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MEXICO

Juan de Dios Hernandez Quintero, M. en C.
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RESUMEN

Con el proposito de aprovechar los enormes recursos genéticos presentes en los bancos
de germoplasma ubicados en el CIMMYT y el INIFAP en beneficio de todos los productores
nacionales de maiz se realizaron dos experimentos para evaluar el contenido de antocianinas,
asi como, evaluar la estructura y diversidad genética de una coleccion de accesiones de maiz
azul (Zea mays L.) provenientes de las instituciones antes mencionadas. En el primer
experimento se evaluaron 554 muestras pertenecientes a 24 razas de maiz pigmentado que
fueron utilizadas en el desarrollo y validacion de modelos matematicos para la estimacion
del contenido de antocianinas por espectroscopia de infra-rojo cercano (NIR), a través de la
espectroscopia de UV-Vis como método de referencia. Se determind el perfil de antocianinas
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Los més altos contenidos de
antocianinas se encontraron en muestras de grano de maiz C11-1XT de Tlaxcala, con hasta
1989.9 ug Pel g PS. Los mayores porcentajes de cianidina 3-glucésido, pelargonidina 3-
glucosido y peonidina 3-glucésido fueron 48.79 %, 39.84 % y 12.14 %, respectivamente. El
segundo experimento consistio en la evaluacién de una coleccion de 150 accesiones de maiz
azul pertenecientes a 16 razas de maiz azul. Se identificaron mediante la plataforma DArTseq
un total de 235 580 alelos con un promedio de alelos efectivos por locus de 1,241. Los indices
de diversidad genética obtenidos mostraron un rango de He de 0.0000174 a 0.5 (media
0.1498) y un rango de 0.0001587 a 1.0 para Sh (media 0.3467). El coeficiente de endogamia
promedio obtenido fue de - 5.1220 y la matriz de distancias genéticas tuvo un promedio de
0.2317, un valor minimo de 0.1367 y un maximo de 0.2725 entre las accesiones de la
coleccion. El analisis de agrupamiento presento un coeficiente de aglomeracion de 0.86, lo
que indica una fuerte conexion de la agrupacion mostrando la integracion de cuatro grupos
(k = 4) formados de la siguiente manera: Grupo 1 con 66 accesiones, Grupo 2 con tres

accesiones, Grupo 3 con 16 accesiones y Grupo 4 con 65 accesiones. La prueba de Mantel



presento una baja correlacion (R =0.1121, P =0.021) entre distancias genéticas y geograficas
lo que podria indicar la probable existencia de un patron de aislamiento por distancia, lo que
sugiere que la divergencia en la coleccion no es causada por el aislamiento geografico de las
colecciones. La informacion obtenida de este trabajo nos permitid identificar a la accesion
BOZM342 procedente del CIMMYT como un material con un contenido destacado de
cianidina 3-glucosido, que fue de 628.32 pg g PS lo que la hace un material de interés para
direccionar a un programa de pre-mejoramiento. Por otra parte, de los 32 modelos de
calibracion analizados para NIR destacaron dos, con altos coeficientes de determinacion para
la validacion cruzada (0.64 y 0.65). Los modelos de NIR presentados en este trabajo se
pueden utilizar para la determinacion de antocianinas totales y apoyar a los programas de
mejoramiento de maices azules. Para el caso de la segunda parte del trabajo se identificd una
amplia diversidad genética entre las 150 accesiones de maiz pigmentado estudiadas, segun
lo indicado por los parametros genéticos estimado. Los resultados indican una alta estructura
genética y la presencia de accesiones con una estructura genética compleja, con las razas
Azul, Cobnico, Elotero de Sinaloa, Elotes Conicos, Tepecintle y Tuxpefio agrupadas en
diferentes conglomerados. Hubo baja correlacion entre las matrices de distancia geografica
y genética, lo que implica la falta de aislamiento por la distancia y sugiere un flujo continuo
de genes entre los sitios donde se realizaron las colecciones, produciendo una estructura

genética compleja.

Palabras clave: Zea mays, antocianinas, HPLC, maiz pigmentado, NIR, diversidad genética,
distancias genéticas y geograficas.
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ABSTRACT

In order to take advantage of the vast genetic resources present in germplasm banks
located at CIMMYT and INIFAP in benefit of all national producers of maize, two
experiments were conducted to evaluate the content of anthocyanins, as well as, to evaluate
the structure and genetic diversity of a collection of blue maize accessions (Zea mays |.) from
the aforementioned institutions. In the first experiment 554 samples belonging to 24 races of
pigmented maize were evaluated and in the validation of mathematical models for the
estimation of the anthocyanin content by near infrared spectroscopy (NIR), to through
spectroscopy UV-Vis as reference method. It was determined the profile of anthocyanins by
means of liquid chromatography high resolution (HPLC). The highest anthocyanin contents
were found in C11-IXT maize grain samples from Tlaxcala; samples contained up to
1989.97ug Pel g DW. The highest percentages of cyanidin 3-glucoside, pelargonidin 3-
glucoside and peonidin 3-glucoside were 48.79 %, 39.84 % and 12.14 %, respectively. The
second experiment consisted in the evaluation of a collection of 150 blue maize accessions
belonging to 16 races of blue corn. A total of 235 580 alleles were identified by the DArTseq
platform with an average of effective alleles per locus of 1.241. Obtained genetic diversity
indices obtained showed a range of He 0.0000174 to 0.5 (average 0.1498) and a range of
0.0001587 to 1.0 for Sh (average 0.3467). The retrieved average inbreeding coefficient was
- 5.1220 and genetic distance matrix had an average of 0.2317, a minimum value of 0.1367
and a maximum of 0.2725 among the accessions in the collection. The cluster analysis
presented a coefficient of agglomeration of 0.86, indicating a strong connection from the
group showing the integration of four groups (k = 4) formed in the following way: Group 1
with 66 accessions, Group 2 with three accessions, Group 3 with 16 accessions and Group 4
with 65 accessions. The Mantel test presented a low correlation (R = 0.1121, P = 0.021)

between genetic and geographic distances which could indicate the probable existence of a

Vi



pattern of isolation by distance, which suggests that the divergence in the collection is not
caused by geographic isolation of the Collections. The information obtained from this study
allowed us to identify the accession BOZM342 from CIMMYT as a material with a featured
content of cyanidin 3-glucoside, which was 628.32 pg g* PS making it a material of interest
to direct a pre-breeding program. On the other hand, of the 32 calibration models analyzed
for NIR highlighted two, with high coefficients of determination for the validation cross (0.64
and 0.65). NIR models presented in this paper can be used for the determination of total
anthocyanins and support blue maize breeding programs. The second part of this research
was able to identified a wide genetic diversity among the 150 pigmented maize accessions
studied, as indicated by the estimated genetic parameters. The results indicate a high genetic
structure and the presence of accessions with a complex genetic structure, with the races
Azul, Cénico, Elotero de Sinaloa, Elotes Cdnicos, Tepecintle and Tuxpefio grouped in
different clusters. There was a low correlation between genetic and geographic distance
matrices, which implies the lack of isolation by distance, and suggests a continuous flow of
genes between the sites where the collections were producing a complex genetic structure.

Key words: Zea mays, anthocyanins, HPLC, pigmented maize, NIR, genetic diversity,
genetic and geographical distances.
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1. INTRODUCCION GENERAL

En México, el maiz abarca la mitad de la superficie total destinada a los demés cultivos
juntos, 7.4 millones de hectareas. Practicamente 3 millones de personas trabajan en el cultivo
del maiz, equivalente a mas del 40 % de la fuerza de trabajo del sector agricola y cerca del 8
% del total de la fuerza laboral de México (Kato et al., 2009). La mayor parte de los estudios
de diversidad genética de maiz (Zea mays L.) consideran a México como centro primario de
diversidad y domesticacién (Herrera-Cabrera et al., 2004). Este pais posee la mayor variedad
de fuentes genéticas en el mundo, con aproximadamente 59 razas diferentes, entre ellas
muchas del tipo pigmentado, siendo las mas comunes el azul, el rojo y el morado (L6pez y
Baeza, 2010). México es considerado centro de origen de aproximadamente 225 especies
vegetales cultivadas, una de las principales aportaciones del centro de diversidad

mesoamericano (Kato et al., 2009).

Todos los maices pertenecen a la misma especie y las razas que los diferencian
corresponden a una clasificacion no boténica. Los distintos tipos de maiz presentan una gran
diversidad de formas, tamafios, colores, texturas y adaptacién a diferentes ambientes,
constituyendo numerosas variedades tradicionales. México aloja una gran diversidad de
variedades de maices azules, las cuales corresponden a varias razas. Ademas, dentro del
complejo geneético del maiz y sus parientes silvestres, existe diversidad genética que no ha
sido aprovechada, que deberia de utilizarse para la generacion de nuevas variedades de alto
rendimiento y con tolerancias a estres (Hellin et al., 2013). Dentro de las regiones de México
en que se cultivan variedades nativas de maices azules se encuentran los valles altos de la

Meseta Central. En los valles altos de la Mesa Central predomina por ejemplo el maiz azul



de la raza Chalquefio, para riego y el Conico para temporal. Una gran parte de la produccién
es utilizada para el consumo familiar mediante la elaboracion de numerosos platillos
asociados con entorno cultural. En el caso del maiz azul debe su caracteristico color a las
antocianinas, las cuales estan localizadas en una capa delgada que recubre al endospermo y
en la capa de aleurona (Agama-Acevedo et al., 2011). La aleurona y el pericarpio del grano
tienen capacidad de sintetizar y almacenar antocianinas, bajo la accion de factores de
transcripcion especificos (Espinosa et al., 2009). Estudios reportan la presencia de
antocianinas en maiz azul del tipo cianidina y malvidina, mientras el maiz de grano de color

rojo contiene pelargonidina, cianidina y malvidina (Salinas-Moreno et al., 2003).

