0 (0.000 d) 0.0 (0.000 d)
DSH (0.130) (0.158) (0.119)

1269.4 (0.914 a)* (100.0 %)*
57.0(0.424d) (-95.5 %)
371.7 (0.678 b) (-71.0 %)
154.0 (0.542 ¢)
0.0 (0.000 e)
0.0 (0.000 e)
(0.109)

Prog= Progenitor

DSH= Diferencia significativa honesta.

Valores con la misma letra en columnas, dentro del paréntesis, son estadisticamente

iguales (Tukey, 0.05).

*Los valores entre paréntesis son los valores transformados con los cuales se hizo el

analisis de varianza.

*Los valores porcentuales indican la diferencia con respecto al progenitor rojo-1.
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Grosor total del tejido de sintesis y almacenamiento de antocianinas. Las
poblaciones de grano rojo-1 (162.5 u) y rojo-2 (147.3 u) presentaron el mayor
Gtejaim, aunque difirieron en capacidad de biosintesis y acumulacién del pigmento
(Cuadros 5.1 y 5.2). La variabilidad encontrada en el tamafo del pericarpio y de
la aleurona (peso, grosor y proporcién) indica la oportunidad de seleccionar
poblaciones de maiz con mayor capacidad de almacenamiento de antocianinas, al
considerar tales estructuras del grano en el proceso de mejoramiento genético. En
este sentido, el progenitor rojo-1 tuvo mayor contenido de antocianinas (1269.4
mg kg1 de grano) las que principalmente se acumularon en el pericarpio (90.2 %),
superando al azul-1 y deméas progenitores en al menos 71 %. Se observé también
una relaciéon entre el color del grano con el contenido de pigmento por kg de
grano, lo cual también lo reportan Abdel-Aal et al., (2006) en maices con diversos
grados de coloraciéon y usando la misma técnica de cuantificaciéon de antocianinas
(rojo-2, 50-70 mg kg1; azul-1, 196-322 mg kg; y rojo-1, 1277 mg kg! de grano).
Salinas et al. (2003), encontraron que durante el proceso de nixtamalizacién del
maiz las antocianinas del pericarpio se pierden mas que las de la aleurona. Sin
embargo, si el objetivo es la extraccion del pigmento para usos industriales y
nutracéuticos (Yang et al., 2008), el progenitor rojo-1 seria el mejor ya que
present6 el mayor contenido de antocianinas distribuido en el tejido de

almacenamiento.
Analisis de varianza del modelo dialélico

Puesto que las poblaciones progenitoras se seleccionaron convencionalmente, con
base en el color de grano y a los dias a floracién, de acuerdo a Espinosa et al.
(2006), en el presente trabajo, se opt6é por usar el modelo de efectos fijos, descrito
por Griffing (1956). En consecuencia, no existe una poblacion base sobre la cual
estimar los componentes de varianza genética, y sélo interesa la informacion
genética de este conjunto particular de progenitores (Wright, 1985). Asi, el

andlisis de las cruzas permite determinar la relevancia de los efectos maternos
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(EM) en la progenie, lo cual es posible mediante la estructura de un disefio

dialélico completo (Roach y Wulff, 1987).

El grano de maiz (cariopside) se compone de tres tejidos genéticamente distintos:
el pericarpio diploide, totalmente materno; el endospermo triploide, producto de
tres juegos de cromosomas, dos de la madre y uno del padre, y el embrion
(esporofito), tejido diploide producto de la fusion de una célula huevo con una
célula espermatica (Gonzalo et al., 2007). La presente investigacion se enfocé en
determinar la ACG del grosor y contenido de antocianinas en la capa de aleurona,
ya que en la generacion F1 semilla estudiada, este tejido fue triploide, producto de
la cruza de los progenitores, mientras que el pericarpio fue completamente de
origen materno, lo que permitié determinar los EM del pericarpio y de la capa de
aleurona. El analisis estadistico indicé diferencias significativas entre las 30
cruzas y los seis progenitores (P< 0.05) en todas las variables estudiadas (Pper,
Porn, Gper, Gale, Gtejaim, Aper, Aale, Agrn ¥ Akg,) (Cuadro 5.3). También hubo
significancia (P< 0.05) para la ACG en la mayoria de las variables, con excepcién
del Gper, Gale y del Giejaim, lo cual es justificado porque el pericarpio proviene sélo
del aporte genético de la madre; inclusive, su interpretacion estadistica es
imprecisa porque la ACG se refiere a cualquier estructura fenotipica resultante
de la combinaciéon de gametos en una cruza (Griffing, 1956). El efecto
sobresaliente de la ACG indica que el tipo de accién génica del contenido de
antocianinas en las estructuras del grano F1, fue en mayor magnitud la aditividad

(Mahto y Ganguli, 2003).

Segun Gilbert (1958), si el cuadrado medio debido a la ACG supera al de ACE, es
factible predecir el comportamiento de los progenitores en sus cruzas, de tal
manera que aquellos progenitores con valores altos de ACG contribuyen en mayor
medida en la expresion de la caracteristica bajo estudio. También el efecto de la
ACE fue significativo (P< 0.05) para todas las variables, excepto para Pgm.

Adicionalmente, el EM fue significativo (P< 0.05) en casi todas las variables a
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excepcion del Gae y el Giejaim, lo que indica que hay mayor contribuciéon de la
madre en las cruzas. El ER sélo resulté significativo (P< 0.05) para el Gtejaim, por
lo que las cruzas directa y reciproca no fueron equivalentes. La predominancia de
los EM se determiné por la mayor magnitud de sus cuadrados medios (1.4 a 40.9

veces) con respecto a los de ER.

Cuadro 5.3. Cuadrados medios del analisis de varianza de la biomasa del grano,
grosor del tejido de almacenamiento y contenido de antocianinas, en un dialélico
completo entre seis poblaciones criollas de maiz de color de grano contrastado.

Montecillo, México, 2004.

FV Gl Pper Pgrn Gper Gale Gtejalm Aper Aale Agrn Akg

Cruzas 35 0.09" 13.2"° 4541.3" 551.0 5931.3" 0.144™ 0.200™ 0.140" 0.158*
ACG 5 0.30™ 47.0 3204.2»s 708.0»s 5428.9»s 0.594™ 1.163™ 0.715™ 0.833™
ACE 15 0.06® 6.9 3019.8" 497.8" 3365.1" 0.016™ 0.019" 0.013* 0.013™
EM 5 0.12* 20.1" 12958.0" 672.2»s 15812.3»s 0.350" 0.1563™ 0.217* 0.225™
ER 10 0.01»s 2.3ns  3278.8™ 491.4™ 5091.3" 0.009~s 0.008~s 0.005~¢ 0.006ns
Error 72 0.03 7.0 469.6 86.1 603.0 0.005 0.007 0.003 0.004

EM 12.0 8.6 4.0 14 3.1 38.1 17.6 40.9 36.1
ER
Cv 257 21.7 234 21.5 18.2 30.4 16.2 15.4 15.3
FV= Fuente de variacion Gale= Grosor de la aleurona
Gl= Grados de libertad Aper= Contenido de antocianinas en el pericarpio

CV= Coeficiente de variaciéon de mil granos

. . Aale= Contenido de antocianinas en la aleurona de
Pper= Peso del pericarpio .
mil granos

Pgrm= Peso de grano . . .
gm g Agm= Contenido de antocianinas en mil granos

Grer= Grosor de pericarpio Axg= Contenido de antocianinas por kilogramo de

Gtejaim= Grosor del tejido de almacenamiento de grano
antocianinas

Todas las variables de contenido de antocianinas corresponden a valores transformados.

En Gper, en Gae ¥ en Gtejam, los grados de libertad del error fueron igual a 396, por el mayor ntimero de
repeticiones. **= significancia al 1 % de error, ns= no significativo.
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Efectos maternos y de aptitud combinatoria general

Los EM y la ACG tuvieron la mayor importancia relativa sobre la expresion de las
variables estudiadas (Cuadro 5.3). El progenitor rojo-1 tuvo EM significativos (P<
0.05) sobre Gper, Aper, Agrn, ¥ Akg; también de ACG de Pgmn Agm ¥ Akg (Cuadro 5.4).
Este progenitor tuvo valores similares (P< 0.05) de los EM en el Gyer con el rojo-2,
azul-1, azul-2 y con el amarillo; en Ax; fue similar (P< 0.05) al azul-1. Tanto el

rojo-1 como el azul-1 presentaron valores altos de EM sobre Aae.

Se ha senalado que para los EM existen tres clases: el efecto genético del
embrion, el efecto genético del endospermo y el efecto fenotipico del tejido
materno (6vulo) (Gonzalo et al., 2007). La influencia de los EM sobre Aaie, Pper ¥
Pgrn no fue significativa (Cuadro 5.4), lo cual no coincide con el andlisis de
varianza (Cuadro 5.3). Esto se explica porque la prueba de medias de los valores
de ACG y de EM se hizo en base a los valores observados y el analisis de varianza
sobre los valores trasnformados. No obstante, el efecto significativo del EM indica
que los genes responsables de la biosintesis de antocianinas se expresaron en
mayor magnitud al ser transmitidos por la madre, lo cual fue reportado por Fujii
y Kuwada (1916) como efecto del doble nimero de cromosomas que aporta el
progenitor materno, con respecto al progenitor paterno que aporta un solo juego
de cromosomas para desarrollar el endospermo triploide. Este efecto de dosis
también lo reportaron Larson et al, (1986) al estudiar el gen Pr, que codifica la
enzima flavonoide-3’-hidroxilasa, ya que al aumentar el numero de alelos
dominantes (de cero a tres) en la estructura genética del endospermo del maiz, se
produce mayor cantidad de cianidina-3-glucésido. Sin embargo, Sokolov (2006)
indica que este fenémeno no estd en concordancia con las reglas Mendelianas,
donde se supone una expresion igual de los genes al trasmitirse maternalmente o
paternalmente a la progenie; en cambio, senala que los estudios recientes de tipo

molecular explican que el efecto de la madre sobre el grano con pigmentacién de
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Capitulo V

la aleurona, se debe a la “impresion alélica”, ya que la mayor expresion de

algunos alelos de los genes depende del progenitor que los transmite.

Los resultados del presente trabajo, aportan conocimientos de genética
cuantitativa, como los efectos aditivos y maternos, que apoyan los criterios a
considerar en el mejoramiento genético del maiz por selecciéon, con fines de

aumentar la produccion de antocianinas por unidad de superficie.

CONCLUSIONES

El pericarpio y la capa de aleurona constituyeron el tejido de biosintesis y

almacenamiento de antocianinas.

En el progenitor rojo-1, ademaés de la capa de aleurona, el pericarpio acumulé la

mayor cantidad del pigmento.

El tamano de la biomasa, grosor y proporcién del pericarpio y de la aleurona varié
entre progenitores, sin relacionarse con el contenido de antocianinas en el grano;
no obstante, el contenido total de antocianinas estuvo relacionado con el color de
grano, de tal forma que los mas oscuros tuvieron la mayor concentracién de

pigmento con base en el namero y peso de grano.

El tamano de la capa de aleurona y su contenido de antocianinas, en la
generacion F; semilla, vari6 entre cruzas por efecto de la aptitud combinatoria
general (ACG) y los efectos maternos (EM), principalmente. Sin embargo, en las

caracteristicas del pericarpio predominaron los EM.

Los efectos aditivos (ACG) y EM explicaron el contenido de antocianinas en el

grano y de sus componentes morfologicos.
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VI. APTITUD COMBINATORIA DEL RENDIMIENTO DE
ANTOCIANINAS Y DE CARACTERISTICAS AGRONOMICAS EN
POBLACIONES CRIOLLAS DE MAiZ PIGMENTADO
RESUMEN
Los maices de granos rojos, azules y purpuras contienen antocianias de gran
importancia en la prevencion de enfermedades humanas. La seleccién por color
ha transcurrido con la domesticacion del maiz en México y se considera relevante
en la actualidad. Para lograr la definicion de metodologias eficientes de seleccién
se necesita la aplicacion de disenos genéticos que permitan calcular la
contribucion genética en la variaciéon cuantitativa de la caracteristica de interés.
Este estudio se enfocé al uso del disefio genético de Griffing para conocer los
efectos de aptitud combinatoria general (ACG) y especifica (ACE), maternos (EM)
y reciprocos (ER) de la concentracion de antocianinas por unidad de peso de grano
(CAxg) y el rendimiento de antocianinas por unidad de superficie (RAna). Se
establecié un experimento de cruzas dialélicas entre cinco poblaciones criollas
contrastadas en su color de grano, donde se midieron variables agronémicas. En
otro experimento se obtuvo la semilla F2 con polinizacién controlada, para medir
la concentracion de antocianinas en el grano completo. Con base en los dos
experimentos se calculé el rendimiento de antocianinas por planta (RApta), €l RAna
y la heterosis. Hubo semejanza entre progenitores en las variables agronémicas
pero difirieron en su capacidad de acumular antocianinas. Los efectos de ACG
fueron superiores en la mayoria de las caracteristicas agronémicas con respecto a
la ACE. El RA;ia presento efectos significativos de ACG, ACE y ER, siendo la
poblacién rojo-1 la de mayor ACG. Hubo heterosis entre cruzas para CAxg, las
mejores fueron rojo-1 x rojo-2, rojo-1 x azul-1 y rojo-1 x azul-2; y para RAn, las
mejores fueron rojo 1 x rojo-2 y rojo-1 x azul-2. Con base en estos resultados se
propone hacer mejoramiento genético para rendimiento de antocianinas con

metodologias de seleccién e hibridacion.