Las antocianinas son un grupo de compuestos fenolicos del reino vegetal, son
responsables del color rojo, purpura y azul ampliamente distribuidas en hojas, raices, flores
y frutos. En las plantas superiores se encuentran seis antocianinas, que son pelargonidina,
peonidina, cianidina, malvidina, petunidina y delfinidina. Las antocianidinas no metiladas
(cianidina, delfinidina y peonidina) son las mas extendidas en la naturaleza, con un 80 % de
las hojas pigmentadas, un 69 % de las frutas y un 50 % de las flores, en las partes comestibles
de la planta la distribucion de estas seis antocianinas es cianidina (50 %), pelargonidina (12
%), peonidina (12 %), delfinidina (12 %), petunidina (7 %) y malvidina (7 %) (Kong et al.,

2003)

Las antocianinas son muy importantes debido a que poseen propiedades farmacoldgicas
y son usadas con fines medicinales tales como la prevencion de cancer (Yang y Zhai, 2010).
Se reporta que algunas antocianinas muestran efectos potenciadores en la expresion y la

actividad de la enzima superdxido dismutasa, que tiene un papel antioxidante importante en



los seres vivos (Hosoda et al., 2012). Existe también evidencia de una asociacion positiva
entre el consumo de antocianinas y los efectos bioldgicos positivos que conlleva su ingesta.
En estudios resientes se ha demostrado la habilidad de las antocianinas para influenciar el
desarrollo de tumores en raton, dichos estudios resaltan la habilidad foto-quimiopreventiva
de la delfinidina (Wang y Stoner, 2008), también se ha observado que la cianidina-3-

glucosido tiene cualidades anti-inflamatorias y anti-oxidantes (Zhang et al., 2005).

En la ruta de la sintesis de antocianinas en la capa de aleurona del endospermo del maiz
esta involucrada la expresion de siete genes que codifican enzimas cataliticas, seis genes que
son reguladores que codifican factores de transcripcion y dos que estan involucrados en el
transporte del pigmento. Estos genes se encuentran en diferentes cromosomas, lo que indica

que no se encuentran ligados (Espinosa et al., 2009).

Se han reportado también en otros estudios, genes que controlan la expresion del color
en la capa de la aleurona: sin antocianina-1 (a-1), sin antocianina-2 (a-2), bronce-1 (bz-1),
bronce-2 (bz-2), sin color-1 (c-1), sin color-2 (c-2), grano defectuoso-1 (dek-1), aleurona roja
(pr), sin color (r), y viviparo-1 (vp-1) (Arellano et al., 2003). En el caso del color purpura se
necesita la presencia del alelo dominante en cada gen: A-1, A-2, Bz-1, Bz-2, C-1, C-2, Dek-
1, Pr, R, y Vp-1. La pigmentacion azul se intensifica si el factor in es homocigote recesivo
(Arellano et al., 2003). En tejidos de origen materno actian genes reguladores C1/R1,

mientras en los del esporofito se expresan los reguladores PI1/B1.

En la region centro oriente de Puebla, la comercializacion favorable de maiz azul indujo

a un crecimiento en la superficie sembrada, que llego a ser de 2500 ha en el afio 2000, lo que



equivale a 3.3 % del area sembrada con maiz en la regién, donde se estimé que es factible
obtener de manera comercial 5.0 t ha® con variedades criollas con una relacion
costo/beneficio de 2.24, mientras que con el maiz blanco la relacion es de 1.57; en el caso de
las tortillas elaboradas de maiz azul el precio se encuentra entre 104 y 135 % arriba con
relacién al de la tortilla de maiz blanco (Hellin et al., 2013). Lo anterior es aliciente de interés
para considerar beneficios a los productores que decidan producir maiz azul. Sobre la
utilizacion de maiz en la industria se han obtenido compuestos quimicos que son utilizados

en alimentos, medicinas y cosméticos.

1.1. Planteamiento del problema

El proposito de la investigacion es aprovechar los enormes recursos genéticos presentes
en los bancos de germoplasma ubicados en el CIMMYT y el INIFAP en beneficio de todos
los productores nacionales de maiz. Se propone traer estos recursos a un programa
sistematico de evaluacion y mejoramiento de maices azules. También se plantea describir la
diversidad genética de estos materiales y la identificacion de las regiones genéticas de interés

para la industria y los consumidores.



1.2. Objetivos

Objetivos generales:

e Evaluacion de las caracteristicas fenotipicas y diversidad genética de maices azules

nativos de los valles altos de México proveniente de accesiones de bancos de

germoplasma del CIMMYT e INIFAP.

Objetivos especificos:

e Evaluacion fenotipica y genotipica de las accesiones de maiz azul presentes en los

bancos de germoplasma del INIFAP y CIMMYT.

e Estudiar nuevas fuentes de variacion genética en los maices azules.

e Con base en la caracterizacion realizada de las accesiones se identificaran individuos

candidatos para direccionar a programas de mejoramiento.



1.3. Hipotesis

La alta variabilidad fenotipica y genética presente en las accesiones de maiz azul
revelaran candidatos potenciales para direccionar a programas de mejoramiento, de tal
manera que con el apoyo de la identificacion de las regiones de interés dentro del genoma
del sujeto de estudio nos permitira la asociacion de caracteristicas deseables con marcadores

moleculares especificos para la eficiente seleccion en futuros estudios.

1.4. Revision de literatura

1.4.1. Descripcidn de la especie

El maiz es una planta de habito anual; el tallo es simple, erecto y puede llegar alcanzar
una elevada longitud de hasta 5 metros; cuenta con pocas ramificaciones, su aspecto recuerda
al de una cafia de azucar por la presencia de nudos y entrenudos y su médula esponjosa. Es
una planta monoica de flores unisexuales, que presenta flores masculinas y femeninas bien
diferenciadas en la misma planta. En la mazorca cada semilla es un fruto independiente, el
cual es llamado cariépside, que esta insertado en un raquis cilindrico también llamado olote
(Kato et al., 2009). Al igual que otros cereales, las estructuras que constituyen el grano le
confieren propiedades quimicas y fisicas importantes por las cuales fue seleccionado como

alimento.

Se tiene conocimiento que en la época pre-colombina los antiguos pobladores hacian uso
del teocintle (Zea mays ssp. parviglumis), que es un ancestro del maiz, al igual que del maiz
de los que tal vez se bebian el jugo de la cafa, pero sin duda, el proceso de nixtamalizacion

para la elaboracion de la masa para tortillas y tamales es uno de los grandes logros de las



culturas mesoamericanas, al favorecer la bio-disposicion del calcio y aminoacidos (Kato et

al., 2009).

Existen regiones en México donde se cultivan variedades criollas de maiz azul, que
poseen variabilidad de tamafio, densidad y dureza del grano, asi como composicion quimica.
Si bien estas caracteristicas son regidas por factores genéticos, también son influenciadas por
el manejo agrondmico y el ambiente. Las caracteristicas fisicas de grano estan relacionadas
con la produccion y rendimiento, mientras que sus caracteristicas quimicas y morfoldgicas
definen su calidad nutritiva y su uso en la elaboracion de alimentos (Agama-Acevedo et al.,

2011).

1.4.2. Estructura y clasificacion de las antocianinas

Las antocianinas son compuestos elaborados por las plantas y se acumulan en las
vacuolas de las células epidérmicas foliares como un mecanismo de fotoproteccion de los
cloroplastos en ambientes de clima templado-frio y de igual forma se acumulan en cualquier
Organo vegetativo en respuesta de radiacion ultravioleta (Espinosa, 2008). En las plantas
superiores se encuentran comdnmente seis antocianinas, cianidina, pelargonidina, peonidina,
malvidina, petunidina y delfinidina (Figura 1). Las antocianidinas no metiladas (cianidina,
delfinidina y peonidina) son las méas extendidas en la naturaleza en un 80 % de las hojas
pigmentadas, un 69 % de las frutas y un 50 % de las flores; en las partes comestibles la
distribucion es cianidina 50 %, pelargonidina 12 %, peonidina 12 %, delfinidina 12 %,
petunidina 7 % y malvidina 7 % (Kong et al., 2003). Las antocianinas son quimicamente

glucédsidos de las antocianidinas y consisten de dos anillos aromaticos (anillo A y B) con seis



atomos de carbono que estan interconectadas por un anillo heterociclico (anillo C), estan
constituidas por una molécula de antocianidina (aglicona) que esta unida a un carbohidrato
mediante un enlace B-glucosido (Castafieda-Ovando et al., 2009). El carbohidrato presente
en la molécula se encuentra generalmente en la posicién 3 del grupo fendlico. Se pueden
clasificar las antocianinas segin el numero de carbohidratos en monoglucésidos,
diglucédsidos y triglucésidos (Aguilera et al., 2011). Es posible encontrar en ocasiones los
carbohidratos acilados en las antocianinas, caracteristica que les confiere mayor estabilidad
en pH extremos. Las antocianinas son susceptibles a la degradacion y su estabilidad es
afectada por varios factores como pH, solventes, presencia de proteinas y iones metalicos.
Esta susceptibilidad de las antocianinas al pH alcalino es una desventaja en el proceso de
nixtamalizacion del maiz azul debido a la influencia del pH alcalino de la solucion de calcio

durante el proceso de nixtamalizacién (Salinas-Moreno et al., 2003).

Antocianina R1 R2
Cianidina OH H
Pelargonidina H
Peonidina OCH3 H
Malvidina OCH3 OCHS3
Petunidina OH OCH3
Malvidina OH OH

Figura 1. Estructura de las 6 antocianinas mas comunes en las plantas superiores. (Pascual-

Teresa y Sanchez-Ballesta, 2007).



1.4.3. Usos de las antocianinas

El uso de las antocianinas en productos nutracéuticos y terapéuticos en la industria
farmacéutica es gracias a su alta biodisponibilidad; sin embargo, su administracion y
metabolismo in vivo han sido investigados en detalle en ratas (Rattus norvegicus), mientras
tanto los andlisis detallados sobre humanos ain son escasos (Ananga et al., 2013). Se ha
demostrado la habilidad de las antocianinas para atenuar el desarrollo de tumores en raton,
resaltando la actividad foto-quimiopreventiva de la delfinidina (Wang y Stoner, 2008).
Existen reportes de que algunas antocianinas muestran efectos potenciadores en la expresion
y la actividad de la enzima superoxido dismutasa, que tiene un papel antioxidante importante
en los seres vivos (Hosoda et al., 2012); también se ha observado que la cianidina-3-

glucdsido tiene cualidades anti-inflamatorias y anti-oxidantes (Zhang et al., 2005).

1.4.3.2. Antocianinas en la industria alimentaria

Los pigmentos naturales estan ganando protagonismo en la industria alimenticia debido
a que los consumidores evaluan criticamente a los colorantes sintéticos y asocian
positivamente los colorantes naturales con la buena salud y la calidad. Hasta hoy, la fuente
de suministro de colorante natural mas recurrente proviene de la pulpa de la uva (Vitis
vinifera L.) (Ananga et al., 2013), lo que podria suponer una ventana de oportunidad para
aprovechar las partes no comestibles de la planta de maiz como las hojas, tallos y totomoxtle.
También las antocianinas son usadas como marcadores de control de calidad en la industria

alimentaria en la comida de color. La forma en que se evalla es mediante perfiles de



antocianinas que son facilmente detectadas llegando incluso a detectar adulteraciones en

mermeladas (Rymbai et al., 2011).

1.4.3.3. Utilizacién de las antocianinas como colorantes

En la actualidad, diversas industrias han sido criticadas debido a la contaminacién que
generan los colorantes sintéticos en su etapa de fabricacion. Los colorantes naturales
extraidos de plantas tienen multiples ventajas sobre los sintéticos que van desde su facil
acceso, facil forma de extraer, menor costo y no contaminan el medio ambiente. Dentro de
los estudios que se estan realizando sobre colorantes naturales se encuentran los que tratan
sobre el uso de estos como células solares sensibilizadas con colorante (TiO2 dye-sensitized

solar cells) (Senthil et al., 2011).

En su estudio, Senthil et al. (2011) crearon fotoelectrodos de TiO2 sensibilizados con
extractos derivados de las plantas Delonix regia y Eugenia jambolana, que contienen
cianidina 3-O-glucosido, molécula que contiene grupos carboxilo que se adhieren facilmente
a la superficie de la pelicula de TiO.. Encontraron que el méximo de absorcion de Delonix
regia fue 538.25 nm, mientras en Eugenia jambolana es 542.86 nm, con un coeficiente de
absorcion maximo de aproximadamente 15 veces mayor al colorante N-719, que es el mas
utilizado en la fabricacion de células solares. De entre estos dos extractos, los investigadores
comentan que Eugenia jambolana fue superior en su eficiencia; de esta manera, la célula
construida con Eugenia jambolana exhibid una fotocorriente de cortocircuito de 1.49 mA 'y

una eficiencia de poder de conversion de 0.5 %. Estos resultados son alentadores para los
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investigadores, ya que permiten continuar con los estudios que precisen aumentar la

eficiencia de estas células solares.

1.4.3.4. Usos de las antocianinas en la agricultura

Las plantas cuentan con la capacidad de sintetizar compuestos secundarios que son
toxicos a patdgenos y animales, estos compuestos se sintetizan en repuesta a un estrés bidtico,
como parte de una respuesta de defensa. En el trabajo reportado por Hedin et al., (1983) se
sefiala la identificacion de cianidina-3-p-glucésido como un factor importante en la
resistencia al gusano cogollero de tabaco (Heliothis virescens) y también indican que existe
una correlacion entre la concentracién de taninos (pro-antocianinas) en las hojas terminales
y el crecimiento de las larvas, las cuales fueron méas pequefias. Los investigadores indican
que las larvas que se alimentaron de bracteas y hojas de algoddn (Gossypium hirsutum L.)

rojo ganaron 20 % menos de peso que las que se alimentaron de bracteas y hojas verdes.

1.4.3.5. Usos especiales de los maices pigmentados

El principal uso de los maices pigmentados en México es en la elaboracion de platillos
tradicionales asociados al entorno cultural como tamales, tlacoyos, tortillas, gorditas y atoles.
En paises como Per es comun utilizar el maiz morado en preparacion de bebidas y postres
como la chicha morada o la mazamorra morada, y constituyen un componente importante en

la dieta peruana (Moreno-Loaiza y Paz-Aliaga, 2010).

11



La preparacion de la masa con que se realizan algunos de estos platillos, como las
tortillas, consiste en someterla a un proceso de nixtamalizacion, que consiste en la coccion y
remojo de los granos de maiz en hidroxido de calcio durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo la solucion es drenada y los granos son lavados para eliminar el pericarpio, el exceso
de cal; los granos se muelen para formar la masa con la que se formaran las tortillas (Salinas-

Moreno et al., 2003).

La nixtamalizacidn es un proceso que puede llegar a generar hasta una pérdida del 70 %
de las antocianinas, esta degradacion es debida a la influencia del pH alcalino de la solucién
de cal. Para tratar de solucionar este problema Sanchez-Madrigal et al. (2014) propusieron
realizar la nixtamalizacion con dos fuentes diferentes de calcio que fueron Ca(OH)2 y
CeH1006Ca. El resultado indico que las harina y tortillas hachas con CeH1006Ca en la
nixtamalizacion tuvieron un alto contenido de antocianinas y actividad antioxidante. Los
autores sugieren que la mayor conservacion de la actividad antioxidante observada en la
nixtamalizacion realizada con CeH10OsCa se pudo deber al pH, observandose en CsH100sCa
un pH de 5.66, mientras que en la nixtamalizacidn realizada con Ca(OH)2 el pH fue de pH

6.57.

1.4.4. Fuentes naturales de las antocianinas

Las principales fuentes de antocianinas son las frutas rojas como las bayas y las uvas,
los cereales y las verduras, aungque también son encontradas en los tallos, hojas y granos
como es el caso del maiz (Pascual-Teresa y Sanchez-Ballesta 2007). México es el centro de

origen y diversidad del maiz y la (CONABIO, 2016) menciona que existen 64 razas
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diferentes en el pais; de entre ellas, se han reportado 23 razas maiz pigmentado (Cuadro 1).
En el maiz azul las antocianinas estan localizadas principalmente la capa de aleurona o en el
pericarpio (Agama-Acevedo et al., 2011). Dentro de las variantes en el color de grano
presentes en las razas de maiz es posible encontrar desde negro hasta rosa palido,
encontrdndose el rojo y el azul entre los méas comunes (Salinas et al., 2013). Estudios
realizados en maiz azul reportan la presencia de antocianinas del tipo cianidina y malvidina,
mientras el maiz de grano de color rojo contiene pelargonidina, cianidina y malvidina

(Salinas et al., 2003).
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Cuadro 1. Razas reportadas con pigmentos naturales.

Raza Color Referencia
Palqmero de Amarillo Wellhausen et al., 1951
Chihuahua
Arrocillo Azul, Rojo, Amarillo Wellhausen et al., 1951; Salinas et al., 2003
Cénico Negro, AAer:]IE,iriAl?:ranjado, Agama-Acevedo et al., 2011; VVazquez et al., 2003; Wellhausen et al., 1951
Elotes cénicos Negro, Rojo Vézquez et al., 2010

Chalquefio

Dulce

Azul

Cristalino de
Chihuahua

Elotes occidentales

Tabloncillo

Bolita

Chapalote

Reventador

Nal-Tel

Tepecintle

Tuxpefio

Vandefio

Celaya

Zapalote grande

Olotillo

Olot6n

Tehua

Comiteco

Azul Rojo, Amarillo

Rojo, Amarillo

Azul

Azul

Negro

Azul

Azul, Rojo

Marrén

Rojo

Amarillo

Azul

Azul, Rojo, Morado

Azul, Rojo, Morado

Blanco Cremoso

Azul

Azul, Rojo

Azul, Morado, Rojo,
Amarillo

Azul, Rojo, Morado

Amarillo

Agama-Acevedo et al., 2011; Salinas et al., 2003; VVazquez et al., 2010;

Wellhausen et al., 1951

Wellhausen et al., 1951

Salinas et al., 2003

Salinas et al., 2003

Vézquez et al., 2010

Agama-Acevedo et al., 2011; Wellhausen et al., 1951

Salinas et al., 2003; Vazquez et al., 2010; Wellhausen et al., 1951

Wellhausen et al., 1951

Wellhausen et al., 1951

Wellhausen et al., 1951

Wellhausen et al., 1951; Salinas et al., 2012

Salinas et al., 2012; VVazquez et al., 2010; Wellhausen et al., 1951

Wellhausen et al., 1951; Salinas et al., 2012

Vazquez et al., 2010; Wellhausen et al., 1951

Wellhausen et al., 1951; Salinas et al., 2012

Salinas et al., 2012; Vazquez et al., 2010; Wellhausen et al., 1951

Salinas et al., 2012; Wellhausen et al., 1951

Salinas et al., 2012; Wellhausen et al., 1951

Wellhausen et al., 1951
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1.4.4.1. Ruta de sintesis de las antocianinas

Las antocianinas son compuestos que se derivan del metabolismo secundario de las
plantas, su biosintesis es estimulada por factores ambientales. En maiz, las antocianinas se
sintetizan y acumulan en los tallos, hojas y érganos reproductores. Las antocianinas en el
grano de maiz estan presentes en el eje embrionario, la capa de aleurona y el pericarpio. En
el caso de los tejidos vegetativos, las antocianinas se acumulan en respuesta a ambientes

templado-frios y con alta radiacion, como los Valles Altos.

Los genes que participan en la ruta metabdlica de las antocianinas estan clasificados en
estructurales, reguladores y transportadores (Espinosa, 2008). La regulacion de los genes
estructurales es mediada por proteinas codificadas por genes reguladores. Esta regulacion se
manifiesta en determinados tejidos y tiempos de desarrollo. En el caso de los tejidos de origen
materno los genes reguladores son c1/rl y en el esporofito en crecimiento se expresan los
genes pll/bl (Espinosa et al., 2009). En la biosintesis de la estructura quimica de las
antocianinas en maiz intervienen las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), cinamato-4-
hidroxilasa (C4H), chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI), flavonona 3-
hidrogenasa (F3H), flavonoide 3’ hidroxilasa (F3’ H), dihidroflavonol 4-reductasa (DFR),
antocianidina sintasa (ANS), flavonoide glucosil transferasa (UFGT) y glutation S-
transferasa (GST), las cuales desarrollan la biosintesis en la superficie del reticulo
endoplasmico. Todas las proteinas reguladoras son indispensables para la biosintesis de las
antocianinas y los genes que codifican a las proteinas estructurales son c2, chil, f3h, al, a2,

bzly bz2 (Figura 2).
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Fenilalaninal@

PAL, C4H l Pal, c4h

4-cumaroil-CoAFB-IB-Malonyl-CoAlR

CHS l c2

@Naringinina-Chalconal®

CHI l chil

Naringeninal

F3'H Apri F3H f3h

Eriodictiol Dihidrocanferol®

Dihidroquercetinal@

DFR al
ANS a2
UFGT bzl
GST bz2

Antocianinash

Figura 2. Biosintesis de las antocianinas en maiz.