Palabras clave: antocianinas, aptitud combinatoria, heterosis, maiz criollo.
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INTRODUCCION

Una amplia variacién genética en sus caracteristicas morfoléogicas, fisiolégicas y
bioquimicas, aunadas a su adaptabilidad, han permitido la seleccion de maices
para usos especiales (Pajic, 2007). Por varias décadas el objetivo primario de los
programas de fitomejoramiento de maiz ha sido el incremento en la productividad
y rendimiento de grano; en los lustros recientes se le estd dando atencion al
desarrollo de variedades mejoradas que incorporen tanto composicién como
concentracion de compuestos fendlicos, antocianinas, carotenoides, glucosinolatos
y fitoestrogenos, relevantes en el mejoramiento de la salud humana (Della Pena,
1999), acentuado por el hecho de que los fitoquimicos (nutracéuticos) presentan
una demanda mundial creciente (Basu et al., 2007). El interés por el grano de
maiz pigmentado se debe al contenido de varios compuestos de importancia
nutracéutica, tales como las antocianinas y los 4acidos fendlicos, que son
antioxidantes y antimutagénicos (Pedreschi y Cisneros, 2006). Particularmente,
el color del grano se ha seleccionado por los mesoamericanos durante la
domesticacién del maiz, dando lugar a las variantes: negro, parpura, café, rojo,
anaranjado, amarillo, blanco y variegados, que se usan en alimentos y en
ocasiones especiales (Johanneseen, 1982).

Para que la seleccion sea eficaz, es necesario conocer los parametros genéticos
(heredabilidad, varianzas genéticas y correlaciones genéticas) de las
caracteristicas en las poblaciones, que se calculan mediante el analisis estadistico
de datos fenotipicos de las progenies (Dekkers y Hospital, 2002). Existen varios
disefios genéticos apropiados para calcularlos (Suriyagoda y Peiris, 2007).
Especialmente, el esquema de cruzas dialélicas permite estudiar el control
genético de caracteristicas cuantitativas, mediante la valoracién de la aptitud
combinatoria general (ACG) y especifica (ACE), asi como analizar su heterosis
(Shattuck et al., 1993).

En maices de grano parpura, azul, rojo y blanco, es nula la informacién publicada

sobre la aptitud combinatoria del contenido de antocianinas en el grano, aun
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cuando tales pigmentos tienen importancia nutracéutica. Los estudios pioneros de
la pigmentacién del grano de maiz por antocianinas consistieron en determinar
su herencia desde el enfoque Mendeliano (Shull, 1911; East, 1912; Emerson,
1912). Sin embargo, a través de la investigaciéon se encontré que no todos los
alelos del color del grano segregan de manera predecible y en proporciones
precisas (Coulter, 1920; Lindstrom, 1923). Entre las razones por las cuales se
presenta variacion en el color del grano estan: efectos maternos (Fujii y Kuwada,
1916; Larson et al., 1986), influencia de transposones (Peterson, 2005,
Krishnaswamy, 2007), la ocurrencia de fenémenos epigenéticos (Alleman et al.,
2006, Henderson y Jacobsen, 2007) y cambios sutiles a nivel transcripcional de
los genes de la ruta biosintética (Singh, 1998).

En un trabajo previo, Espinosa et al. (2008) reportan que el contenido de
antocianinas en caridpsides de maiz de cruzamientos Fi, estuvo influido por los
efectos maternos y aditivos, principalmente, y que los efectos de dominancia no
fueron relevantes. Para darle continuidad al estudio del contenido de
antocianinas en maiz, este trabajo tuvo como objetivo la estimacién de la aptitud
combinatoria (ACG y ACG) del rendimiento de antocianinas y otras
caracteristicas de interés agronomico, en la generacion F2 de las cruzas posibles
(directas y reciprocas) entre poblaciones criollas contrastadas en color de grano.
Se espera que los progenitores de grano de color rojo y azul manifiesten alta ACG

y que se presenten efectos maternos.

MATERIALES Y METODOS
Sitio experimental y material genético
Se estudid la generacion F2 semilla de las cruzas posibles (directas y reciprocas)
entre cinco poblaciones criollas de maiz, como representantivas de los grupos
delimitados en el estudio de Espinosa et al. (2006), con el propésito de explorar

diferentes grados de coloracion y contenido de antocianinas en el grano (Espinosa
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et al., 2008), las cuales son: rojo-1 (del grupo purpura), azul-1 (del grupo azul),

azul-2 (del grupo azul), rojo-2 (del grupo rojo) y blanco (del grupo blanco).
Estudio agronomico

Con las semillas de la generacion Fi1 de las 20 cruzas posibles y los cinco
progenitores, se establecié un experimento en el Campo Experimental del Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo, en el Edo. de México, con fecha de siembra
el 12 de mayo de 2005. De cada material genético se sembraron dos surcos de 5 m
de longitud con 21 plantas cada uno, bajo un diseno de bloques completos al azar
con tres repeticiones. El manejo agronémico se hizo de acuerdo con las

recomendaciones de la region.

Se midieron las siguientes variables: dias a floracion masculina (DFM) y
femenina (DFF), altura de la planta (ALT, en cm), nimero de mazorcas por
planta (NMzP), calculado con base en el nimero de mazorcas cosechadas/nimero
de plantas en competencia completa por parcela; nimero de hileras por mazorca
(NHMz), nimero de granos por hilera (NGH), nimero de granos por mazorca
(NGMz=NHMz x NGH), peso individual del grano (PIG, estimado del peso de tres
muestras de 500 granos por parcela), rendimiento de grano por planta
(RGP=NMzP x NGMz x PIG, en g) y el rendimiento de grano por hectarea
(RGha=RGP x DEN, en ton ha-’l, siendo DEN la densidad de poblacién de 50 000
pta ha'l.

Estudio bioquimico

Se establecieron las cruzas y los progenitores en dos lotes diferentes, uno se
sembro el 12 de mayo de 2005, en un terreno de suelo franco arcilloso; el segundo
lote se sembr6 el 27 de mayo del mismo afio, en suelo franco arenoso, con
dimensiones de unidad experimental similares entre lotes, con una repeticiéon. En
estos dos lotes y en cada unidad experimental se hicieron manualmente de 15 a
20 polinizaciones fraternales, permitiendo la segregacion de la generacion F3

semilla.
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En ambos lotes las mazorcas se desgranaron mezclando los granos de las plantas
dentro de cada parcela, luego se tomé una muestra aleatoria de 1000 granos de
cada cruza y progenitor. En cada muestra se separaron y contaron los granos por
clases (tonalidades) de color, dada la segregacion presente en esta generacion
filial; posteriormente se calcularon las frecuencias relativas (%) de cada clase de
grano.

Para la cuantificacion de antocianinas, que se hizo en el Laboratorio de Calidad
del Maiz del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias (INIFAP-CEVAMEX), se tomaron tres muestras aleatoriamente de 40
g de grano de cada cruza y progenitor, con 12 % de humedad,. Los granos se
molieron con un molino eléctrico tipo ciclon (Cyclone® Sampler Mill. UD Co.,
Colorado, U.S.A) colectando la harina que pasé la malla de poros de 0.5 mm de
diametro. La harina se conservé en congelacion (< 0 °C) en sobres de papel hasta
su analisis. Previo a la extraccion de antocianinas, las muestras de harina se
secaron en una estufa a 60 °C durante 24 h; de cada una se tom6 una submuestra
de 5 g con la ayuda de una balanza granataria y se colocé en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL. Se agregaron 20 mL de soluciéon de extraccion (SE)
compuesta de acido Trifluoracético (TFA, Sigma®) al 1% en metanol grado
reactivo (Baker®), dejandose en refrigeracion durante 24 h. Pasado este tiempo se
midi6 el volumen del sobrenadante y se tomé del mismo, una alicuota de 5 mL
para filtrase en papel Watman® No. 5; el filtrado se diluyé 3 veces con la SE y se
tomaron 3 mL para medir su absorbancia en celdas de cuarzo a 520 nm (Abss20) y
700 nm (Abs7o0), simultaneamente, en un espectrofotometro (Perkin Elmer®).

Se hizo una segunda extraccién agregando 20 mL de solucion al residuo de harina
en el mismo matraz; se aplic6 el mismo procedimiento hasta determinar la
absorbancia del extracto. Para conocer el contenido total de antocianinas, a la
absorbancia de cada muestra y de cada repeticion se le sustrajo la absorbancia de
la turbidez (Abs7o0) y la absorbancia del extracto del grano blanco (Absgrano blanco)

para contrarrestar la interferencia de otros compuestos diferentes a las
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antocianinas, quedando: Absgjustada=Abss20 - Abs700 - AbSgrano blanco. Con el valor de
Absajustada S€ determing el contenido total de antocianinas por unidad de volumen
(AT, mg L-!) mediante la aplicacion de una ecuaciéon de regresiéon de una linea
patron [AT=(Absajustada X 0.0636) — (0.0014), R2= 0.999], calibrada con diferentes
concentraciones de pelargonidina clorada (Sigma®). El contenido de pigmento por
unidad de peso (CAxg, en mg kg1 de grano) en cada una de las dos extracciones se
determiné con la aplicacion de la ecuacion siguiente:

(1000) A)

(o

Pm es el peso de la muestra de harina (g), Ve es el volumen del extracto (mL), Fd

CA,, = (Fd)

es el factor de dilucién. El contenido total de antocianinas resulté de la suma de
las dos extracciones, con base al grano entero (pericarpio + aleurona).
Rendimiento de antocianinas por unidad de superficie

Con el promedio del CAi; se calculd el rendimiento de antocianinas por planta
(RApta), con base en el rendimiento de grano estimado en el estudio agronémico,
con plantas manejadas bajo polinizacién libre, asi: RApa=(RGP x Ay)/1000. Con
este valor se estimé el rendimiento potencial de antocianinas por unidad de
superficie (RAna, kg ha1), considerando la densidad de plantas y el rendimiento de
pigmento por planta, como sigue: RAna = (RApta)(DEN).

Se calculé la heterosis (He) y heterobeltiosis (Hb) en las variables CAxs y RAna de
la siguiente manera (Hochholdinger y Hoecker, 2007):

He = (Cruza - {PIJ;%D@OO) y Hb = (Cruza - P, {100)

P; y P2 son los progenitores de la cruza, Pm es el mejor progenitor en la

caracteristica de interés.
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Analisis estadistico

El analisis estadistico para las variables DFM, DFF, ALT, NMzP, NGMz, PIG,
RGna y RApts, en el arreglo de cruzas dialélicas, se calculé con base en el algoritmo
computacional planteado por Mastache y Martinez (2003) correspondiente al

Modelo I y Método I de Griffing (1956):

Y,

ijk :/,l+gi +gj +Sij +ml. —mj +rij +eijk

Yiir es la variable analizada, u es la media comun a las observaciones, gi es el
efecto de ACG del progenitor i, gj es el efecto de la ACG del progenitor j, sij es el
efecto de la ACE de la cruza (i,j), mi es el EM del progenitor i, mjes el EM del

progenitor j, rij es el ER de la cruza (i,j), eijr es el error aleatorio, considerando
que se distribuye independientemente en forma aleatoria (0, G2).
La prueba de significancia entre los valores de ACG y EM de los progenitores se

hizo calculando la varianza, como lo cita Griffing (1956), la cual se aplicé en el

calculo de una diferencia significativa (DSH):

ACG g, [qa(p,Gle)]{ (5 r;zl J(CME)} Y EM g, Z[qa(p,Gze)]( CZEJ

q. es el cuantil para la prueba de Tukey con p progenitores, con los grados de
libertad del error Gle en el analisis de varianza y r namero de repeticiones. CME

es el cuadrado medio del error del anéalisis de varianza del Modelo I y Método 1.

Se hizo un analisis de varianza y la prueba de medias de Tukey para CAxg y RAna
de las cruzas, con un modelo completamente al azar con seis y tres repeticiones,

respectivamente, mediante el sistema SAS® para Windows versién 9.0.

99




Capitulo VI

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de los progenitores

En el Cuadro 6.1 se observa que sélo existieron diferencias significantes (P< 0.05)
entre los progenitores en el caso de las variables NMzP, PIG, RApa y CAxg; en
cambio, para el resto de las variables DFM, DFF, ALT, NHMz, NGH, NGMz y
RGna no se presentaron diferencias. Aun cuando hubo diferencias entre las
poblaciones en dos componentes morfolégicos del rendimiento (NMzP y PIG),
éstas no tuvieron impacto en el RGha. Se sabe que el rendimiento de grano
depende en mayor magnitud del ntimero de granos por planta y en menor
magnitud del peso individual de grano (Maddoni y Otegui, 2006). Esto significa
que al no haber diferencias en el nimero de granos por mazorca, el RGna no varié
significativamente. Se considera que el nimero maximo de granos por mazorca en
hibridos de maiz para obtener un alto rendimiento de grano, oscila entre 600 y
700 (Ritchie y Alagarswamy, 2003) por lo que las poblaciones criollas estudiadas
presentaron valores ain bajos para este caracter, ya que fueron seleccionadas por
uniformidad en el porte de la planta, por el periodo de floracion y color
contrastante de grano (Espinosa et al., 2006) pero no necesariamente por
rendimiento de grano alto; con estos resultados se corrobora que la diferencia
entre los progenitores se centroé en el color de grano.

Para la RApita y CAxg, la poblacion rojo-1 presenté los valores mas altos (43.5 mg
ptaly 377.0 mg kg1, respectivamente). También se observa que la produccion de
antocianinas no presenta asociacion con los valores de los componentes del
rendimiento y de las caracteristicas fenoldgicas, lo que brinda la oportunidad de
formar variedades e hibridos con caracteristicas agronémicas aceptables sin
alterar la concentracion del pigmento (Cuadro 6.1).