Las enzimas (genes) que intervienen son: PAL (pal) = Fenilalanina amonio liasa; C4H (c4h)
= cinamato-4-hidroxilasa; CHS (c2) = chalcona sintasa; CHI (chil) = chalcona isomerasa;
F3H (f3h) = flavonona 3-hidrogenasa; F3” H (prl) = flavonoide 3’ hidroxilasa; DFR (al) =
dihidroflavonol 4-reductasa; ANS (a2) = antocianidina sintasa; UFGT (bz1) = flavonoide

glucosil transferasa; GST (bz2) = glutation S-transferasa (Sharma et al., 2011; 2012).
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Los flavonoides se producen a través de la via de los fenilpropanoides y ésta depende de
la constitucion genética de la planta. La biosintesis de las antocianinas en maiz (Figura 2)
inicia con la reaccion de la fenilalanina para producir 4-cumaroil CoA, posteriormente la
chalcona sintasa cataliza los precursores de malonil CoA y 4-coumaril CoA para formar
naringenina-chalcona. La enzima chalcona isomerasa cataliza una reaccion intramolecular
para cerrar el anillo C de la naringenina-chalcona y dar lugar a la naringenina.
Posteriormente, las enzimas F3’H hidroxilan el carbono 3’ del anillo B de la naringenina y
del dihidrocaempferol para producir eriodictiol y dihidroquercetina y la enzima F3’5’H
hidroxila el anillo B del dihidrocaempferol y de la dihidroquercetina para formar la

dihidromiricetina (Espinosa, 2008; Sharma et al., 2012).

1.4.5. Produccion de las antocianinas

1.4.5.1. Extraccion de antocianinas de origen vegetal

Para tener una buena calidad y cantidad de antocianinas se deben de tomar en cuenta
diversos factores durante el proceso de su extraccion, sin importar el método que se elija el
primer factor a considerar es la temperatura, la cual debe de ser alta para permitir la
solubilidad del pigmento, recomendandose temperaturas cercanas a 60 °C (Gorriti et al.,
2009). El tamafio de particula debe de ser lo méas pequefia posible para tener una mayor area
de interferencia entre el sélido y el liquido. EI tiempo de difusion esta en funcion de la
temperatura y la agitacién. Por ultimo, el nimero de lavados depende del grado de

concentracion del pigmento en la materia prima.
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La extraccion mediante disolvente es el método mas comuin para la extraccion de
antocianinas, ya que son moléculas no polares; por lo tanto, los disolventes més utilizados en
las extracciones son mezclas acuosas de etanol, metanol o acetona. Estas metodologias
consisten en la extraccion conjunta de los fenoles junto con azlcares, acidos grasos y
proteinas, lo que hace necesario un proceso de purificacion. En relacion con los extractantes,
el més utilizado es el metanol acidificado, ya que es 20 % maés eficiente que el etanol y 73 %
mas eficiente que el agua (Castafieda-Ovando et al., 2009). Para la extraccion de antocianinas
aciladas es necesario utilizar acidos débiles para evitar su hidrolisis, por ejemplo metanol con
TFA (Castafieda-Ovando et al., 2009). En la industria del vino se utiliza el método de
extraccion llamado remojo, que consiste en moler las muestras frescas y la puesta en contacto

del mosto con los hollejos para extraer los pigmentos (Ella et al., 2003).

Uno de los problemas en la produccion de antocianinas es la inestabilidad de estos
compuestos bajo condiciones neutras y bajas de pH, por lo que existen pocos métodos de
sintesis. Actualmente, las antocianinas se producen en forma industrial como una mezcla de
varios extractos de plantas, lo que ha generado la necesidad de buscar alternativas para la
produccion de antocianinas, como la tecnologia de ingenieria metabdlica mediante la

produccion de hospederos microbianos, tales como Escherichia coli.

1.4.5.2. Biosintesis de antocianinas mediante ingenieria metabdlica

Yan et al. (2005) construyeron un grupo de cuatro genes artificiales que intervienen en
la ruta metabolica de las antocianinas. Estos cuatro genes convierten la naringenina y el

eriodictiol en pelargonidina 3-O-glucosido y cianidina 3-O-glucosido. La biosintesis de las

18



antocianinas es realizada con un cultivo de la cepa recombinante de E. coli en un medio con
glucosa como fuente de carbohidratos y se suplementa con naringenina o eriodictiol a una
concentracion de 0.2 mM y UDP-glucosa a una concentracion de 5 mM. Después de la
fermentacion, los medios fueron colectados en un matraz de agitacion y se extrajeron los
diversos compuestos fenolicos. Las concentraciones que obtuvieron de antocianinas
sintetizadas después de la fermentacion fueron de 5.6 pg L™ para pelargonidina 3-O-
glucdsido y 6.0 ug L™ para cianidina 3-O-glucosido. Esta técnica permite la facil produccion
de antocianinas a un bajo costo; aunque la técnica aun es mejorable, ya que los investigadores
mencionan la posibilidad de generar un grupo de genes artificiales que permitan la
transformacion de la fenilalanina o tirosina a naringenina y lograr asi la expresion simultanea
de los dos grupos de genes sintéticos que permitiria aprovechar los aminoécidos fenilalanina

o tirosina, que son nativos de la bacteria E. coli.

1.4.6. Métodos de determinacion

Existen maltiples métodos de determinacidn de antocianinas en frutas y semillas, entre
los que se encuentran la espectrometria de masas (MS), la resonancia magnética nuclear
(NMR), la electroforesis capilar (CE) y la espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR), entre
otros. A pesar de existir diferentes métodos, muchos de ellos son destructivos, tienen un alto
costo o0 generan residuos toxicos. Otra limitante es que existen métodos en los cuales es
necesario personal especializado, lo cual limita su uso. A continuacion, se mencionan los

métodos de determinacidon mas usados.
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1.4.6.1. Espectrometria de masas (MS)

La técnica de espectrometria de masas permite determinar antocianinas mediante la
identificacion de la masa de los iones moleculares de la muestra a través de energias de
ionizacion muy alta (Escribano-Baildn et al., 2004). Actualmente el acoplamiento con otras
técnicas como el HPLC con MS APCI-MS y FAB-MS, ESI-MS ha generado herramientas
muy poderosas para la determinacién de antocianinas (Castafieda-Ovando et al., 2009). Una
ventaja de esta técnica es que evita la volatilizacion e ionizacion de la muestra; como

consecuencia, se obtiene un espectro mas simplificado.

1.4.6.2. Resonancia magnética nuclear (NMR)

La técnica de NMR es utilizada para la elucidacion estructural de las antocianinas, como
en el caso de las antocianinas aciladas con derivados ramndsidos encontrados en algunas
frutas como las bayas (Aguilera et al., 2011; Castafieda-Ovando et al., 2009). El uso de
espectroscopia MNR unidimensional y de dos dimensiones *H y *C con métodos de
supresion larga permite una identificacion segura de las antocianinas (Aguilera et al., 2011;
Gonzélez-Manzano et al., 2008). Estas técnicas tienen la ventaja de ser simples y consumen

poco tiempo siendo Gtiles como un complemento con otras técnicas.

1.4.6.3. Electroforesis capilar (CE)

La CE es una técnica reciente adecuada para la separacion, extraccion y cuantificacion
de antocianinas (Da Costa et al., 2000). Esta técnica tiene una excelente sensibilidad, alta

resolucion, un bajo consumo de muestra y una minima generacion de residuos toxicos.

20



1.4.6.4. Espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR)

La espectroscopia de NIR estd incrementando su uso en los Gltimos afios gracias a que
es un método no destructivo y sin ningun tipo de preparacion de las muestras, siendo éstas
colocadas directamente en el instrumento para su lectura. Estas caracteristicas proporcionan
a esta técnica tenga una gran ventaja sobre las técnicas convencionales. Aun teniendo esto en
cuenta, la técnica NIR también tiene sus desventajas, una de las principales es en el analisis
de frutas que puede dar sefiales débiles de TAC en comparacién con otros componentes. No
obstante, para resolver estos inconvenientes existen varios algoritmos quimiométricos que
son aplicados a los datos de espectroscopia NIR, lo que permite superar estos obstaculos

(Cavalcanti et al., 2013).

1.4.6.5. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La cromatografia en HPLC se lleva a cabo mediante una fase movil que es un liquido
que fluye a través de una columna que contiene una fase fija. La separacion por cromatografia
es el resultado de las interacciones especificas de las moléculas entre ambas fases. A
diferencia de la cromatografia de gases, la cromatografia en HPLC no esta limitada por la
volatilizacién ni por la estabilidad térmica de la muestra. EI HPLC es un proceso
automatizado y los resultados obtenidos son de alta resolucion y faciles de leer. Dentro de
las desventajas se puede mencionar el alto costo del equipo y la necesidad de tener personal

técnico capacitado para operarlo (Jiménez, 2000).
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1.4.7. Situacion de la produccién del maiz pigmentado

Los maices pigmentados son apreciados por los consumidores debido a su color, textura,
sabor y beneficios a la salud, lo que ha propiciado el interés de inclusion en platillos tipicos
como tortillas, tamales, totopos, entre otros. Recientemente un nuevo interés ha surgido hacia
el apoyo al sector de maiz en Meéxico, generando la posibilidad de que los pequefios
productores de maices criollos puedan incrementar sus beneficios (Hellin et al., 2013). Los
principales estados productores de maiz pigmentado en México son Campeche, Chiapas,
Chihuahua, Guerrero, Jalisco, Michoacan, México, Puebla y Tlaxcala y en conjunto suman
una superficie sembrada de 56 689 ha con una produccion de 95 357 toneladas para el afio
2013 (SIAP, 2017). En la Cuadro 2 se describe a detalle la superficie sembrada de cada uno
de los estados, asi como su produccién, rendimiento por hectarea y el valor de la produccion.
Cabe sefalar que la produccion de maiz azul genera mayores beneficios econémicos que el
maiz blanco, lo que ha provocado el incremento de la superficie sembrada; por ejemplo, en
el estado de Puebla ésta llegd a ser de 2500 ha en el afio 2000, lo que equivale a 3.3 % del
area sembrada, donde se estimé que es factible obtener de manera comercial 5.0 t ha® con
variedades criollas, con una relacién costo/beneficio de 2.24, mientras que con el maiz blanco
larelacién es de 1.57. En el caso de las tortillas elaboradas de maiz azul el precio se encuentra
entre 104 y 135 % mas que el de la totilla de maiz blanco (Hellin et al., 2013), lo anterior
sugiere un gran incentivo a los productores mexicanos para decidir sembrar maices

pigmentados.
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Cuadro 2. Produccion del cultivo de maiz de color en México en el afio 2013. (Fuente: SIAP,

2017).
Produccion de maiz pigmentado en México
Ubicacion Sup. cosechada Produccion Rendimiento Valor de produccion
(Ha) (Ton) (Ton / Ha) (Pesos)
Campeche 25 554 27 475.88 1.08 80 403.06
Chiapas 7675 10 260.14 1.34 32713.39
Chihuahua 1180 2579 2.19 10 316
Guerrero 1037 2514.75 243 7 830.9
Jalisco 2025 1316.25 0.65 5923.12
Michoacén 1000 3657 3.66 12 722.12
México 17 058.75 44 266.83 2.59 15 8811.03
Puebla 880 2618 2.98 6 935.8
Tlaxcala 280 670 2.39 2123
56 689.75 95 357.85 1.68 317 778.42

En el caso de Peru, recientemente ha tenido una mayor apertura comercial que ha
permitido el desarrollo de la exportacidn de productos emergentes, como es el caso del maiz
morado. Peru en el afio 2016 exportd 739.11 toneladas de maiz morado, con un valor 1009.03
miles délares (Cuadro 3), teniendo como principal destino EE.UU. y Espafia con un
porcentaje de FOB de 63.92 % y 13.13 % respectivamente (MINAGRI, 2017). El cultivoy
la industrializacién del maiz morado en Per( estan orientado a la exportacién y se ha

incrementado afio tras afo.
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Cuadro 3. Exportacion de maiz morado en Peru en el afio 2016 (Fuente: MINAGRI, 2017).

Pais Peso Neto (t) Peso Bruto (f) ¥ 20f FOB (Miles

US$)
ESTADOS UNIDOS 304.68 333.94 645.01
ESPANA 60.71 66.35 132.92
ECUADOR 153.32 153.82 73.37
CHILE 123.34 127.06 34.93
ITALIA 11.73 12.02 28.87
JAPON 10.2 10.65 28.73
HOLANDA 11.49 12.18 27.64
CANADA 6.16 8.47 13.9
BELGICA 5.28 6.87 10.28
RUSIA 2 2.08 55
TAILANDIA 2 2.03 2.5
SUIZA 1.12 1.22 2.23
INGLATERRA 0.6 0.6 1.21
E. ARABES UNIDOS 0.51 0.55 0.71
COLOMBIA 1 1 0.5
ARUBA 0.16 0.17 0.39
COSTARICA 0.03 0.03 0.11
SINGAPUR 0.03 0.03 0.11
REPUBLICA CHECA 0.02 0.02 0.1
MALAYSIA 0.02 0.02 0.02
Total 694.4 739.11 1009.03

1.4.8. Beneficios a la salud

Las antocianinas tienen un papel importante en la salud humana, debido a los beneficios
obtenidos al incluirlas en la dieta diaria. Su consumo disminuye el riesgo de padecer
enfermedades cardiacas, diabetes, artritis, cancer; también tienen cuentan con la cualidad de
inducir apoptosis en las células (Ananga et al., 2013; Wang y Stoner, 2008; Zhang et al.,

2005). A continuacién, se describen algunas de sus cualidades.
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1.4.8.1. Cianidina

La Cianidina-3-glucosido es la antocianina mas extendida entre las frutas y verduras
pigmentadas. Entre sus beneficios estd la prevencion de la inflamacion intestinal. En un
estudio realizado por Serra et al. (2013) evaluaron la eficiencia de cianidina-3-glucosido
contra la inflamacion intestinal, demostrandose que esta antocianina es eficaz inhibiendo los
marcadores pro-inflamatorios producidos por citoquinas. También se ha demostrado en
estudios realizados en ratones que la antocianina cianidina-3-O-glucésido cuenta con efecto
neuroprotector contra la isquemia cerebral (Min et al., 2011). Sobre las propiedades
quimiopreventivas de cianidina-3-glucésido se puede mencionar que induce apoptosis en
células con leucemia en humanos, aungue es un area aun por investigar (Fimognari et al.,
2004). La cianidina también tiene efecto quimiopreventivo contra la neoplasia (Song et al.,
2012), también cuenta con la capacidad de inducir la diferenciacion celular como prevencién

y tratamiento de canceres (Fimognari et al., 2004).

1.4.8.2. Pelargonidina

La pelargonidina es la responsable del color rojo que se encentra en la frutas y verduras;
ademas, se conoce que cuenta con atributos que benefician la salud humana. Recientes
estudios han demostrado que la pelargonidina tiene efectos preventivos contra la
arterosclerosis, un sindrome que se caracteriza por el deposito e infiltracién de sustancias
lipidicas en las paredes de las arterias (Son et al., 2014). Se ha demostrado que esta

antocianina tiene capacidad antidiabética; los tratamientos de pelargonidina aplicados en
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ratas contrarrestaron la hiperglucemia y aliviaron el estrés oxidativo mediante la reduccion

del nivel de glicosilacién (Roy et al., 2008).

1.4.8.3. Peonidina

En la investigacion realizada por Chen et al., (2005) se analizaron los efectos inhibidores
de crecimiento y de apoptosis de cianidina 3-glucésido y peonidina 3-glucésido en células
de carcinoma humano. Este estudio demostr6 que tanto la cianidina 3-glucésido como la
peonidina 3-glucésido inhiben el crecimiento sobre células de céncer. En el estudio se
aplicaron a los animales para inducir crecimiento tumoral. Los tumores se observaron ocho
dias después de la inoculacién y una reduccién de 1.5 veces el volumen del tumor con el
tratamiento de antocianinas en el dia 20 y de 2.1 el dia 29. El estudio sugiere que estas
antocianinas ejercen inhibicion de crecimiento celular mediante la detencion de la fase G2
del ciclo celular; ademas, se observo la inhibicion de la proliferacion celular y apoptosis in

vitro.

1.4.8.4. Delfinidina

Los efectos bioldgicos mas mencionados de esta antocianina son la inhibicion del
crecimiento y la induccion de apoptosis de células cancerigenas. En un estudio que analizaba
la capacidad inhibidora de crecimiento en células de cancer de mama se comprobd la
inhibicidn del crecimiento y la apoptosis en multiples subtipos moleculares de este cancer

(Ozbay y Nahta, 2011). En el crecimiento de tumores y la angiogénesis in vivo, Pal et al.

26



(2013), encontraron que en ratones con cancer de pulmon se redujo la progresion tumoral de

aquellos tratados con delfinidina.

1.4.8.5. Malvidina

La antocianina malvidina posee gran capacidad antioxidante y citotoxicidad contra
celulas de leucemia monocitica y células de cancer de colon (Huang et al., 2014). Un ejemplo
de su beneficio se muestra en el estudio de Wang y Stoner, (2008) donde comprobaron que
la malvidina es eficaz en la induccién de la muerte celular programada de las células gastricas
humanas, lo que sugiere su eficiencia en la prevencion de cancer. En un estudio realizado
sobre el efecto de la malvidina en lipopolisacéaridos (LPS) se encontré que aumenta el LPS
inducido por la activacion Akt y MKP-1, que son procesos importantes en la inmunidad
innata, sugiriendo efectos positivos en enfermedades crénicas como la obesidad, diabetes,

hipertensién y enfermedades cardiovasculares (Bognar et al., 2013).

1.4.9. Estudio de diversidad genética

El estudio de la diversidad genética consiste en la estimacion de la variabilidad a nivel
de ADN entre individuos o grupos de individuos. Actualmente se usan los polimorfismos
presentes en el genoma de un grupo de individuos detectados mediante marcadores
moleculares para estimar esta variabilidad, ya que, mediante estas herramientas se pueden
identificar las pequefias diferencias presentes entre los diferentes genomas de los miembros
de la poblacién. La variabilidad genética es la que permite que una poblacion tenga

oportunidad de adaptarse a condiciones cambiantes del ambiente y a la presion de seleccion;
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de esta manera, es importante su determinacion para identificar fuentes de germoplasma que

permitan minimizar riesgos de vulnerabilidad genética al identificar alelos favorables.

El conocer la diversidad y la estructura genética de una poblacién permite seleccionar
mejores estrategias de mejoramiento y gestionar eficazmente la conservacion de las razas de
maiz presentes en el pais. Teniendo en cuenta lo anterior, poblaciones con indices de
diversidad pobres deben tomarse en cuenta en esquemas de conservacion tales como el
mejoramiento participativo; por otro lado, cuando se identifiquen poblaciones con indices de
diversidad altos se deben de direccionar a programas de mejoramiento donde se evallen los
caracteres fenotipicos de interés y se identifiquen germoplasmas con alelos favorables para

ambientes adversos (Gonzéles et al., 2013).

Para medir la diversidad genética existen diversos parametros que pueden ser estimados
dentro de las especies, entre poblaciones y dentro de las poblaciones (Berg y Hamrick, 1997).
Dentro de los estimadores mas usados se encuentran el porcentaje de loci polimérfico que
sirve para comparar especies y poblaciones, la diversidad alélica promedio por locus (Ae)
medida que indica el nimero de alelos y la uniformidad de las frecuencias alélicas, la
proporcién esperada de loci heterocigdticos (He), que es frecuentemente denominado como
diversidad génica y junto con Ae esta funcidon de la proporcion de loci polimérficos, nimero
de alelos por locus polimorficos y la uniformidad de las frecuencias de los alelos dentro de

las poblaciones (Berg y Hamrick, 1997).