En relacion a esto, Antonio et al. (2004) al evaluar poblaciones criollas de grano
azul, pertenecientes a la raza Chalqueno, para las caracteristicas agronéomicas
encontraron una amplia variabilidad fenotipica entre ellas, esto permite practicar

seleccion en programas de mejoramiento genético.
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Capitulo VI

Analisis dialélico

Hubo diferencias significativas (P<0.01) entre las cruzas (directas y reciprocas) y
progenitores, para todas las variables en estudio (Cuadro 6.2). El efecto de ACG
resulté significativo (P<0.05) en la mayoria de las variables, con excepcion de
NGMz. La ACE fue significativa en todas las variables, con excepcion del NHMz y
ALP. De acuerdo con Reif et al. (2007) y con base en el cociente entre los
cuadrados medios de ACG/ACE, en casi todas las variables, a excepcion de NGMz,
fueron relevantes los efectos determinados por la acciéon génica aditiva. Jumbo y
Carena (2008) encontraron efectos significativos de la ACG y de la interaccion
ACG x ambiente sobre el rendimiento de grano por hectarea, de variedades de
maiz, pero los efectos de ACE, EM o ER no fueron significativos. En otro estudio
de variedades de maiz, Mahto y Ganguli (2003) detectaron efectos significativos
de la ACG y ACE para DFM, DFF, ALP, NHMz, NGH y PIG, siendo los
cuadrados medios de la ACG mayores en comparacion con los de la ACE. Barrera
et al. (2005) reportan en su estudio de cruzas entre razas mejoradas de maiz, que
para DFM, DFF y ALP, fueron significativos los efectos de ACG y ACE, pero no
los de interaccion ACG y ACE con el ambiente. Estos resultados indican que los
efectos significativos aditivos y no aditivos dependen de las variedades, del
ambiente, de su interacciéon, y de las variables consideradas. En el presente
trabajo sélo se consideré un ambiente, por lo que se sugiere estudiar la ACG y
ACE en varios ambientes y durante varios periodos de cultivo.

El ER sélo fue significativo (P<0.05) para el rendimiento de antocianinas (RApta).
Esto indica que la direccion de la cruza tuvo influencia en la produccion del
pigmento.

Aptitud combinatoria general

En el Cuadro 6.3 se muestran los efectos de ACG de cada progenitor. En todas las
variables estudiadas hubo diferencias (P< 0.05) entre poblaciones, siendo la
poblacion rojo-2 (0.544 unidades) y azul-2 (1.336) las mejores en DFM; rojo-2

(0.201), azul-2 (1.441) y blanco (0.314) sobresalieron en DFF; rojo-1 (-1.455),
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Capitulo VI

azul-2 (4.180) y blanco (7.703) en ALP; rojo-1 (0.071) y azul-2 (0.107) fueron
sobresalientes en NMzP. La mayoria de los progenitores fueron similares en
NHMz, con excepcion del rojo-1, y similares en NGH, con excepcién de azul-1. Los
progenitores rojo-1 (0.018), rojo-2 (0.006) y blanco (0.01) fueron semejantes en
PIG; rojo-1 (0.614), azul-2 (0.028) y blanco (0.024) fueron similares en RGna. Sélo
el rojo-1 present6 los valores mas altos en RAyta (11.6 unidades).

Cuando en un experimento dialélico se estan estudiando variedades de
polinizacién libre, como es el caso de la presente investigacion, un valor alto de
ACG de alguna variedad, indica una mayor frecuencia de genes que incrementan
la expresion del caracter analizado ademéas de una mayor desviacion en términos
de frecuencias génicas con respecto a la media de las poblaciones involucradas en
el dialélico (Ferreira et al., 2004). En este sentido, la poblacién rojo-1 fue la mejor,
considerando RApts, que es un caracteristica de interés en este estudio.

Heterosis y heterobeltiosis en rendimiento de antocianinas

En el Cuadro 6.4 se muestra que el mejor progenitor (P<0.05) para CAxg fue el
rojo-1 (377.0 mg kgl), siendo estadisticamente (P<0.05) semejante a la mejor
cruza (rojo-1 x rojo-2); mientras que el progenitor blanco no tuvo antocianinas.
Algunas cruzas presentaron valores positivos de heterosis, tales como: rojo-1 x
rojo-2 (50.8 %), indicando un efecto de dominancia completa del progenitor rojo-1;
rojo-1 x azul-2 (33.4%), azul-2 x azul-1 (30.4%) y rojo-2 x azul-2 (12.5%). Sin
embargo, en algunas cruzas reciprocas se presentaron valores negativos de
heterosis para CAxg: rojo-2 x rojo-1 (-21.6 %), azul-2 x rojo-1 (-36.0%), azul-1 x
azul-2 (-19.3%) y azul-2 x rojo-2 (-22.7%). Las cruzas restantes presentaron
valores bajos de heterosis, siendo atin méas bajos en las cruzas reciprocas, en
comparacion con las directas. Generalmente, las cruzas directas o reciprocas de
los progenitores pigmentados (rojo-1, rojo-2, azul-1 y azul-2) con el progenitor
blanco presentaron una reduccion significativa de CAxg, en relacion a las cruzas

entre los progenitores rojos y azules.
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Capitulo VI

Con respecto al rendimiento de antocianinas por unidad de superficie (RAna), el
comportamiento de las cruzas no fue igual al presentado con base en el

rendimiento del pigmento por unidad de peso (Cuadro 6.4).

Cuadro 6.4. Concentracion y rendimiento de antocianinas de poblaciones criollas
de maiz contrastadas en color de grano y en sus cruzas posibles (directas y
reciprocas). Montecillo, México, 2005.

Macho

Variable rojo-1 rojo-2 azul-1 azul-2 blanco Promedio
rojo-1 CAxg 377.0 383.6 265.2 339.3 54.9 283.9
CAH 0.0 50.9 -20.8 33.4 -70.9 -14
RAna 2.2 2.3 1.7 2.9 0.4 1.9
RAwH 0.0 6.5 0.3 32.6 -62.6 -4.6
rojo-2 CAxg 199.3 131.6 188.3 189.0 19.3 145.4
CAxH -21.6 0.0 -11.2 12.5 -70.7 -18.1
RAna 1.4 0.6 1.1 1.3 0.1 0.9
RAwH -2.6 0.0 18.6 84.9 -59.2 8.3
@ azul-1 CAxg 184.4 1995 2924 2129 77.7 193.3
2 CAH -44.9 -5.9 0.0 -19.4 -46.8 -23.4
g RAna 1.0 1.0 1.3 1.3 0.4 1.0
= RAnH 414 76 00 196  -317 9.1
azul-2 CAxg 185.9 129.8 324.0 204.3 18.2 172.4
CAxH -36.0 -22.7 30.5 0.0 -82.2 -22.0
RAna 1.4 0.8 1.7 0.8 0.1 0.9
RAnH -5.6 15.6 61.4 0.0 -74.1 -0.5
Blanco CAxg 16.5 50.9 27.5 8.1 0.0 20.6
CAxH -91.2 -22.6 -81.2 -92.1 0.0 -57.4
RAna 0.1 0.3 0.2 0.1 0.0 0.1
RARH -90.0 6.0 -76.2 -87.1 0.0 -49.4
Promedio CAx, 160.5 149.2 1829 158.9 28.3 135.9
CAgH -32.3 -0.0 -13.7 -10.9 -45.09 -20.4
RAna 1.0 0.8 1.00 1.0 0.1 0.8
RAn.H -23.2 5.9 0.6 8.3 -37.9 -9.2

CAxe= Concentracion de antocianinas (mg kgl), RAn.=Rendimiento de
antocianinas (kg hal), H= valor de la heterosis por cruza (%), CAxg psu=145.16,
RAna psu=0.520, DSH=Diferencia significativa honesta.
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Capitulo VI

El RAna fue alto (P<0.05) en las cruzas rojo-1 x azul-2 (2.9 kg ha1) y rojo-1 x rojo-2
(2.3 kg ha'l), superando al mejor progenitor (rojo-1) por 32.6 % y 6.4 %
(heterobeltiosis), respectivamente. Esto significa, que en la primera cruza la
heterobeltiosis para rendimiento de antocianinas por unidad de superficie se
relacion6é con un mayor rendimiento de grano por unidad de superficie y no con
una mayor concentracion del pigmento por unidad de peso de grano.

Las cruzas que también presentaron valores positivos de heterosis para RAna
fueron: rojo-1 x azul-1 (0.3 %), azul-2 x azul-1 (61.3 %), rojo-2 x azul-2 (85.0 %),
rojo-2 x azul-1 (18.5 %) y blanco x rojo-2 (6.0 %). No obstante, las cruzas
reciprocas presentaron valores de heterosis positivos bajos y valores negativos:
azul-1 x rojo-1 (-41.4%), azul-1 x azul-2 (19.6 %), azul-2 x rojo-2 (15.6 %), azul-1 x
rojo-2 (7.6 %), rojo-2 x blanco (-59.2%) y rojo-2 x rojo-1 (-2.5 %). En general, todas
las cruzas con el progenitor blanco presentaron el RAn, mas bajo (<0.5 kg ha'l), lo
que significa que un alto rendimiento de pigmento se lograra a través de la
heterobeltiosis del CAxs y del RAns, usando progenitores contrastados en su
contenido de antocianinas tanto en el pericarpio como en la capa de aleurona. En
el estudio de estos progenitores (Capitulo V del presente documento) se encontré
que los progenitores rojos presentaron antocianinas en el pericarpio y los azules
unicamente en la capa de aleurona en forma contrastante.

Mediante un sistema de cruzas dialélicas entre variedades de lechuga con
diferentes grados de pigmentacion en las hojas, se ha encontrado heterosis en un
intervalo de 19.2 % a 75.2 %, diferentes grados de dominancia y efectos aditivos
del contenido de antocianinas (Zdravkovic et al., 2002). En el presente estudio la
heterosis tuvo valores desde -57.4 % hasta 8.3 %, y su magnitud también
dependié6 de la direccion de las cruzas.

En el estudio genético de la acumulacion de antocianinas en las anteras de las
espiguillas del maiz, Hollick y Chandler (1998) cruzaron lineas contrastadas
(colorida e incolora) en alelos del gen Pl (codificador de un factor de

trasncripcion). Observaron segregacion en diferentes grados de pigmentacion de
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las anteras y en diferentes frecuencias relativas. En el 10% de las plantas la
intensidad de la pigmentacion fue mayor al progenitor pigmentado, indicando un
efecto de sobredominancia, dando lugar a la ocurrencia de heterosis; es decir,
hubo una mayor expresion del gen Pl en el heterocigoto. No obstante, el nivel de
expresion no incrementd, aun cuando incrementé el nimero de alelos (dosis) en
las células y no fue uniforme en todas las anteras evaluadas, sugiriendo que hubo
segregacion de genes modificadores no identificados. Estudios posteriores por
parte de Gross y Hollick (2007), indican que la interaccion entre alelos del mismo
locus, como ocurre en algunos loci involucrados en la biosintesis de antocianinas
(red color, r1, booster, b1, pericarp, pl y purple plant, pl1), puede ser represiva o
activa, resultando un menor o mayor grado de pigmentacion, como en el caso del
gen P, cuyos alelos difieren en ntimero y posicion de segmentos faltantes, en su
secuencia de bases, lo que implica cambios sutiles en la funcién de las proteinas
codificadas por ellos. Por su parte, Springer y Stupar (2007) indican que una
mayor expresion fenotipica de la pigmentaciéon por antocianinas podria resultar
de las interacciones epistaticas entre los factores de transcripcion mas no por el
resultado de las interacciones entre los genes estructurales; es decir, espistasis
transcripcional. Esto explicaria los valores positivos y negativos de la heterosis
encontrada en el presente estudio en las cruzas entre las poblaciones criollas
contrastadas en el color de grano.

Desde la perspectiva econémica, el rendimiento de antocianinas por unidad de
superficie también es importante dado que el valor de este pigmento, grado
alimenticio, es de aproximadamente 1000 USD por kilogramo (Cisneros, 2003).
Esta es una razon por la cual es importante generar estrategias para aumentar el
rendimiento de pigmento por medio del mejoramiento genético y a través de
factores ambientales (Brown et al., 2003; Cisneros, 2003).

Segregacion de tonalidades de color en las cruzas

Los progenitores presentaron un sélo color (Cuadro 6.3). La mayoria de las cruzas

segregaron de dos a cuatro tonalidades, con excepcion de azul-1 x azul-2 y azul-2
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x azul-1 (Cuadro 6.5) donde dominé (100%) el color del progenitor materno.
Varias cruzas (azul-1 x blanco, blanco x azul-1) segregaron dos tonalidades y
otras (rojo-1 x azul-1, azul-1 x rojo-1, azul-1 x rojo-2, rojo-2 x azul-1, azul-2 x rojo-
2, rojo-2 x azul-2) tres tonalidades, independientemente de la direccién de los
cruzamientos (directa o reciproca). Por el contrario, algunas cruzas (rojo-1 x rojo-
2, azul-2 x blanco) segregaron dos tonalidades en el sentido directo y tres en el
reciproco, otras cruzas (rojo-1 x azul-2, rojo-1 x blanco y rojo-2 x blanco)
presentaron tres tonalidades en las directas y cuatro en las reciprocas.

Algunas cruzas directas presentaron valores positivos de heterosis en CAkg
(Cuadro 6.4) mientras que sus reciprocas presentaron valores negativos. Esto
estuvo relacionado con la segregacion de granos de menor intensidad de color en
las cruzas reciprocas, en comparacion con las directas, como en el caso de rojo-1 x
azul-2, rojo-2 x rojo-1 y azul-2 x rojo-2. La cruza de mayor contenido de pigmento
fue rojo-1 x rojo-2, la cual presenté un 83.1% de granos con una tonalidad similar
al progenitor rojo-1. Sin embargo, esto no ocurrié en las cruzas azul-1 x azul-2 y
azul-2 x azul-1, donde la tonalidad fue similar entre las cruzas, pero si
presentaron diferencias en el contenido de pigmento, lo que sugiere que el
abatimiento en la capacidad de biosintesis observada en las cruzas se debi6 a
cambios en la capacidad de biosintesis en la capa aleurona, los cuales no se
reflejan en la tonalidad.

Fujii y Kuwada (1916) consideraron la constitucién genética triploide (3n) del
endospermo para comprender la herencia de la pigmentacién. De este modo, la
capa de aleurona de los granos azules presenta el genotipo AAA y en el blanco es
aaa, tal que en la F2 se manifiesten cuatro clases de cigotos, cuya constitucion
genética es AAA, AAa, Aaa y aaa. Suponiendo que cada literal A es una unidad de
intensidad del color azul o rojo, entonces se genera un gradiente en el color del
grano, cuando el nimero de loci se incrementa. Sin embargo, desde un enfoque
Mendeliano, los primeros trabajos sobre los pigmentos del maiz encontraron que

los factores (genes) responsables del color rojo o purpura de la aleurona son
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Capitulo VI

dominantes sobre el blanco (Weatherwax, 1919) y la aleurona purpura presenta
xenia (efecto del progenitor macho) sobre el color rojo (Snyder, 1946). El color rojo
del pericarpio también domina total o parcialmente al incoloro. En ciertos casos
su herencia no es sencilla de entender, dado que existen varios alelos de cada
locus y varios genes que modifican la expresion fenotipica del caracter, por lo que
las frecuencias fenotipicas no cumplen las reglas mendelianas (Lindstrom, 1923).

En este sentido, la diferencia entre las cruzas directas con respecto a las
reciprocas en la tonalidad del color, indicaria un efecto genético del progenitor
materno. Sin embargo, la diferencia entre ambas cruzas puede obedecer a efectos
epigenéticos, como la impresion alélica, que ocurren cominmente con algunos
alelos de los factores de transcripcion de los genes estructurales de la ruta de

biosintesis de antocianinas en el grano de maiz (Sokolov, 2006).

CONCLUSIONES
Con el estudio dialélico de cinco poblaciones criollas de maiz, contrastadas en su
color de grano, se determiné un efecto significativo de la ACG en la mayoria de
las caracteristicas agronomicas estudiadas y un efecto significativo de ACE, ACG
y ER sobre el rendimiento de antocianinas por planta. En esta tltima
caracteristica el mejor progenitor fue el rojo-1.
Entre cruzas hubo diferencias en el contenido de antocianinas por kg de grano y
en el rendimiento de antocianinas por unidad de superficie; las mejores cruzas
fueron rojo-1 x rojo-2 y rojo-1 x azul-2, respectivamente.
Las cruzas de mayor contenido de antocianinas en el grano no necesariamente
fueron las mejores en el rendimiento del pigmento por unidad de superficie.
En rendimiento de antocianinas por unidad de superficie y en el contenido del
pigmento por kg de grano se encontraron efectos de heterobeltiosis y heterosis en
varias cruzas directas.
Todas las cruzas con el progenitor blanco presentaron bajo rendimiento de

antocianinas por kg de grano y por hectarea, de manera que la segregacién de
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granos incoloros y de baja tonalidad se asoci6 con un bajo contenido de
antocianinas en el grano.

El rendimiento de antocianinas por unidad de superficie se puede incrementar si
se mejora la acumulacion de antocianinas por planta, aprovechando la
heterobeltiosis entre cruzas de poblaciones rojas y azules, contrastadas en la

ubicacién del pigmento en las estructuras del grano.
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VII. ANTOCIANINAS ASOCIADAS AL COLOR AZUL Y ROJO DEL
GRANO DE POBLACIONES CRIOLLAS DE MAIZ Y SUS CRUZAS
POSIBLES

RESUMEN

Los granos de maiz de colores purpura, azul y rojo contienen antocianinas,
compuestos derivados del metabolismo secundario cuya estructura quimica es
variable debido a la presencia de grupos hidroxilo, metilo, glucosa, acidos
organicos u otros copigmentos. En las antocianinas existe estrecha relaciéon entre
su estructura y su actividad biolégica con el color del 6rgano de la planta que los
acumula. Se estableci6 un experimento con el objetivo de identificar las
antocianinas presentes en el grano de poblaciones criollas de maiz de colores rojo
y azul, con diferente intensidad, y algunas cruzas entre ellas. Las cruzas directas
y reciprocas entre las poblaciones se cultivaron en campo, para obtener la semilla
F2 por medio de polinizacion controlada. Se cuantificoé la concentraciéon de
antocianinas por unidad de peso de grano (CAkg). Se identificaron algunos tipos
de antocianinas en el grano de los progenitores y cruzas sobresalientes por su
CAx; y se midi6 la actividad antioxidante. Se encontré cianidina, peonidina y
pelargonidina en sus formas glucosiladas y aciladas. Hubo relacién negativa de la
cromaticidad del color del grano con el CAxg. Las diferencias entre los colores azul
y rojo de los progenitores se relacionaron con la presencia de estos tres tipos de
antocianinas acumuladas en el grano en diferentes cantidades y combinaciones.
Una alta actividad antioxidante la presenté el progenitor rojo-1, asociado a su
mayor cantidad de antocianinas glucosiladas, aun cuando esta poblacién no

presento el valor mas alto de CAxg.

Palabras clave: antocianinas, antioxidantes, anticancerigenos, maiz

pigmentado, nutracéuticos de maiz.
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INTRODUCCION

El grano de maiz, ademas de sintetizar y acumular compuestos derivados del
metabolismo primario (carbohidratos, proteinas, lipidos y otros) también,
dependiendo del genotipo, puede producir metabolitos secundarios como: acidos
fenoélicos, antocianinas, flobafenos, flavandioles y flavonoles (Shahidi y Naczk,
2004); siendo las antocianinas las que le confieren la propiedad 6ptica del color
(Ford, 2000). Poblaciones de grano pigmentado son comunes de observar en las
razas de maiz cultivadas en México (Ron et al., 2006). Los colores mas frecuentes
son rojo, azul, negro-purpura y sus combinaciones derivadas (Abdel-Aal et al.,
2006). Una molécula funcional de antocianina se conforma por una antocianidina
o aglucén, moléculas de glucosa, y, en la mayoria de los casos, de grupos acilo. Se
conocen mas de 30 aglucones, pero el 90% de las antocianinas se basan en sélo
seis: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina, las
cuales se diferencian por la presencia o ausencia de grupos hidroxilo y metilo,
unidos a los carbonos de su estructura quimica basica (Andersen y Jordheim,
2006). De esta manera, delfinidina tiene tres grupos hidroxilo (en los carbonos 3’,
4’y 5’), cianidina dos (3’ y 4’) y perlargonidina uno (4’). La diferencia con las otros
aglucones radica en el nimero y posiciéon de los grupo hidroxilo y metilo, por lo
que petunidina contiene dos grupos hidroxilo (4’ y 5’) y un metilo (3’), peonidina
presenta un hidroxilo (4’) y un metilo (3’); mientras que la malvidina tiene un
hidroxilo (4’) y dos metilos (3’ y 5’) (Escribano et al., 2004). Las antocianinas
basadas en peonidina se derivan de la cianidina, mientras que las basadas en
malvidina se derivan de la petunidina y, a la vez, ésta se deriva de la delfinidina
(Yu et al., 2006); en consecuencia, las antocianinas glucosiladas basicas son
cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucésido y delfinidina-3-glucésido, las que
Crocker (1916) nombré como cianina, pelargonina y delfinina, respectivamente.

Varios estudios bioquimicos del grano de maiz revelan que las antocianinas de los
granos de color purpura se conforman unicamente de los aglucones: cianidina,

peonidina y pelargonidina (Jing et al, 2007; Pedreschi y Cisneros, 2006; Abdel-Aal
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et al., 2006; Salinas et al., 2005; Aoki et al., 2002; De Pascual et al., 2002); las de
los granos de color azul estan conformadas de cianidina, peonidina, pelargonidina
y malvidina (Cortés et al., 2006; Salinas et al., 2003); y la de los granos de color
rojo con endospermo dulce contienen cianidina, pelargonidina y peonidina (Abdel-
Aal et al., 2006); mientras que los granos de color rojo de endospermo harinoso
contienen pelargonidina y malvidina (Salinas et al., 2003). Estos antecedentes
indican que el grano de maiz pigmentado no contiene delfinidina ni petunidina,
sino que el producto final es malvidina; entonces, significa que toda la delfinidina
se convierte enzimaticamente a malvidina, o que su identificacién no ha sido
precisa. En adiciéon, Cone (2007) sostiene que las antocianinas acumuladas en la
capa de aleurona del grano estan, en su mayoria, basadas en cianidina y
pelargonidina, y que la biosintesis de los tres tipos basicos de antocianinas
requiere de la intervencion de, al menos, siete genes estructurales que codifican
las enzimas que actiian coordinadamente en la ruta biosintética, la cual se
ramifica en el tercer nivel donde la naringenina es el sustrato de las enzimas
flavonoide-3-hidroxilasa, flavonoide-3’-hidroxilasa y flavonoide-3’5’-hidroxilasa
(Irani et al., 2003); sin embargo, Halbwirth et al. (2003) y Cone (2007) indican
otras ramificaciones de la ruta que conducen hacia la sintesis de cianidina y
pelargonidina, que se originan en el cuarto nivel, a partir del sustrato comin
dihidrocaemferol que es usado por las enzimas flavonoide-3’-hidroxilasa y
dihidroflavonol reductasa, respectivamente. Esto indica que al estar presente un
gen recesivo de cualquiera de estas cuatro enzimas, se provocan cambios en la
composicion de antocianinas. En el presente trabajo, se tuvo como objetivo
principal: determinar cudles son las antocianinas bésicas presentes en el grano de
seis poblaciones criollas de maiz y algunas cruzas entre ellas, que fueron
sobresalientes en el contenido total de antocianinas; las poblaciones azules
acumularon sélo en la aleurona y las rojas tuvieron tanto en el pericarpio como
en la capa de aleurona (Capitulo V del presente documento), para encontrar la

relacion entre la combinacion de los tipos basicos de antocianinas con el color del
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grano. Se espera que entre los colores de grano rojo-1, rojo-2, azul-1 y azul-2, y las
cruzas directas del progenitor rojo-1 (hembra) con los otros progenitores, haya

una combinacion de antocianinas que los distinga especificamente.

MATERIALES Y METODOS
Sitio experimental y material genético
Se estudiaron seis poblaciones criollas (nativas) de maiz contrastadas en su
coloracion: rojo-1, rojo-2, azul-1, azul-2, amarillo y blanco, pero similares
fenolégicamente y en porte de la planta. Las 30 cruzas posibles entre esas
poblaciones (15 directas y 15 reciprocas) y los seis progenitores, se establecieron
en un lote, el 12 de mayo de 2005, en el campo Experimental del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo. Se uso una parcela de dos surcos de 5 m de
longitud con 21 plantas cada uno. Se obtuvieron de 15 a 20 mazorcas sanas,
producto de polinizaciones fraternales en cada parcela las cuales, a la cosecha, se
desgranaron y se mezclaron los granos que se conservaron a 4 °C hasta su
analisis quimico.
Color de grano
Se obtuvieron los parametros del color de grano: utilizando el método objetivo de
McGuire (1992). Se calcul6 la luminosidad (L), la tonalidad (T) y la cromaticidad
del color (C) de cada una de las seis poblaciones progenitoras y de todas las cruzas
posibles.
Antocianinas totales
Se determiné el contenido total y tipos de antocianinas (AT) en el grano de las
cruzas y sus progenitores, en el Laboratorio Nacional de Maiz del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP). De cada
cruza y progenitor se tomaron tres muestras de 40 gramos de grano, las que se
molieron en un molino eléctrico tipo ciclon (Cyclone Sampler Mill®, UD Co.
Colorado, U.S.A), hasta obtener harina con un tamano de particula menor a 0.5

mm. Para la extraccién de las antocianinas, las muestras de harina se secaron en
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una estufa a 60 °C durante 24 h; luego, de cada muestra se obtuvieron tres
repeticiones de 5 g para ser colocada en un matraz Erlenmeyer de 125 mL,
agregandole 20 mL de una solucién extractora (SE) del pigmento, compuesta de
acido Trifluoracético (TFA, Sigma®) al 1 % en metanol grado reactivo (Baker®).
Las muestras se refrigeraron durante 24 h a 6 °C. Al término del tiempo, se midié
el volumen del sobrenadante y se tom6 una alicuota de 5 mL para filtrarse en
papel Watman® No. 5. Con el extracto filtrado se hizo una dilucién de 1:3 con la
SE, de la cual se tomaron 3 mL para medir su absorbancia en celdas de cuarzo en
un espectrofotometro (Perkin Elmer®) a 520 nm (Abss2) y 700 nm (Abs7oo),
simultaneamente. Se hizo una segunda extraccion, agregando 20 mL de SE al
residuo de harina en el mismo matraz y se siguié el mismo procedimiento hasta
obtener las lecturas de absorbancia correspondientes. Para determinar el
contenido de antocianinas en cada extraccion (AE) se calculé la diferencia entre
Abss20 y Abs7o0, cuyo resultado (Abs) se aplico en la ecuacion de regresion
calibrada de una linea patrén, determinada con diferentes concentraciones de
pelargonidina clorada (Sigma®) [AE (mgL-1)=(Abs x 0.0636)—(0.0014), R2=0.999];
finalmente, el contenido total de antocianinas (AT) se obtuvo de la suma del
contenido en las dos extracciones (AE1+ AE2) por repeticion.

Se determiné el AT en tres muestras de granos con y sin pericarpio de rojo-1,
azul-1, rojo-1 x azul-1 y azul-1 x rojo-1, para conocer la distribucién del pigmento
en las estructuras del grano. La aportacion del pericarpio se calculé sustrayendo
el AT del grano sin pericarpio del AT del grano con pericarpio.