Otro parametro muy importante es la distancia genética que es la diferencia entre dos

individuos dada por la variacion genética, este parametro puede ser calculado por varias
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medidas estadisticas en funcion del conjunto de datos (Mohammadi y Prasanna, 2003). Entre
las distancias mas conocidas se pueden mencionar la distancia Euclidiana la cual se
recomienda usar cuando se dispone de informacion con marcadores alélicos y se analizan
poblaciones o individuos en combinacion de métodos multivariados, la distancia de Rogers,
que es una modificacion de la distancia Euclidiana y su desarrollo asume el desconocimiento
de las fuerzas evolutivas que divergen de las unidades taxondmicas, la distancia modificada
de Rogers que puede aplicarse en las mismas consideraciones que la distancia Euclidiana, la
distancia Cavalli-Sforza y Edwards desarrollada para analizar la frecuencia de los grupos
sanguineos en poblaciones humanas, la distancia de Reynolds que utiliza el coeficiente de
coancestria como la base para medir el grado de disimilitud genética, y la similaridad genética
estandar de Nei es usada para estimar el numero promedio de sustituciones de codones por

locus (Reif et al., 2005).

Una técnica multivariante que ayuda a agrupar individuos u objetos basada en las
caracteristicas que poseen es el analisis de agrupamiento; asi, los grupos formados deben
exhibir homogeneidad dentro de los grupos y una alta heterogeneidad entre grupos. Una
agrupacion exitosa mostrara que los individuos deben estar mas cerca cuando estan préximos

geogréficamente y los grupos mas diferentes méas lejanos (Mohammadi y Prasanna, 2003).

Los dos métodos de agrupamiento mas ampliamente utilizados son aquellos basados en
distancia donde se utiliza la matriz de distancias genéticas como entrada para el analisis de
agrupamiento, y los métodos basados en modelos en los que las observaciones de cada grupo
son puestas aleatoriamente en algun modelo paramétrico y las inferencias de cada parametro

corresponde a la agrupacion (Mohammadi y Prasanna, 2003).
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2.1. Resumen

El método de espectroscopia de infrarrojo cercano se utiliza ampliamente para la
determinacion de ciertos compuestos quimicos. Actualmente es una herramienta de soporte
para los programas de mejoramiento, que permite la determinacion de compuestos como
proteina, almiddn, aceite, humedad y cenizas, entre otros. Un total de 554 muestras
pertenecientes a 24 razas de maiz (Zea mays L.) pigmentado fueron utilizadas en el desarrollo
y validacion de modelos matematicos para la estimacion del contenido de antocianinas por
espectroscopia de infra-rojo cercano (NIR), a través de la espectroscopia de UV-Vis como
método de referencia. Se determiné el perfil de antocianinas mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). Los mas altos contenidos de antocianinas se encontraron en
muestras de grano de maiz C11-IXT de Tlaxcala, con hasta 1989.9 pg Pel g PS. Los
mayores porcentajes de cianidina 3-glucésido, pelargonidina 3-glucoésido y peonidina 3-
glucésido fueron 48.79 %, 39.84 % y 12.14 %, respectivamente. Muestras de la accesion
BOZM342 destacaron por el contenido de cianidina 3-glucdsido, que fue de 628.32 pg g™
PS. Se desarrollaron y analizaron 32 modelos de calibracion de los cuales destacaron dos por
cumplir los parametros para una calibracion de NIR robusta, con altos coeficientes de
determinacion para las validaciones cruzadas (0.64 y 0.65). Los modelos de NIR presentados
en este trabajo se pueden utilizar para la determinacion de antocianinas totales y apoyar a los

programas de mejoramiento de maices azules.

Palabras clave: Zea mays, antocianinas, HPLC, maiz pigmentado, NIR.
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2.2. Summary

Near infrared reflectance, NIR, is a method largely used for rapid and robust
determination of chemical compounds. It is currently used to support breeding programs to
analyze protein, oil, starch, moisture and ash content, among others. Five hundred fifty four
samples belonging to 24 races of pigmented maize (Zea mays L.) were used in the
development and validation of mathematical models to estimate anthocyanin content by near-
infrared spectroscopy (NIR), using UV-Vis spectroscopy as a reference method. The
anthocyanins profile was determined through high performance liquid chromatography
(HPLC). The highest anthocyanin contents were found in C11-IXT maize grain samples from
Tlaxcala; samples contained up to 1989.97ug Pel g* DW. The highest percentages of
cyanidin 3-glucoside, pelargonidin 3-glucoside and peonidin 3-glucoside were 48.79 %,
39.84 % and 12.14 %, respectively. Samples of the BOZM342 accession were outstanding
for the cyanidin 3-glucoside content of 628.32 ug Pel g PS. Thirty two calibration models
were developed and analyzed, and two of them fulfilled the parameters for a robust NIR
calibration, with high coefficients of determination for cross validations (0.64 and 0.65). The
NIR models presented here can be used for the determination of total anthocyanins and

provides support for blue maize breeding programs.

Index words: Zea mays, anthocyanins, HPLC, pigmented maize, NIR.
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2.3. Introduccién

En México, centro de origen y diversidad del maiz (Zea mays L.), existen 64 razas de
maiz y 23 de ellas tienen variantes de grano pigmentado (CONABIO, 2016). Dentro de las
variantes en el color de grano de los maices pigmentados se encuentran desde el negro, cafe,
rojo hasta rosa palido, y los maices rojos y azules son los mas comunes (Salinas et al., 2013).
Los maices pigmentados son apreciados por los consumidores debido al color, textura y sabor
que imparten al producto procesado, y por lo tanto son utilizados en la preparacion de
diversos platillos tipicos como atoles, tortillas, pozole, totopos, etc. (Fernandez et al., 2013).
Estos maices son considerados especiales y, aunque la produccion alcanzd solamente
12,916.1 t en el afio 2015 (SIAP, 2017), constituyen una fuente de ingreso importante para
agricultores en ciertas regiones del pais (Hellin et al., 2013). El color rosado, azul, morado y
negro de estos maices esta dado por la presencia de antocianinas, las cuales se acumulan
principalmente en el pericarpio y la capa de aleurona (Agama-Acevedo et al., 2011). Las
antocianinas del tipo cianidina y malvidina se encuentran en maices azules, morados y
negros, mientras que los maices mas rosados contienen pelargonidina, cianidina y malvidina

(Salinas-Moreno et al., 2003).

Las antocianinas son compuestos sintetizados por las plantas y se clasifican como
flavonoides, que se acumulan en cualquier 6rgano vegetativo en respuesta a radiacion
ultravioleta. Su consumo en la dieta humana disminuye el riesgo de padecer enfermedades
cardiacas, diabetes, artritis, cancer, y destaca su alto potencial antioxidante y anti-

inflamatorio (Hosoda et al., 2012; Zhang et al., 2005). Dada su alta biodisponibilidad, las
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antocianinas tienen gran aplicacién en productos nutracéuticos y terapéuticos en la industria

alimenticia y farmacéutica (Ananga et al., 2013).

Existen diferentes métodos de determinacion de antocianinas en matrices alimenticias.
La espectroscopia de UV-Vis es el método mas utilizado para cuantificar antocianinas totales
a una longitud de onda de 465 a 550 nm (He y Giusti, 2010). La cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) también se utiliza para la cuantificacion del perfil
de antocianinas; sin embargo, el tiempo de analisis y el costo es mayor comparado con la
espectroscopia de UV-Vis. Un método alternativo es la espectroscopia de infra-rojo cercano
(NIR, por sus siglas en inglés), el cual permite analizar un gran nimero de muestras en corto
tiempo sin necesidad de hacer extraccion previa de los compuestos. Mediante algoritmos
quimiométricos se realizan modelos de calibracion basados en los datos analiticos obtenidos

por los métodos de referencia (Rosales et al., 2011).

El NIR es un método simple, de bajo costo, que permite obtener los resultados en tiempo
real, y es de gran utilidad en programas de mejoramiento donde se debe analizar gran nimero
de muestras en periodos de tiempo relativamente cortos. En maiz, el NIR es utilizado para la
determinacion de proteina, almidon, aceite, humedad, cenizas y determinacion de
aminoécidos como lisina y triptéfano (Rosales et al., 2011). Cavalcanti et al. (2013)
desarrollaron un modelo NIR para la determinacion de antocianinas en frutos intactos de acai
(Euterpe oleracea Mart.) y palmitero-jucara (Euterpe edulis Mart.). Para maiz no se
encontraron reportes. Por lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron: 1) desarrollar
modelos de calibracion en el NIR para antocianinas totales y 2) evaluar el perfil de

antocianinas en los maices analizados.
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2.4. Materiales y Métodos

2.4.1. Muestras de maiz

Se utilizaron 254 accesiones de maiz pigmentado, pertenecientes a 24 razas de maiz
(Cuadro 4), resguardadas en los bancos de germoplasma del Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) y del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Las accesiones fueron clasificadas en grupos
segun su area de colecta a nivel del mar. Los grupos se incrementaron por polinizacion
controlada en ambientes similares a su origen tropical, sub-tropical o valles altos. Se utilizo
un disefio sin réplicas de entrada con testigos replicados y se sembraron en Santa Lucia, Edo.
de México; Almoloya, Edo. de México; Celaya, Guanajuato; Tarimbaro, Michoacan e Iguala,
Guerrero en el ciclo verano-otofio de 2013, segin su ambiente de origen, donde finalmente
se realizaron las polinizaciones de forma manual. Adicionalmente, y para la validacion del
método, se utilizaron 26 muestras de maices adquiridos de agricultores del estado de Tlaxcala
(producto de polinizacion libre de 2014). Un total de 554 muestras fueron utilizadas para el

desarrollo y validacion de los métodos aqui presentados.
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Cuadro 4. Razas asociadas a las 254 accesiones de maices pigmentados utilizadas en la

cuantificacion.

Area de adaptacion ~ Accesiones Raza

Azul, Cristalino Chihuahua, Elotes Occidentales,
Valles altos 124 Vandefio, Elotes Conicos, Bolita, Negro de
Chimaltenango, Celaya, Conico y Chalquefio.

Elotes Occidentales, Pepitilla, Bofo, Chococefio,
Coscomatepec, Dzit-Bacal, Elotero de Sinaloa, Elotes

Tropical a4 Conicos, Nal-Tel, Negrito, Raton, Tepecintle,
Tuxpefio y Vandefio.
Elotes Occidentales, Pepitilla, Bofo, Bolita,
. Chococefio, Codnico, Coscomatepec, Dzit-Bacal,
Subtropical 86

Elotero de Sinaloa, Elotes Cénicos, Mushito, Nal-Tel,
Olotillo, Tepecintle, Tuxpefio y Vandefio.