Por otra parte, el remanente del primer extracto filtrado de rojo-1, azul-1, rojo-1 x
azul-1, azul-1 x rojo-1, amarillo y blanco, se usé para obtener un perfil de
absorbancia en el intervalo de 400 a 700 nm, para confirmar la longitud de
maxima absorbancia del extracto del grano amarillo y blanco que presentaron
turbidez, considerando la abosorbancia debida al almidén o proteinas del grano,
disueltos con la solucién de extraccién de antocianinas (SE). Para ello se obtuvo el

perfil de absorbancia de 3 mL de extracto filtrado de 1.0 g de almidén comercial
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(Sigma®) y de 800 uL de extracto de 1.0 g de la proteina zeina (Sigma®) de maiz,
aforado a 3 mL con SE. En todos los casos se usaron 3 mL de SE para calibrar el
espectrofotéometro.

Separacion de antocianinas por cromatografia de liquidos

La extraccion de antocianinas para su separacion por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) se hizo a partir de 15 g de grano entero de los progenitores
y de las cruzas rojo-1 x azul-1, rojo-1 x azul-2, rojo-1 x rojo-2, las cuales fueron
sobresalientes en el contenido total de antocianinas, no se hicieron los anélisis del
grano de los progenitores amarillo y blanco porque no presentaron antocianinas.
Se remojaron los granos en 100 mL de agua destilada durante 20 min para
remover el embridon, se secaron en una estufa por 24 h y después se molieron.
Posteriormente, se tomaron 5 g de harina de grano en un matraz de 125 mL
agregando 20 mL de SE, dejandose en refrigeracién por 24 h. El sobrenadante se
filtr6 en papel Watman® No. 4 y los extractos se congelaron a 0 °C hasta su
analisis. Se aplicé el mismo procedimiento en el caso de una muestra del
progenitor rojo-1 a la cual se le desprendi6 el pericarpio para su analisis, ya que
fue el progenitor con mayor acumulacion de antocianinas en esta estructura. Se
se tom6 una muestra de 1.0 g de harina de pericarpio.

Para purificar el extracto de antocianinas, el sobrenadante se mezclé en un vaso
de precipitados con 40 mL de resina amberlita (XAD-7, Sigma®), previamente
activada con metanol al 100 %, durante 24 h. Se agité la mezcla y se agregaron 40
mL de agua destilada conteniendo acido acético glacial al 5 % en tres ocasiones,
para su lavado, desechando el sobrenadante en cada ocasion. Posteriormente, la
resina con el pigmento adherido se vertié en una bureta de 50 mL de capacidad.
La elusion de las antocianinas adheridas a la resina se hizo agregando a la bureta
una solucion de acido acético glacial al 5 % en metanol y dejando salir una gota
por min. Este procedimiento duré entre 8 y 10 h por muestra; finalmente se
recolectaron las antocianinas en frascos color ambar para congelarse (0 °C) hasta

su analisis.
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En la separacién se usé un cromatégrafo Perkin Elmer® (Serie 200) con inyector
manual y con un Loop de 100 pL, detector con arreglo de diodos, bomba
cuaternaria, horno de columna a 25 °C, columna hypersil-ODS-Cis (20 cm x 4.6
mm). La fase movil del canal A consistié de acido formico-agua, en proporcién 1:9
(v/v), y del canal B de acido férmico-agua-metanol, en proporcion 1:4:5 (v/v/v).
Todos los disolventes fueron grado HPLC, y antes de emplearse se filtraron
usando una bomba de vacio y membranas de nylon blanco (GNWP, Millipore®)
con poros de 0.2 . El programa de elusion de las antocianinas con los disolventes
se desarroll6 con un flujo constante de 1.2 mL min-! a una presion de 97 bares,
durante 20 min, combinando las soluciones de los recipietes de los canales A y B

de la siguiente manera:

Tiempo (min) Solucién A (%) Solucién B (%)

0 90 10
17 0 100
21 0 100
22 90 10

Se inyectaron los estandares cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-glucésido,
peonidina-3-glucésido y malvidina-3-glucésido (Polyphenols®, Sandes, Norway)
previamente disueltos en metanol grado HPLC; su cromatograma se us6 para
determinar las antocianinas presentes en las muestras estudiadas (Figura 7.1).
De cada muestra se inyectaron 100 uL de antocianinas purificadas, las veces
necesarias para obtener el cromatograma con los picos mejor definidos.
Actividad antioxidante de las antocianinas

Se midi6 la actividad antioxidante del sobrenadante de la primera extraccion de
antocianinas del progenitor rojo-1 y azul-1, asi como de sus cruzas azul-1 x rojol,
rojo-1 x azul-1 y rojo-1 x rojo-2. Para esto se preparé una solucion de DPPH (2,2-
Dipheny-1-picryhydrazyl, 95 %, Sigma®) 60 uM en metanol al 80 %. Se us6 un
espectrofotometro Perkin Elmer® y la absorbancia se tomé a 515 nm. Se calibré a

cero la absorbancia con metanol al 80 %; posteriormente se obtuvo la absorbancia
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de dos mL de solucién de DPPH. A esta dltima solucion se le agregaron 100 uL de
antocianinas disueltas en 900 uL de metanol al 80 % y a partir de ese instante, se
registraron las lecturas de absorbancia de la reaccién, cada minuto durante 30
min. Para obtener la actividad antioxidante (%), la lectura inicial del DPPH sin
antocianinas, se consideré como el 100 % de absorbancia, a partir de la cual, cada
minuto se calculé la disminucién porcentual en la absorbancia, por efecto de la

capacidad reductora de las antocianinas.
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Figura 7.1. Cromatograma de cuatro antocianinas estdndar usado para la
determinacion correpondiente, en los progenitores y las cruzas de maiz
criollo.

Analisis de datos

Se hizo un analisis grafico del contenido de antocianinas, mediante la hoja de
calculo Excel® para Windows.

Se calcul6 la ecuacién de regresion lineal del contenido total de antocianinas

sobre la luminosidad, tinte y cromaticidad del color de grano.

123




Capitulo VII

RESULTADOS Y DISCUSION
El grano blanco y amarillo en la determinacion de antocianinas
Los extractos de antocianinas de rojo-1, azul-1, rojo-1 x azul-1 y azul-1 x rojo-1
presentaron la maxima absorbancia en el intervalo de 510 a 540 nm, en

comparacion con los extractos de los progenitores de grano amarillo y blanco

(Figura 7.2).
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Figura 7.2. Perfil de absorbancia, en el intervalo de 400 a 700 nm, del extracto
del maiz azul-1, rojo-1, el blanco, almidén y de zeina.

Harborne (1958) senala que la mayoria de las antocianinas presentan méaxima
absorbancia entre 498 y 544 nm; en la Figura 7.2 se observa que el grano amarillo
y el blanco no presentaron este tipo de pigmento. Asimismo, el extracto del
almidon comercial de maiz practicamente no mostré absorbancia en el intervalo

de 400 a 700 nm. El extracto de la proteina zeina tampoco presenté un pico de
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alta absorbancia, s6lo absorbié entre 0.6 y 0.1 mUA, conforme se increment6 la
longitud de onda de 400 a 700 nm, en forma semejante al grano amarillo y blanco.
Estos resultados indican que ademas de las antocianinas, durante el proceso de
extraccion también se obtuvo algin tipo de proteinas, similares a la zeina,
solubles en soluciones acidas y en alcohol, tal como lo sugirié Jing (2006) al
extraer antocianinas del olote de maiz purpura.

Se sabe que los granos de color amarillo y blanco no tienen la capacidad de
biosintetizar y acumular antocianinas (Ford, 2000); sin embargo, algunos andlisis
bioquimicos del grano de maiz blanco y amarillo, mediante espectrofotometria,
indican la presencia de antocianinas en el extracto (De la Parra et al., 2007), lo
cual, con base en los resultados mostrados en la Figura 7.2, no es posible atribuir
esos valores a la presencia de estos pigmentos, sino mas bien podrian ser otros
compuestos que estén interfiriendo en las lecturas obtenidas. En el presente
trabajo se midi6 la absorbancia a 700 nm, la cual corresponde a la absorbancia de
la turbidez provocada por coloides del extracto, para ajustar la absorbancia de las
antocianinas a 520 nm (Giusti y Wrolstad, 2001) en los progenitores y cruzas de
grano pigmentado, al sustraerle la absorbancia del extracto del grano blanco.
Color de grano y concentracion de antocianinas

El contenido de antocianinas fue alto en los progenitores azul-1 y rojo-1, con
respecto al azul-2 y rojo-2 (Figura 7.3) asi como en las cruzas rojo-1 x azul-1, rojo-
1 x azul-2 y azul-2 x azul-1.

En general, los valores mas altos (338 a 390 mg kg!) los mostraron las cruzas
donde el progenitor rojo-1 fungié como hembra y los valores intermedios (161 a
270 mg kgl) se presentaron en las cruzas donde particip6é el progenitor rojo-2
como hembra y el progenitor rojo-1 como macho. Las cruzas que incluyeron al
progenitor amarillo y blanco, en todos lo casos, presentaron los valores mas bajos

(0 a 85 mg kg1).
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Figura 7. 3. Concentracion de antocianinas en el grano de poblaciones criollas de
maiz contrastadas en su color y en sus cruzas posibles. En cada barra se
tiene el error estdndar de tres repeticiones. R1= rojo-1, R2= rojo-2, Al=
azul-1, A2=azul-2, Am= amarillo, B= blanco.

Las tres medidas del color del grano presentaron diferente grado de asociacion
con el contenido total de antocianinas (AT). La tonalidad (T) del grano de todas
las cruzas y progenitores no tuvo relacion con el contenido de antocianinas (AT=
-0.68T + 221.28, R2=0.01), con la luminosidad (L) la relacion fue baja (AT=
-11.847L + 534.59, R2=0.38); en cambio, con la cromaticidad la relacion fue mejor
(AT=-36.328C + 496.98, R2?2=0.66) (Figura 7.4). La mayor variabilidad de los
valores de luminosidad, con respecto a la cromaticidad, se debe a la segregacion
de tonalidades de color del grano, como resultado de las cruzas entre los

progenitores pigmentados con el progenitor amarillo y blanco.
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Figura 7.4. Relacion entre la concentraciéon de antocianinas en el grano con la
cromaticidad en poblaciones y cruzas posibles de maiz.

Yang et al. (2007) midi6 el color del extracto del olote de maiz, usando el sistema
colorimétrico CIE-Lab, encontrando correlacion significativa de la cromaticidad
del color con el contenido de antocianinas (r=0.79) y con la tonalidad (r=0.92). En
otro estudio (Gazula et al., 2007) en variedades de lechuga con diferentes
tonalidades del follaje, de verde hasta rojo oscuro, encontraron un coeficiente de
determinacion (R2) de 0.8, entre los valores de cromaticidad con la concentracion
de antocianinas en las hojas. Esto sefiala la posibilidad de obtener un modelo
lineal con mayor ajuste entre el color de los extractos o de la harina con su
contenido total de antocianinas, en poblaciones criollas de México de granos

pigmentados.
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El analisis de la distribucién de las antocianinas en el pericarpio y en la capa de
aleurona del grano de los dos progenitores con mayor contenido de antocianinas y
sus cruzas, directa y reciproca, se muestra en la Figura 7.5. Se observa que el
progenitor azul-1 acumulé el pigmento en la capa de aleurona (356.2 mg kg1),
mientras que el rojo-1, lo concentr6 mayormente en el pericarpio (75 %) y en
menor cantidad en la capa de aleurona, dando un total de 319.5 mg kgl. En la
cruza directa (rojo-1 x azul-1) la acumulacion del pigmento fue proporcionalmente
similar (casi 50 y 50 %) en el pericarpio y en la capa de aleurona, y la
concentracion total superé en 6 % al azul-1 y por 18.2 % al rojo-1; en cambio, en la
cruza reciproca (azul-1 x rojo-1) los granos presentaron menor contenido total de
antocianinas (259.2 mg kg1), asociado principalmente al bajo contenido de
pigmento en el pericarpio. Esto indica que hubo un efecto positivo del progenitor
macho (azul-1) al presentarse en la cruza directa una mayor acumulacion de

antocianinas en la capa de aleurona del grano del progenitor hembra (rojo-1).
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Figura 7.5. Contenido total de antocianinas y su distribucién en las estructuras
del grano de las poblaciones criollas azul-1, rojo-1 y sus cruzas.

128




Capitulo VII

El efecto de la direccion de la cruza se conoce como efecto reciproco y se ha
observado en algunas variedades de maiz para caracteres agronémicos como
diametro del tallo y rendimiento de mazorca por planta (Mas et al., 2001); asi
como para la concentracion de almidén, aceite y proteina del grano (Letchworth y
Lambert, 1998). Sin embargo, estudiar los efectos reciprocos en el caso del grano
implica considerar los efectos genéticos del endospermo, del embrion y del
citoplasma. El efecto reciproco en el endospermo puede explicarse por fenémenos
epigenéticos, atribuibles, a genes sensibles a la dosis cromosémica, a factores de
transcripcion transmitidos maternalmente y a la actividad de productos
codificados en organelos que se heredan maternalmente (Gonzalo et al., 2007).
Tipos de antocianinas

La poblacién de grano rojo-1 presenté las tres antocianinas basicas: cianidina,
pelargonidina y peonidina, pero no malvidina, identificadas tanto en el extracto
del grano completo como en el extracto de harina de pericarpio (Figuras 7.6 y 7.7);
ademads, esta poblacién (rojo-1) también presenté la version acilada de cada una
de estas tres antocianinas, lo que concuerda con los resultados de Jing (2006) y
Jing et al. (2007) quienes analizaron el extracto de antocianinas del olote de una
poblacién de maiz de grano parpura del Perd. A diferencia, Gonzalez et al. (2008)
reportan que en el pericarpio del grano de maiz purpura (razas Peruano y
Arrocillo) las antocianinas abundantes en el extracto fueron: cianidina-3-
glucésido (27%), cianidina-3-malonil-glucésido (21%), peonidina-3-glucésido (12%)
y peonidina-3-malonil-glucésido (9%). Por su parte, Abdel-Aal et al. (2006)
identificaron, en extractos del grano completo, las antocianinas conformadas por
cianidina, pelargonidina y peonidina, sin reportar la existencia de malvidina, lo
cual esta de acuerdo con lo encontrado en el presente estudio.