2.4.2. Preparacion de las muestras

Con el proposito de desarrollar y validar los métodos analiticos se utilizaron 20 granos
al azar por muestra, que fueron molidos en un molino de discos de la marca Perten (Perten,
Falling Number 3303, Huddinge, Sweden), con el cual se obtuvieron particulas de
aproximadamente 2 mm de didmetro; posteriormente se utiliz6 un molino ciclénico
(Cyclotec™ 1093, FOSS Tecator, Hoganas, Sweden) con una malla de acero inoxidable de

0.5 mm de didmetro.
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2.4.3. Determinacién de antocianinas totales

El método utilizado se baso en el protocolo descrito por Galicia et al. (2012). Para la
extraccion de antocianinas las muestras previamente molidas se secaron a 65 °C por 16 h a
fin de asegurar una humedad homogénea de las mismas. De cada muestra de harina se
pesaron 20 mg y se colocaron en un tubo Eppendorf, al que se agregaron 1.5 mL de acido
trifluoroacético (TFA) al 1 %. Los tubos se agitaron en el vortex (Scientific Industries, Genie-
2, New York, USA), luego fueron incubados horizontalmente sobre hielo y en agitacion a
150 rpm por 90 min. Terminado el tiempo de incubacion las muestras se centrifugaron a
15,339 X g durante 5 min. De éstas se transfirieron por duplicado 200 pL del sobrenadante
de cada muestra a los pozos de una microplaca y se leyé la absorbancia a 520 nm en un
espectrofotometro de microplacas BioTek® (uQuant MQX200, Winooski, Vermont, USA).
Se elabord una curva patron de cloruro de pelargonidina de 0 a 15 pg mL™? (Sigma-Aldrich
Cat. P-1659-10MG CAS 134-04-3) para realizar la estimacidn del contenido de antocianinas.

Los resultados se expresan en pg de pelargonidina (Pel) por g de muestra en peso seco (PS).

2.4.4. Cuantificacion de antocianinas glicosiladas

A partir de las 554 muestras previamente molidas se hizo una seleccién de las 126 con
mayor contenido de antocianinas totales determinadas por espectroscopia de UV-Vis para su
analisis en HPLC. El analisis del perfil de antocianinas y su cuantificacion mediante HPLC
fue realizada en un cromatdgrafo de liquidos con detector de arreglo de diodos de la marca
Alliance Waters (Waters® 2696, Milford, Massachusetts, USA), a través del método descrito

por Salinas et al. (2012a) con ligeras modificaciones. Las condiciones cromatogréaficas
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fueron: una fase movil de agua con 0.09 % de TFA a un pH de 2.0, como solvente A, y una
mezcla de acetonitrilo-metanol (50:50) con 0.09 % de TFA, como solvente B. Se utiliz6 una
columna Zorbax SB Aq 3.5 pm 4.6 x 150 mm (No. Parte: 863953-914) y una pre-columna
SecurityGuard™ cartridge kit Phenomenex® (No. Parte: KJ0-4282). El tiempo de elucion

fue de 20 min a un flujo de 0.4 mL miny la temperatura de la columna fue de 35 °C.

El volumen de inyeccion fue de 20 pL. Las antocianinas fueron detectadas a una longitud
de onda de 520 nm. Los estadndares utilizados fueron cianidina 3-glucésido (Sigma-Aldrich,
Cat. 52976 pureza > 95 %), pelargonidina 3-glucésido (Sigma-Aldrich, Cat. 79576 pureza >
97 %) y peonidina 3-glucosido (Sigma-Aldrich, Cat. 40796 pureza > 95 %); cada estandar
fue reconstituido con 5 mL de metanol con &cido clorhidrico al 1 % para obtener una
concentracion de 200 pg mL; posteriormente se agregé a cada uno 200 pL de metanol
acidificado (pH 2). De cada estandar se tom6 1 mL de la solucién de 200 pg mL? y se
adicioné 1 mL de metanol acidificado para tener una solucién stock de 100 pg mL1y se
procedio a la realizacion de la curva de calibracion, en un rango de concentraciones de 1 a

100 pg mLL,

2.4.5. Espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR). Obtencidon de espectros

La misma harina de las 554 muestras analizadas por espectroscopia de UV-Vis fue
utilizada para desarrollar los modelos de calibracion de NIR. La humedad se ajusto entre 10
y 11 %, y se escanearon de 2 a 4 g por muestra en un equipo NIRS™ 6500 (monocromador
FOSS NIRSystems, Inc., Silver Spring, Maryland, USA) el cual registra las sefiales de

reflectancia difusa, mediante celdas circulares (diametro interno de 35 mm y profundidad de
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8 mm). Los espectros entre 400 y 2500 nm de longitud de onda fueron capturados. Se registro
el valor promedio de log (1/R) de 400 a 2500 nm a intervalos de 2 nm como un promedio de
32 sub escaneos, donde R fue el valor de reflectancia a cada longitud de onda. Para asegurar
que tanto las muestras de la calibracion como las de la validacion independiente estaban
dentro de los mismos intervalos del contenido de antocianinas, las 554 muestras se ordenaron
ascendentemente de acuerdo con la concentracion de dichos pigmentos y se fueron
seleccionando dos para los modelos de calibracion y una para la validacion. Asi, 371
muestras se utilizaron para la realizacion de las calibraciones y 183 muestras como grupo

independiente para validar los modelos.

2.4.6. Pre-tratamiento de los espectros y procedimientos matematicos para las
calibraciones y validacion

Las ecuaciones de calibracion fueron realizadas mediante el software WinISI™ version
4.5.0.14017 de Infrasoft International (FOSS NIRSystems, Inc., Silver Spring, Maryland,
USA), a través del modelo de regresion lineal de minimos cuadrados parciales modificado
(MPLS, por sus siglas en inglés) y técnicas de validacion cruzada. Previo a la regresion
MPLS fueron aplicados tratamientos mate maticos y de derivacion, de los que se registraron
los mejores resultados con las combinaciones 0, 0, 1, 1y 1, 4, 4, 1; donde, el primer nimero
corresponde al grado de derivacion, el segundo nimero es el espacio entre cada punto de los
datos, y el tercero y cuarto son los puntos utilizados para el suavizado. Adicionalmente, un
algoritmo de ajuste Detrend fue aplicado, el cual consiste en restar la media o la linea de

mayor ajuste de los datos para reducir los efectos de radiacion dispersa.
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La desviacion estandar (SDc) y el error estandar de laboratorio (SEL) de las muestras
utilizadas para la calibracion fueron calculadas, y se reportd el porcentaje de muestras
anomalas que fueron omitidas para la realizacion de las calibraciones (valores atipicos),
ademas de los términos utilizados en los modelos con la regresion lineal de minimos
cuadrados parciales modificados. Los coeficientes de determinacion de la calibracion (R%c)
y de la validacion independiente (R?vi) fueron calculados, ademas de la desviacion estandar
del grupo de validacion independiente (SDgvi) y de los valores obtenidos en la validacion

para cada modelo (SDvi).

Adicionalmente, el cociente de la desviacion de desempefio (Radio Performance
Deviation, RPD, por sus siglas en inglés) fue determinado tras dividir SDvi entre el SEP
(Error Estandar de Prediccidn), ya que la calidad y robustez de la calibracién NIRS también
puede ser evaluada con este pardmetro; un valor menor a 2 indicaria una calibracion poco

confiable (Chang et al., 2001).

2.4.7. Andlisis estadistico

Adicional a los anélisis estadisticos descritos anteriormente, para la elaboracion y
validaciéon de los modelos para el NIR, se utilizd el lenguaje y ambiente para computo
estadistico R (R Core Team, 2015) para determinar los coeficientes de correlacién r de

Pearson de los métodos de cuantificacién de antocianinas.
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2.5. Resultados y Discusion

2.5.1. Antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales de las muestras oscilé de 2.52 a 1989.97 pg Pel gt
PS (Figura 3), con un promedio de 281.01 ug Pel g? PS. Lo anterior muestra una alta
variabilidad dentro de las muestras analizadas, con contenidos superiores a los reportados
previamente en grano de maiz (Camelo-Méndez et al., 2016; Espinosa et al., 2009; Salinas-
Moreno et al., 2012b; Urias-Lugo et al., 2015; Zili¢ et al., 2012). Diez muestras superaron
los 1000 pg Pel g PS, en las que destacaron las accesiones de Tlaxcala C11-1XT, C08-1XT
y C10-IXT, con concentraciones de 1989.97, 195249 y 1741.89 ng Pel g! PS,
respectivamente. Salinas et al. (2012b) reportaron el contenido de antocianinas en 18
muestras recolectadas en el Estado de México, Ciudad de México y Oaxaca, con valores
promedio de 579.4 a 1046.1, 997.8 a 1332.2 y 304.1 a 528.0 nug Pel g PS para las razas
Chalquenio, Elotes conicos y Bolita, respectivamente. En el presente estudio se encontraron
contenidos mas bajos para las razas Chalquefio, Elotes cénicos y Bolita, con 256.3, 336.4 y

89.7 a 242.0 pg Pel g1 PS, respectivamente.
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Figura 3. Distribucion del contenido de antocianinas totales por espectroscopia de UV-Vis

en 554 muestras de maiz pigmentado.

2.5.2. Perfil de antocianinas glicosiladas

Cianidina 3-glucosido, pelargonidina 3-glucésido y peonidina 3-glucésido fueron las
tres antocianinas glicosiladas observadas en el perfil de HPLC (Cuadro 5). Cianidina 3-
glucosido fue la antocianina encontrada en mayor cantidad, con una media de 154.6 pg g*
PS, lo que coincide con reportes previos en granos de maiz pdrpura y magenta (Salinas et al.,
2013; Salinas Moreno et al., 2003). La accesion de Tlaxcala C11-IXT presentd 1989.9 ug
Pel g PS de antocianina total, con una distribucion de 28.1 % de cianidina 3-glucésido, 1.0
% de pelargonidina 3-glucosido y 7.1 % de peonidina 3-glucosido. La muestra perteneciente

a la accesion BOZM342, color purpura muy intenso, destaco en el contenido de cianidina 3
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glucdsido, con una concentracion de 628.3 ug g PS (Figura 4). Estos resultados sugieren un
potencial para estos maices como fuentes de nutracéuticos. Se ha reportado, por ejemplo, que
cianidina-3-glucoésido ayuda al tratamiento contra la inflamacion intestinal y se ha
demostrado que esta antocianina es eficaz para la inhibicion de las marcadoras pro-

inflamatorias producidas por citoquinas (Serra et al., 2013).