Las antocianinas encontradas en la poblacién rojo-2 fueron del tipo cianidina
glucosilada y cianidina acilada, cuya absorbancia fue notablemente mayor a

pelargonidina glucosilada, pelargonidina acilada y a peonidina glucosilada; esta
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ultima fue practicamente nula en comparacién con peonidina acilada (Figura 7.7).
Las antocianinas que reportan Abdel-Aal et al. (2006) en maiz rojo son: cianidina

> peonidina >pelargonidina.
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Figura 7.6. Antocianinas del pericarpio del grano de la poblacién rojo-1.
1=Cianidina, 2=Pelargonidina, 3=Peonidina, glucosiladas. 1’, 2 y &
corresponden a las versiones aciladas de cada una de las antocianinas,
respectivamente.

Las poblaciones azul-1 y azul-2 presentaron principalmente cianidina glucosilada
(pico 1, de 25 a 30 miliunidades de absorbancia [mUA]) y cianidina acilada (Pico
1’, 52 a 58 mUA) (Figura 7.8). Al respecto, Abdel-Aal et al. (2006) informan una
mayor cantidad de antocianinas basadas en cianidina con respecto a
pelargonidina y peonidina.

En general, el estudio de Abdel-Aal et al. (2006) revela que los maices de color
parpura, azul y rojo contienen antocianinas conformadas por cianidina,
pelargonidina y peonidina, no habiendo un tipo que los diferencie
especificamente; por el contrario, sus diferencias se basan en las cantidades de

cada tipo, ya que el azul se distingue por su mayor porcentaje de antocianinas del
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tipo cianidina (glucosiladas y aciladas) y el rojo por su mayor cantidad de

peonidina en relacion al ptarpura.
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Figura 7.7. Antocianinas del grano de las poblaciones criollas rojo-1 y rojo-2.
1=Cianidina, 2=Pelargonidina, 3=Peonidina, glucosiladas. 1’, 2 y 3
corresponden a las versiones aciladas de cada una de las antocianinas,
respectivamente.
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En el presente estudio se observé predominancia de las antocianinas basadas en
cianidina acilada en los maices azul-1, azul-2 y rojo-2, con respecto al rojo-1. El
rojo-2 se diferenci6 de los azules en la menor cantidad de peonidina. En contraste,
s6lo la poblacion rojo-1 presenté una mayor cantidad de antocianinas
estructuradas de cianidina y pelargonidina, siendo mayor la absorbancia de las
formas glucosiladas en comparacion con las aciladas.

En la cruza rojo-1 x azul-1, los granos tuvieron los mismos tipos de antocianinas
presentados por el progenitor hembra (Figura 7.7), sélo que la cantidad de las
aciladas basadas en cianidina y pelargonidina fue mayor (>50 mUA) (Figura 7.9).
En la cruza rojo-1 x azul-2, el patréon de absorbancia de los tipos de antocianinas
fue similar al del progenitor macho (Figura 7.8). La diferencia con respecto al
progenitor rojo-1 fue una mayor acumulaciéon de cianidina acilada (>70 mUA).
Una mayor absorbancia de cianidina (>60 mUA) y su version acilada (>100 mUA)
ocurri6 en la cruza rojo-1 x rojo-2, con respecto al rojo-1.

Shiraishi et al. (2007), en vid sefialan que el color rojo tenue esta asociado con la
mayor acumulacién de cianidina, el rojo intenso es un balance de cianidina,
peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina; el rojo-morado posee la mayor
cantidad de peonidina y malvidina; el morado oscuro tiene mayor cantidad
relativa de cianidina y delfinidina glucosiladas; el azul resulta de delfinidina,
mientras que el negro acumula casi exclusivamente malvidina. Estudios
moleculares indican que los frutos verdes de la vid no presentan antocianinas, lo
que se explica por la nula transcripcion (ARN mensajero) de los genes
estructurales de la ruta biosintética; en los rojos, la trascripcion es 10 veces
menor a la presentada en los genes de los frutos azul oscuro, los cuales acumulan
abundantemente antocianinas del tipo delfinidina, petunidina y malvidina,
correlacionando con una mayor expresion de los genes que codifican las enzimas
flavonoide 3’-hidroxilasa (F3'H) y F3’5’H, flavonoide glucosil transferasa,

glutation s-transferasa y O-metil transferasa (Castellarin y Di Gaspero, 2007).
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Figura 7.8. Antocianinas del grano de las poblaciones criollas azul-1 y azul-2.

1=Cianidina, 2=Pelargonidina, 3=Peonidina, glucosiladas.

r, 2y 3

corresponden a las versiones aciladas de cada una de las antocianinas,
respectivamente.
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Figura 7.9. Antocianinas del grano de cruzas donde el progenitor rojo-1 fungié como hembra. 1=Cianidina,
2=Pelargonidina, 3=Peonidina, glucosiladas. 1’, 2’ y 3’ son versiones aciladas de las antocianinas

respectivas.
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De esta manera, la mayor expresion de los genes estructurales tuvo correlacion
positiva con el contenido total de antocianinas, pero la expresién desigual de los
genes tuvo relacion con la proporcion de cada tipo de antocianina, lo que
finalmente explica la intensidad y la tonalidad del color de los frutos de la vid
(Castellarin y Di Gaspero, 2007; Shiraishi et al., 2007). A su vez, la mayor
expresion de los genes estructurales se explicoé por la intervencion de los factores
de transcripcion (Castellarin y Di Gaspero, 2007). Ademas, tanto el contenido
total como la cantidad de cada tipo de antocianina estuvo influenciado por el
ambiente (Shiraishi et al., 2007).

En la presente investigacion, la ausencia de antocianinas basadas en malvidina
confirma que la biosintesis de su precursora, la delfinidina no ocurrié en el grano
de las poblaciones y cruzas estudiadas. Con base en la ausencia de la delfinidina,
Cone (2007) propuso que la ruta biosintética de antocianinas de maiz sélo tiene
dos ramificaciones, a partir del sustrato dihidrocaemferol. Esto significa que la
enzima F3’5’H, que dirige la rama hacia la delfinidina, no es funcional en las
poblaciones estudiadas de maiz pigmentado. Ademas, los resultados sugieren que
en el progenitor rojo-1, los genes estructurales que codifican las enzimas F3’'H y
dihidroflavonol reductasa (DFR) se expresaron en mayor nivel con respecto a las
demés poblaciones, ya que se identificaron antocianinas del tipo cianidina, su
derivada peonidina, y la pelargonidina. En las poblaciones de grano azul y rojo
existiéo una predominancia de la enzima DFR sobre F3’'H, ya que la absorbancia
de las antocianinas basadas en cianidina superaron a los niveles de absorbancia
de las basadas en pelargonidina. Ademads, los progenitores azules y rojos se
distinguieron por la mayor absorbancia de las antocianinas tipo cianidina acilada,
indicando una mayor conversion de la cianidina a la versién acilada por medio de
las enzimas 3’-O-metil transferasas (Yu et al., 2006).

Estos resultados indican que es necesario realizar estudios especificos para
conocer la expresion de los genes estructurales y de los factores de transcripcion

que determinan las diferencias genéticas entre las poblaciones criollas de maiz de
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granos azules y rojos y sus cruzas, ademas de correlacionar la actividad
enzimatica con la acumulacién de cada tipo antocianina.

Actividad antioxidante

El método de la reacciéon del DPPH se considera sencillo y relativamente barato
para estimar la actividad antioxidante de compuestos fenélicos, ademas de que ha
permitido discriminar genotipos con base en esta propiedad quimica (Awika et al.,
2003). Al respecto, en la Figura 7.10 se observa que el extracto de antocianinas de
la poblacion rojo-1 tuvo alta actividad antioxidante (mayor a 90 %) en 30 min de
reaccion, en comparacion con las cruzas rojo-1 x azul-1, azul-1 x rojo-1, rojo-1 x

rojo-2 y azul-1.
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Figura 7.10. Actividad antioxidante del extracto de antocianinas de las
poblaciones criollas rojo-1, azul-1 y algunas cruzas, sobresalientes por su
mayor contenido de antocianinas.
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La mayor actividad antioxidante del rojo-1 indica que ademas de la cianidina, la
pelargonidina contribuyé a esa actividad, ya que en las demadas poblaciones y
cruzas, la pelargonidina se present6 con valores bajos de absorbancia y también
tuvieron mayor cantidad de cianidina acilada.

Nakajima et al. (2003) senalan que la mayor actividad antioxidante la presentan
los aglucones, valores intermedios de actividad los presentan las antocianinas
monoglucosiladas y los valores bajos las antocianinas aciladas, pero que la
resistencia a la degradacion por efecto de la luz fluorescente tiene un
comportamiento inverso. Adicionalmente, Kuskoski et al. (2004) reportan que la
delfinidina y cianidina presentan dos veces méas actividad antioxidante que las
basadas en peonidina, pelargonidina y malvidina; lo cual se debe al mayor
numero de grupos hidroxilo presentes en su estructura quimica.

Esta valoracion de la calidad de los extractos indica que no sélo es importante la
cantidad de antocianinas sino la proporcién de cada tipo. Al respecto, estudios de
las antocianinas extraidas del grano de arroz indican que la cianidina y su
derivada peonidina tienen alta capacidad inhibitoria del crecimiento de células
cancerosas (Chen et al., 2005). Sin embargo, una comparaciéon de varios tipos de
antocianinas indic6 que la mayor actividad antiangiogénica la presento
delfinidina (Lamy et al., 2005). Otro estudio mostré que delfinidina y cianidina
presentan actividad antiangiogénica, mientras que peonidina y malvidina no
presentaron tal efecto (Oak et al., 2006). Esto expone la necesidad de buscar en la
variabilidad genética del maiz que presenta México, algunas variedades que

contengan delfinidina.

CONCLUSIONES
Las poblaciones criollas de maiz contrastantes en color de grano presentaron
diferencias en la concentracion de antocianinas, sobresaliendo las poblaciones

azul-1y rojo-1 que acumularon la mayor cantidad de pigmento.
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La cruza con mayor concentracién de antocianinas (mg kg!) fue rojo-1 x azul-1, lo
cual se explico por una acumulacién proporcional de antocianinas en el pericarpio
y en la capa de aleurona. En cambio, las cruzas en las que intervino la poblacion
de grano amarillo y blanco presentaron el contenido méas bajo del pigmento en el
grano.

El contenido total de antocianinas en el grano tuvo asociacién negativa con la
cromaticidad del color del grano completo.

Las poblaciones azules y rojas acumularon antocianinas conformadas por
cianidina, peonidina y pelargonidina, pero no presentaron malvidina. El
progenitor rojo-1 tuvo mayor cantidad de antocianinas glucosiladas, basadas en
cianidina, peonidina y pelargonidina, con respecto al azul-1, azul-2 y rojo-2. El
rojo-2 presenté la menor acumulacion de los tres tipos de antocianinas,
particularmente la peonidina.

La actividad antioxidante no dependié de la cantidad total de antocianinas
extraidas del grano, sino de la presencia de las antocianinas glucosiladas. La
poblacion rojo-1, al contar con antocianinas de este tipo presenté la actividad
antioxidante mas alta, mientras que la azul-1 y las cruzas entre éstas
presentaron valores bajos, asociados a la mayor cantidad de antocianinas

aciladas.
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VIII. DISCUSION GENERAL
Fisiologia y genética de las antocianinas

Es comin observar la expresion fenotipica debida a las antocianinas en la
mayoria de los 6rganos de la planta de maiz: tallo, hojas, espiga, bracteas, olote y
grano, principalmente; por eso, es importante conocer los avances logrados en el
estudio de la ruta de biosintesis de estos pigmentos. El conocimiento cientifico
sobre las enzimas y su funciéon se ha desarrollado en varias especies y no
exclusivamente en maiz (Grotewold, 2006), por lo que el entendimiento general de
la ruta de biosintesis en el presente trabajo surgié del analisis de la informacion

disponible hasta el momento.

Los estudios pioneros sobre el color de los 6rganos de la planta se hicieron en
Pisum con el fin de analizar la aparicion del color a través de generaciones
después de hacer cruzas entre variedades contrastantes en color de la flor, de la
testa y de la semilla. Se descubrié que la pigmentacion fue dominante sobre el
color blanco de la flor, sobre el blanco de la testa y el verde de la semilla,
siguiendo reglas proporcionales precisas. Sin embargo, en la cruzas hechas en
Phaseolus se desarrollaron varias tonalidades de la flor, indicando que varias
formas gameéticas explicaban el caracter y cada una de ellas seguia la regla
proporcional 3:1 (dominanate:recesivo) (Mendel, 1866). En aquella época, el
trasfondo de la investigacion de Mendel fue la demostracién de la variabilidad
que se genera en los hibridos, descartando que la hibridacién fuera un mecanismo

de especiacion.

Con respecto al caracter de pigmentacion, los primeros trabajos en maiz (Shull,
1911; East, 1912; Emerson, 1912) consideraron que el color del pericarpio (rojo,
amarillo oscuro, variegado e incoloro), el de la aleurona (azul, rojo y blanco), y el
del endospermo (amarillo y blanco), eran caracteres de comportamiento
Mendeliano. Desde entonces, el nimero de alelos descubiertos como responsables
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de la pigmentacién fue incrementandose, al observar en las poblaciones criollas
colectadas una variacion en el patréon de pigmentacion de la aleurona (Kempton,
1919) y del pericarpio (Hayes, 1917). Los factores méas estudiados en ese tiempo
fueron P (purpura, también simbolizado como Pr), R (rojo) y C (sin color), y en
determinados casos se encontré que las combinaciones alélicas de estos factores
producian granos segregantes con intensidad gradual de color, desde el blanco

hasta el purpura (Coulter, 1920).

De los siete alelos del color del pericarpio descubiertos hasta entonces, algunos
manifiestan dominancia completa y otros dominancia incompleta. En el caso de la
capa de aleurona, ademas de los cinco alelos asociados a la acumulaciéon de
antocianinas, se encontraron otros seis que alteran la intensidad y distribucién
del pigmento; uno de ellos se expresa dependiendo del progenitor que lo hereda
(Lindstrom, 1923), particularmente un alelo originaba granos moteados al
transmitirse por el macho (Coulter, 1920). Por otro lado, Fujii y Kuwada (1916)
mencionan que en el estudio inicial del color del grano de maiz no se considera al
endospermo como portador de tres juegos de cromosomas (3n), por lo que el
entendimiento Mendeliano de los caracteres del endospermo, p.e. el color, no fue
completo. Asi, el nimero de alelos en el endospermo y en la capa de aleurona
estan triplicados, dos de los cuales son aportados por el progenitor femenino y uno
por el masculino, por lo que la intensidad del color esta en funciéon del ntimero de
alelos dominantes (de 0 a 3) presentes en la constitucion genética del endospermo,
dando lugar a cuatro clases de intensidad para un locus. Considerando este
principio, también es factible entender que una mayor influencia genética

materna es la explicacion de las diferencias encontradas entre cruzas reciprocas.

Se sabe que la biosintesis de estos pigmentos se desarrolla en una ruta compleja,
donde los dos sustratos iniciales son la malonil-CoA, derivada de la acetil CoA de
la mitocondria, y la cumaril-CoA derivada del aminoacido fenilalanina. A partir

de los dos sustratos se desencadena la serie de reacciones donde intervienen ocho
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enzimas: chalcona sintetasa, chalcona isomerasa, flavonoide hidroxilasas (tres
enzimas), dihidroflavonol reductasa, antocianidina sintetasa y flavonoide glucosil
transferasa, que dan origen a tres antocianinas basicas: cianidina-3-glucésido,

pelargonidina-3-glucésido y delfinidina-3glucésido (Irani et al., 2003).

Después de que se realiza la biosintesis en el citoplasma, las antocianinas son
transportadas hasta la vacuola, envueltas en membranas derivadas del reticulo
endoplasmico. También se conjugan con glutation, por medio de la enzima
glutation s-transferasa, con lo cual penetran la membrana de la vacuola
ayudadas por un transportador (Kitamura, 2006). Una vez en la vacuola, estas
moléculas son transformadas estructuralmente, cuando las enzimas flavonoide
glucosiltransferasas unen moléculas de glucosa y grupos acilo (acidos organicos)
mediante las aciltransferasas, brindando mayor solubilidad, estabilidad e
intensidad del color a las antocininas (Tanaka et al., 2008). Esto indica que los
procesos primarios del metabolismo, como la fotosintesis, contribuyen con la
glucosa para la conformacion quimica de las antocianinas. También el
metabolismo de los aminoacidos es relevante, ya que la fenilalanina es un
sustrato para la ruta de los flavonoides, parte de éstos son las antocianinas, y

para la ruta de biosintesis de lignina (Andersen et al., 2008)

Actualmente se sabe que la ruta de biosintesis y sus enzimas participantes se
deben a la presencia de siete genes estructurales y seis genes reguladores de su
transcripcion (Cone, 2007). Se han logrado avances sustanciales en la genética
molecular tanto en maiz como en otras especies, particularmente en
ornamentales donde el color de la flor es de importancia. La investigacion reciente
esta enfocada en el estudio de los genes reguladores, ya que son los que
determinan la intensidad del color ocasionada por una mayor acumulacién de los

pigmentos.
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Agrupamiento de poblaciones criollas por su color de grano

Son aun escasos los estudios en maiz dirigidos al desarrollo de practicas
agronémicas que se relacionen con una mayor concentracion de antocianinas por
kg de grano (Jing, 2007). Con estos antecedentes, este trabajo se llev6 a cabo con
el fin de entender la variabilidad en colores de grano observada entre poblaciones

criollas de maiz de México.

El color de grano del maiz es un caracter que se ha estudiado sélo en una escala
visual subjetiva, como la que Alvarez y Lasa (1990 a y b) usaron: 1= blanco hasta
8= purpura. Se ha encontrado que la forma y color del grano, el nimero de
hileras, color de olote y longitud de la mazorca, presentan los mas altos valores de

repetibilidad, lo que permite considerarlos en la caracterizacién de poblaciones.

En la primera fase de la presente investigacion se cuantifico el color del grano de
114 poblaciones criollas, colectadas en varios estados de la Republica Mexicana,
adaptadas a los Valles Altos Centrales de México y evaluadas agronémicamente
en el Campo Agricola Experimental Montecillo, en el Colegio de Postgraduados;
es decir, que pasaron por una etapa de premejoramiento (Nass y Paterniani,
2000). A partir de esta etapa las mejores poblaciones se clasificaron con base en

su precocidad y color de grano (Cuadro 8.1).

Cuadro 8.1. Poblaciones criollas de maiz clasificadas por su color de grano.
Montecillo, 2003.

Ensayo Poblaciones .
Caracteristicas de mazorca y ciclo de vida

(Ntimero) (Numero)
1 30 Grano blanco, precocidad intermedia
2 27 Granos blancos y amarillos, precocidad intermedia
3 22 Granos blancos y amarillos, super precoces
4 17 Granos rojos y azules, precocidad intermedia
5 18 Grano rojos y azules, super precoces
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Ademas de los caracteres agrondémicos, el interés del estudio fue analizar la
variabilidad del color de grano entre las 114 poblaciones criollas, por medio de un
colorimetro que cuenta con el sistema CIELab, cuyas lecturas permiten derivar
algunos parametros cuantitativos (tonalidad y cromaticidad), siguiendo la
sugerencia de McGuire (1992); ademas se compar6 con una escala visual del color
(1=blanco hasta 8=purpura), analizando las variables cuantitativas del color
junto con la escala visual, mediante la técnica multivariada de componentes
principales y de agrupamiento. Se encontr6 que la variabilidad entre poblaciones
se clasifica en seis patrones de color: blanco, amarillo, anaranjado, rojo, azul y
parpura. Dentro de cada grupo hubo variabilidad en caracteristicas agronémicas,
indicando que es factible modificar las variables del desarrollo vegetativo y
reproductivo, independientemente del color de grano. Similarmente, se ha
encontrado que el color del grano es independiente de las caracteristicas

agronomicas y de calidad (Revilla et al., 2008).

La aplicacién de técnicas multivariadas para agrupar variedades con base en el
color y forma de los granos, usando componentes principales y de agrupamiento
se ha hecho en Linum usitatissimum (Dana e Ivo, 2008), particularmente se ha
analizado la luminosidad (L), el valor “a”, de verde a rojo y el valor “b”, de azul a
amarillo, asi como algunas variables de la forma del grano. Con el mismo enfoque
se han hecho estudios en Byrsonima crassifolia para frutos y semillas (Martinez
et al., 2005). En Ipomoea batatas el valor de L y el cociente b/a han permitido
clasificar clones y después de las determinaciones del tipo de antocianinas se han
encontrado diferencias entre grupos (Yoshinaga et al., 1999). También, en el
estudio de Salinas et al. (2003), en maices de grano azul y rojo, se midio6 el color de
la harina cruda y nixtamalizada, obteniendo los valores de L, los valores de las
escalas del color de “a” y de “b”, pero no se obtuvo, como se hizo en el presente
estudio, la cromaticidad y la tonalidad, que permiten una interpretacién objetiva

del color del grano producido por las antocianinas.
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Analisis del efecto materno en la generacion Fi1semilla

A partir de la agrupacion de poblaciones por color de grano (Espinosa, et al.,
2006), dentro de los grupos se seleccionaron seis poblaciones: una del blanco y
otra del amarillo, ambas originarias del Estado de México; del rojo, el rojo-2, del
Estado de Puebla; dos poblaciones del grupo azul (azul-1, del Estado de Tlaxcala,
y azul-2 del Estado de Hidalgo) y una del grupo parpura el rojo-1, ésta es una
poblacion estable derivada de la cruza entre el morado peruano con una poblacion
azul criolla del Estado de Querétaro. La denominacién de los colores se hizo
debido a que el purpura y el rojo, asi como los azules, se diferenciaban en la
intensidad del color, de tal manera que el nimero uno se asigné al color mas
intenso y el nimero dos al mas tenue. También se consideraron los colores
amarillo y blanco como poblaciones testigo, suponiendo que su estructura
genética recesiva reprime su capacidad de producir antocianinas (Ford, 2000).
Estas seis poblaciones tuvieron periodos de floracion similares para facilitar su

polinizacion en el sistema de cruzamientos dialélicos aplicados.

El analisis de las cruzas posibles (directas y reciprocas) entre un grupo de
progenitores permite verificar si un progenitor tiene el mismo efecto al participar
como macho o como hembra y si la cruza simple (directa) entre un par de
progenitores es similar a su cruza reciproca (Yates, 1947). Cuando el interés es
denotar el comportamiento de los progenitores en sus cruzas (habilidad o aptitud
combinatoria), se planea una serie de cruzamientos entre los progenitores con
otro grupo de poblaciones testigo o probadores, de tal manera que se busca aquel
progenitor que tenga efectos positivos en sus cruzas (los de mejor combinacion),
dependiendo de la caracteristica bajo estudio (Hayes, 1946); lo que Sprague y
Tatum (1942) denominaron aptitud combinatoria general (ACG). También, en el
analsis estadistico de las cruzas es importante detectar las mejores o peores
combinaciones con respecto al comportamiento promedio de sus progenitores, lo

que se denomina aptitud combinatoria especifica (ACE). Asi, la ACG y la ACE son
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indicadoras de la accion génica aditiva o de dominancia, incluyendo la epistasis,

respectivamente (Sprague y Tatum, 1942).

Griffing (1956) propuso varios métodos y modelos estadisticos para determinar los
efectos de ACG y ACE, en funcién de los intereses del investigador y del caracter
bajo estudio. Sin embargo, la extension del analisis de varianza para determinar
el efecto materno y reciproco sobre la variacion fenotipica la sugirieron Corey et
al. (1976), teniendo en cuenta que la ACG y ACE hacen referencia a efectos de los
genes ubicados en el nicleo, mientras que los efectos maternos se derivan de la
influencia del microambiente generado por el tejido materno durante el desarrollo
de la semilla y de la influencia del citoplasma. En este sentido, Zhu y Weir (1994)
interpretan como efectos extranucleares al efecto del tejido materno y el efecto
citoplasmico, los cuales se engloban como efecto reciproco (ER) en los modelos de
Griffing (1956); ademas, plantearon un modelo propio aplicado al andlsis de

caracteristicas fenotipicas de frutos con endospermo triploide.

En la segunda fase de la presente investigacion se formaron las cruzas directas y
reciprocas para obtener la semilla Fi, en la cual se midié el contenido de
antocianinas y el tamano, tanto del grano completo como de sus estructuras de
almacenamiento de antocianinas: pericarpio y capa de aleurona, luego se
estimaron estadisticamente los efectos maternos y de aptitud combinatoria (ACG
y ACE) sobre la acumulaciéon del pigmento y del tamafno de sus estructuras. De
acuerdo con Wright (1985), los disenos dialélicos permiten analizar un sistema de
cruzamientos entre progenitores, cuyo andlisis puede conducirse en tres niveles:
1) la aptitud combinatoria general y especifica, 2) los componentes de la varianza
genética (aditividad o dominancia), y 3) la varianza aditiva. En los dltimos dos
niveles de andlisis se requiere que las poblaciones tengan herencia diploide, que
no haya epistasis ni efectos maternos o reciprocos, que presenten cierto nivel de
homocigosis, equilibrio de ligamiento y que existan dos alelos por locus. Dado que

pocos casos cubren estos requisitos, la mayoria de los analisis dialélicos se
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enfocan a la estimacion de la aptitud combinatoria general y especifica (Baker,

1978).

La ruta de biosintesis de las antocianinas en maiz implica, segin McMullen
(2001) y Springer y Stupar (2007), a genes estructurales cuya transcripcién es
regulada por otros genes, lo que evidencia la presencia de epistasis.
Adicionalmente, cuatro genes estructurales (c2, chi, al y c1) y dos reguladores (c1

y rl) presentan mas de dos alelos (Cuadro 2.3, Capitulo III).

En la presente investigacion se determinaron los efectos de aptitud combinatoria
y maternos. Las variables medidas en el grano F; fueron: contenido de
antocianinas (mg kg1, mg 1000-! granos), grosor del pericarpio y de la capa de
aleurona (n). En esta generacion, el pericarpio fue totalmente de origen materno,
pues fue derivado del ovario (Earp, 2004) y la capa de aleurona, junto con el
endospermo, fueron desarrollados a partir de la combinacién genética entre los
progenitores (Becraft y Crabb, 2000) implicados en el sistema dialélico. El
analisis estadistico detecté efectos maternos, lo que concuerda con el progenitor
rojo-1 que presenté la mayoria de su pigmento en el pericarpio y en menor
cantidad en la aleurona; en el caso opuesto, los progenitores azules (azul-1 y azul-
2) acumularon el pigmento en la capa de la aleurona, mientras que el progenitor
rojo (rojo-2) tuvo pigmento en ambas estructuras, pero en menor cantidad que la
de los anteriores progenitores. Los progenitores de color blanco y amarillo

definitivamente no tuvieron antocianinas.

Como se esperaba, el progenitor que fungi6 como hembra tuvo efectos
significativos en la acumulacién de antocianinas en el pericarpio y en la aleurona,
lo cual se reflejé en un mayor efecto genético aditivo del progenitor rojo-1 sobre el
contenido de antocianinas en el grano completo, mientras que el progenitor azul-1
s6lo influencié la acumulaciéon del pigmento en la capa de aleurona. El efecto

materno sobre la acumulacion de antocianias fue postulado por Fujii y Kuwada
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(1916) y posteriormente ratificado por Larson et al. (1986) al relacionar una
mayor dosis del gene Pr, aportada por el progenitor materno con la actividad de la
enzima flavonoide-3’-hidroxilasa y con la acumulacién de cianidina-3-glucésido en

la capa de aleurona.

Tomando en cuenta que el grano es producto de los genomas de ambos
progenitores, su desarrollo es susceptible a varias influencias: 1) la interaccion
entre factores maternos con genes del cigoto, 2) la interaccion del tejido materno
con los tejidos cigéticos (embrién y endospermo), y 3) la interacciéon del embrion
con el endospermo. En particular, los efectos maternos son evidentes tanto en el
embrion como en el endospermo y se ejercen via gametofitica o esporofitica
(tejidos del ovulo). El efecto gametofitico materno es factible cuando un factor
citoplasmico se deposita en la célula central o en la célula huevo causando alguna
mutacion, por un efecto de dosis o por la presencia de impresion génica (efecto del
progenitor). El efecto esporofitico tiene impacto a través del desarrollo de los
tegumentos, que dan lugar a la testa, o de la pared del ovario, que da lugar al

pericarpio (Spillane et al., 2002).

El destacado efecto materno sobre la acumulaciéon de antocianinas encontrado en
la generacion F: semilla, indica que las poblaciones usadas como hembra, con
antocianinas en el pericarpio, tendran un efecto positivo sobre el caracter cuando
participen en las cruzas reciprocas. También estos resultados significan que el
pericarpio y la aleurona son tejidos de acumulacién del pigmento, por lo que es
deseable que su tamano y grosor sean mayores en la hembra. En contraste, el
progenitor macho no tuvo influencia significativa en esta generacion filial; sin
embargo, varios estudios han demostrado que el polen y sus genes tienen efecto
en el tamafio del grano; es decir, un efecto de heterosis a nivel de grano, por lo
que se esperaria incrementar el potencial de acumulacién de antocianinas por

efecto de un mayor tamafio de grano.
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Dado que hubo diferencias entre progenitores en el contenido de pigmento por kg
de grano, el estudio indic6 que el agrupamiento de las poblaciones apoyado en los
parametros del color, permiti6 definir grupos con diferente contenido de
antocianinas. Con base en estos resultados, se plane6 la tercera fase de la
investigacion para obtener la F2 semilla, esperando que la recombinacion de los
genes diera lugar a cruzas sobresalientes puesto que se tuvieron progenitores

contratantes en la cantidad y ubicacion del pigmento en las estructuras del grano.

Aptitud combinatoria de la acumulacion de antocianinas en la

generacion F2

En la tercera fase de este estudio, se cuantific6 el contenido de antocianinas en el
grano entero y se determinaron los componentes del rendimiento de grano, para
estimar el rendimiento de pigmento por hectarea y verificar la existencia de
cruzas sobresalientes. Aplicando el mismo modelo estadistico (Griffing, 1956) se
encontré la mayor contribuciéon de los efectos aditivos de los genes sobre el

rendimiento de antocianina por planta, con respecto a los maternos.

Desde la perspectiva del mejoramiento genético, un dialélico es un sistema de
cruzamientos que implica las cruzas posibles entre un grupo de poblaciones, y se
usa para el estudio de caracteres poligénicos. Los progenitores pueden ser
individuos de una variedad de polinizacién libre, de una generacion F2 o de lineas
altamente homocigéticas, de manera que los resultados obtenidos, son tutiles en la
planeacion del mejoramiento genético intrapoblacional, interpoblacional o de

hibridacién (Soriano, 1999; 2000).

En este trabajo, el contenido de antocianinas en el grano se consideré como una
variable cuantitativa, dado que el material genético usado consisti6 de
poblaciones criollas, posiblemente portadoras de varios alelos de los genes de la
ruta de biosintesis de las antocianinas. Uno de los genes reguladores, el R, tiene
alelos que causan variabilidad en el patrén de pigmentaciéon de la aleurona, con lo
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cual se generan tonalidades en el color del grano (Chandler y Stam, 2004),
relacionadas con cambios en el contenido de antocianinas (Van der Walt y Brink,
1969). El contenido del pigmento esta sujeto a més variacion, ya que el pericarpio
es otra estructura que contribuye al contenido de antocianinas por grano.
Adicionalmente, algunos genes estructurales y algunos reguladores estan sujetos
a cambios en sus secuencias génicas por efecto de transposones, con lo cual se
desarrollan variados patrones de pigmentacion en la aleurona (Patterson et al.,
1991; Chang et al., 2005; Edwards et al., 2001). La variacion observada en la
segregacion de tonalidades del presente estudio pudo estar influida por varios
factores genéticos, lo cual se reflej6 en la variacion del contenido de pigmento por

unidad de peso del grano, entre cruzas y progenitores.

En esta generacion Fa, los efectos maternos no resultaron importantes, desde la
perspectiva estadistica, sobre la expresion de variables fenolégicas y agronémicas.
Solo los efectos reciprocos fueron significativos para el rendimiento del pigmento
por planta. Esto indica que la direccion de las cruzas (directa y reciproca) tiene
impacto en la acumulaciéon de las antocianinas en el grano. En general, las cruzas
directas tuvieron mayor rendimiento de antocianinas que las reciprocas, lo cual se
explica por fenémenos epigenéticos (Gonzalo et al., 2007). Se determiné la
existencia de heterosis en algunas cruzas de progenitores pigmentados, como es el
caso de la cruza rojo-1 x rojo-2 similar al progenitor rojo-1, en cuanto al contenido
de antocianinas por kg de grano, lo que indica que la dominancia completa es la
que se esta ejerciendo en la expresion de esta caracteristica. Sin embargo, al
calcular el rendimiento de antocianinas por unidad de superficie, las mejores
cruzas fueron rojo-1 x azul-2 y rojo-1 x rojo-2, superando al mejor progenitor (rojo-
1), lo cual sugiere la existencia de heterobeltiosis. En forma global, los resultados
mostraron que un mayor rendimiento de antocianinas por kg de grano se logré al
cruzar progenitores contrastados en su contenido de antocianinas ubicadas en el
pericarpio y en la capa de aleurona. Las cruzas donde intervinieron el progenitor

blanco y el amarillo fueron las de menor contenido. También los resultados
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demuestran que un elevado rendimiento de antocianinas por unidad de superficie
se logra al incrementar el rendimiento de grano y sus componentes, a través de la

heterobeltiosis.

Estudios genéticos en lechuga han demostrado la existencia de heterosis para el
contenido de antocianinas en las hojas (Zdravkovic et al., 2002). En maiz
solamente se ha reportado la presencia de sobredominancia y varios niveles de
dominancia para la intensidad del color de las anteras, evaluado a través de una

escala visual (Hollick y Chandler, 1998).

Adicionalmente, en esta generacion F: se encontré segregaciéon de varias
tonalidades de color de grano, de menor intensidad que los colores que
presentaron los progenitores, lo cual tuvo impacto negativo sobre la concentracion
de antocianinas por unidad de peso de grano. Esta parte de la investigacion
sugiere la conveniencia de desarrollar lineas de maiz de las tonalidades parpura y
rojo, con pigmentaciéon en el pericarpio y en la capa de aleurona, y lineas de
tonalidad azul con pigmento en la capa de aleurona, para la formacién de hibridos
que expresen heterobeltiosos en el rendimiento de pigmento atribuido al ntimero
de granos en la F2 semilla. Se debe considerar que una linea hembra debe ser de
alto potencial de almacenamiento de pigmento y el macho debe contar con la
aleurona roja o azul, pero de grano grande y de mayor dureza. Esta estrategia
permitiria también el aprovechamiento del efecto del macho (xenia) en la Fi
semilla, con fines de incrementar el rendimiento del pigmento en un solo ciclo de

cultivo.

Los resultados obtenidos también indican que es factible hacer mejoramiento
genético poblacional, teniendo como criterios de seleccion el contenido de
pigmentos por grano y el almacenamieiento de antocianinas en estructuras como
pericarpio, capa de aleurona y eje embrionario; ademads, varios trabajos plantean

la necesidad de considerar al olote como otro érgano de almacenamiento y fuente
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de antocianinas para uso alimenticio (Yang et al., 2008), también en las
evaluaciones hechas en campo de poblaciones de maiz criollo, se han encontrado
algunas sobresalientes para acumular antocianinas en altas concentraciones en
6rganos vegetativos como tallo, hojas, totomoxtles, espigas y estigmas que deben
considerarse en la formacién del arquetipo de maiz para alto contenido de este
pigmento (Mendoza y Ortiz, 2008, comunicacion personal). Bajo este contexto, se
propone desarrollar un programa de mejoramiento genético por seleccion de
familias de medios hermanos maternos que expresen el mayor contenido de
antocianinas por mazorca; lo cual implica evaluar bioquimicamente una muestra
representativa de los granos de cada familia. Como el analisis implica la
destruccion de los granos, es necesario recurrir a la semilla remanente ya sea
para continuar con el proceso de mejoramiento o para formar un compuesto
balanceado y recombinado que sea ofrecido a los productores para su

aprovechamiento.
Identificacion de tipos de antocianinas en el grano

En la 1ultima fase de la investigacion se encontré que son sélo tres las
antocianinas que predominan en los extractos de las poblaciones y cruzas
pigmentadas: cianidina-3-glucésido, su derivada peonidina-3-glucésido y
pelargonidina-3-glucésido, y sus respectivas formas aciladas, lo que concuerda con
lo reportado por Abdel-Aal et al. (2006). En la industria alimentaria se prefieren
las antocianinas aciladas (Cevallos y Cisneros, 2004) por su mayor estabilidad a
los cambios de temperatura, radiaciéon y pH (Nakajima et al., 2003). Por otro lado,
desde la perspectiva de la industria de nutracéticos se ha descubierto que las
antocianinas glucosiladas tienen mayor actividad antioxidante (Kuskoski et al.,
2004), mientras que otros estudios indican diferencias entre los tipos de
antocianinas en su actividad antiangiogénica (Oak et al., 2006). Los métodos
analiticos son relativamente costosos, lo que implica el desarrollo de metodologia

alternativa para determinar la concentracion de cada uno de los tipos de
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antocianinas (Lee et al., 2008). Una técnica sencilla para determinar las
antocianinas presentes en un extracto es la cromatografia en capa fina (Nagai et
al., 1962) por lo tanto, otro criterio de evaluacion de las familias de medios
hermanos maternos y de las lineas es detectar la presencia de los diferentes tipos
y seleccionar por ese criterio. Algunos trabajos reportan la existencia de
delfinidina en el grano de maiz (Salinas et al., 2003), la cual no se encontré en el
presente trabajo, lo que hace necesario explorar una muestra mas amplia de
poblaciones criollas de maiz de México, para conocer con certeza si algunas de
ellas presentan este tipo de antocianina, ya que se sefiala que este pigmento es

mas efectivo para prevenir problemas de salud como el cancer.
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IX. CONCLUSIONES GENERALES

Bajo las condiciones del presente estudio son de relevancia las
siguientes conclusiones:

Los parametros del color del grano (luminosidad, tinte y cromaticidad) y su
analisis multivariado, permitieron separar 114 poblaciones nativas de maiz de
México en seis grupos: blanco (28 poblaciones), amarillo (44), anaranjado (4), rojo
(15), azul (18) y purpura (5).

Entre los seis progenitores representativos de los grupos anteriores, hubo
diferencias en biomasa, grosor y proporciéon del pericarpio y de la aleurona con
respecto al grano completo, estas variables no se asociaron con el contenido de
antocianinas en el grano.

Las antocianinas totales estuvieron asociadas con el color del grano, de tal forma
que los progenitores mas oscuros tuvieron la mayor concentraciéon de pigmento
contenido en 1000 granos y en un kg de grano.

En la generacion Fi semilla, el tamafio de la capa de aleurona y su contenido de
antocianinas, vari6 entre las cruzas posibles de las poblaciones seleccionadas, por
efecto de la aptitud combinatoria general (ACG) y los efectos maternos (EM),
principalmente; en las caracteristicas del pericarpio predominaron los EM.

En la F2 semilla se determiné un efecto significativo de la ACG en la mayoria de
las caracteristicas agrondémicas estudiadas, y de ACE, ACG y ER sobre el
rendimiento de antocianinas por planta. En esta dltima caracteristica el mejor
progenitor fue el rojo-1.

La cruza rojo-1 x azul-1 present6 la mayor concentraciéon de antocianinas (mg kg-
1) lo cual se explicé por una acumulacién proporcional de antocianinas en el
pericarpio y en la capa de aleurona. En cambio, las cruzas en las que intervino la
poblacion de grano amarillo y blanco presentaron el contenido méas bajo del

pigmento en el grano.
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Las poblaciones azules y rojas acumularon antocianinas conformadas por
cianidina, peonidina y pelargonidina, pero no presentaron malvidina. El
progenitor rojo-1 tuvo mayor cantidad de antocianinas glucosiladas, basadas en
cianidina, peonidina y pelargonidina, con respecto al azul-1, azul-2 y rojo-2. El
rojo-2 presenté la menor acumulacion de los tres tipos de antocianinas,
particularmente de peonidina.

El rendimiento de antocianinas por unidad de superficie se puede incrementar si
se mejora la acumulacién de antocianinas por planta, y aprovechando la
heterobeltiosis entre cruzas de poblaciones rojas y azules contrastadas en la

ubicacion del pigmento en las estructuras del grano.
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