Cuadro 5. Cuantificaciéon por HPLC de antocianinas glicosiladas.

Promedio Valor maximo Valor minimo
Antocianina

(ug g PS) (ug g PS) (ug g PS)
Cianidina 3-glucésido 154.69 628.32 24.10
Pelargonidina 3-glucésido 14.33 521.14 0.62
Peonidina 3-glucosido 25.45 158.83 10.37

Figura 4. Granos de color purpura en la accesion BOZM342.
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2.5.3. Modelo de calibracion de NIR

Se realizaron 32 calibraciones para el NIR, de las cuales cuatro tuvieron un R?c superior
a 0.7. El porcentaje de datos atipicos eliminados con los criterios dados en las calibraciones
fue bajo (de 3.5 a 5.1 %), lo cual sugiere que las ecuaciones son robustas. En la Cuadro 6 se
presentan los resultados de las dos mejores calibraciones llamadas at04 y at22. Los
coeficientes de determinacion de validaciones cruzadas fueron ligeramente menores con

respecto a los R%c, 0.64 y 0.65, para at04 y at22, respectivamente.

Cuadro 6. Valores de referencia obtenidos por espectrofotometria y validacion cruzada para

contenido de antocianinas totales (TAC).

Grupo de calibracion

Modelo

N Intervalo Promedio SDc’ SEL™ % Valores atipicos'MPLS terms™ Rc*
at04 35 11 0.7068
at22 371 25-19899 2906 2048 19.9 51 9 0.7757

Grupo de validacidn Validacidn independiente

Modelo ? pendien

N Intervalo Promedio SDgvi* Intervalo Promedio SDwi¥ R2i SEP:  RPD=
at04 0-9251 266 115.90 0.7698 3990 290
at2? 183 3.9-1237.7 2806 15350 0-964.8 266.8 120.10 0.7758 3990 3.01

T SDc: desviacion estandar del grupo de calibracion;  SDvc: desviacion estandar de la validacion cruzada; 'SEC: error
estandar de la calibracion; MR2cv: coeficiente de determinacién de la validacion cruzada; *SECV: error estandar de la

validacion cruzada; **RPD: cociente de la desviacion de desempefio.

Se realizd una validacion independiente con 183 muestras. Los coeficientes de
determinacion obtenidos de 0.7698 y 0.7758 (Figura 5), para at04 y at22, respectivamente,
fueron superiores a los obtenidos en la validacion interna y similares a coeficientes de

determinacion obtenidos en la validacion de ecuaciones NIR para la cuantificacion de
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contenido total de antocianinas (TAC) en flores y frutos (Cavalcanti et al., 2013; Xiaowei et
al., 2014); para maiz no se encontraron reportes. El intervalo de prediccion abarcé el 74.9 y
78.2 % del calculado en el grupo de validacion (Cuadro 6); el porcentaje que no esta dentro
del intervalo es debido a las muestras con los valores més altos de TAC, las cuales fueron
identificadas como valores atipicos. Adicionalmente, los valores RPD obtenidos (2.9 y 3.0)
indican que los modelos son lo suficientemente robustos para monitorear el contenido total
de antocianinas en muestras de maiz, especialmente para apoyar las etapas iniciales de los
programas de mejoramiento (Cuadro 6). Estos resultados de los modelos de calibracion son
similares a los obtenidos para la cuantificacion de lisina y tript6fano en muestras de harina
de maiz blanco (Rosales et al., 2011) y que actualmente se utilizan para apoyar los programas

de mejoramiento de maiz de alta calidad proteica (Twumasi- Afriyie et al., 2016).

1000 1000

800 800

~~ 600 600
‘o —
& o

g 0 T 400+

Z o004 200 A
=4

R2=0.7698 R2=0.7758
0 0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 E) 260 460 GEI)O 8[;0 1060 12I00 1400
TAC (ug Pelg™) TAC (ug Pel g'w)

Figura 5. Regresiones lineales de TAC y NIRS de 183 muestras, calibracion at04 (A) y at22
(B).

2.5.4. Correlacion entre los métodos utilizados para la cuantificacion de
antocianinas
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Correlaciones significativamente altas fueron obtenidas entre los datos de antocianinas
totales obtenidos por el NIR y los obtenidos por espectroscopia de UV-Visy HPLC, de 0.825
y 0.827, respectivamente, lo que confirma la utilidad de este método para la cuantificacion

de antocianinas en maices pigmentados.

2.6. Conclusiones

Los dos modelos propuestos para NIR son robustos dados los valores de SEP, SDvi, R2vi
y RPD obtenidos. Estos modelos de NIR para antocianina brindan una alternativa rapida y
de bajo costo para la determinacion de antocianinas totales. Los resultados obtenidos en los
métodos de analisis de antocianinas estuvieron altamente correlacionados entre si. El método
por HPLC es una herramienta muy importante para la caracterizacion y cuantificacion de
antocianinas individuales; sin embargo, su alto costo, necesidad de equipo y personal
especializado hacen que sea un método mas complejo comparado con el NIR. Todas las
muestras analizadas presentaron cianidina-3-glucosido, pelargonidina-3-glucésido vy
peonidina-3-glucésido en el perfil de HPLC, en la que cianidina-3-glucosido fue la

antocianina encontrada en mayor cantidad.
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3.1. Summary

Mexico is considered the center of origin and diversity of maize (Zea mays I.), with 59
races of maize, 23 of them reported with variants of pigmented grain. Due to the importance
of cultural and economic of this crop to study genetic diversity in pigmented maize
accessions is of great importance since it would allow us to understand the structure of the
Mexican populations of blue corn. A collection of 150 blue maize accessions belonging to
16 races from INIFAP and CIMMYT germplasm banks is used for this study. A total of 235
580 alleles were identified by the DArTseq platform with an average of effective alleles per
locus of 1.241. Obtained genetic diversity indices showed a range of He 0.0000174 to 0.5
(average 0.1498) and a range of 0.0001587 to 1.0 for Sh (half 0.3467). The retrieved average
inbreeding coefficient was - 5.1220 and genetic distance matrix had an average of 0.2317, a
minimum value of 0.1367 and a maximum of 0.2725 among the accessions in the collection.
The cluster analysis presented a coefficient of agglomeration was 0.86, indicating a strong
connection from the group showing the integration of four groups (k = 4) formed in the
following way: Group 1 with 66 accessions, group 2 with three accessions, Group 3 Group 4
with 16 accessions with 65 accessions. The Mantel test presented a low correlation (R =
0.1121, P = 0.021) between genetic and geographic distances which could indicate the
probable existence of a isolation pattern by distance, which suggests that the divergence in
the collection is not caused by the geographic isolation of the Collections. Earlier results
showed a wide genetic diversity among the 150 pigmented maize accessions studied, as
indicated by the estimated genetic parameters. The results indicate a high genetic structure
and the presence of accessions with a complex genetic structure, with the races Azul, Cénico,

Elotero de Sinaloa, Elotes Conicos, Tepecintle and Tuxpefio grouped in different clusters.
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There was a low correlation between genetic and geographic distance matrices, which implies
the lack of isolation by distance, and suggests a continuous flow of genes between the sites
where the collections, were producing a complex genetic structure.

Key words: Zea mays, anthocyanins, pigmented corn, genetic diversity, genetic and

geographical distances.

3.2. Resumen

Meéxico es considerado centro de origen y diversidad del maiz (Zea mays L.), contando
con 59 razas de maiz, 23 de ellas reportadas con variantes de grano pigmentado. Debido a la
importancia cultural y econdémica de este cultivo estudiar la diversidad genética en accesiones
de maiz pigmentado es de gran importancia ya que nos permitiria entender la estructura de
las poblaciones mexicanas de maiz azul. Para este estudio se utilizd una coleccion de 150
accesiones de maiz azul pertenecientes a 16 razas provenientes de los bancos de germoplasma
del INIFAP y CIMMYT. Se identificaron mediante la plataforma DArTseq un total de 235
580 alelos con un promedio de alelos efectivos por locus de 1,241. Los indices de diversidad
genética obtenidos mostraron un rango de He de 0.0000174 a 0.5 (media 0.1498) y un rango
de 0.0001587 a 1.0 para Sh (media 0.3467). El coeficiente de endogamia promedio obtenido
fue de - 5.1220 y la matriz de distancias genéticas tuvo un promedio de 0.2317, un valor
minimo de 0.1367 y un maximo de 0.2725 entre las accesiones de la coleccion. El andlisis de
agrupamiento presento un coeficiente de aglomeracion de 0.86, lo que indica una fuerte
conexion de la agrupacion mostrando la integracion de cuatro grupos (k = 4) formados de la
siguiente manera: Grupo 1 con 66 accesiones, Grupo 2 con tres accesiones, Grupo 3 con 16

accesiones y Grupo 4 con 65 accesiones. La prueba de Mantel presento una baja correlacion
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(R = 0.1121, P = 0.021) entre distancias genéticas y geograficas lo que podria indicar la
probable existencia de un patron de aislamiento por distancia, lo que sugiere que la
divergencia en la coleccion no es causada por el aislamiento geogréafico de las colecciones.
Los resultados anteriores mostraron una amplia diversidad genética entre las 150 accesiones
de maiz pigmentado estudiadas, segun lo indicado por los parametros genéticos estimado.
Los resultados indican una alta estructura genética y la presencia de accesiones con una
estructura genética compleja, con las razas Azul, Cénico, Elotero de Sinaloa, Elotes Cénicos,
Tepecintle y Tuxpefio agrupadas en diferentes conglomerados. Hubo baja correlacion entre
las matrices de distancia geogréafica y genética, lo que implica la falta de aislamiento por la
distancia y sugiere un flujo continuo de genes entre los sitios donde se realizaron las
colecciones, produciendo una estructura genética compleja.

Palabras clave: Zea mays, antocianinas, maiz pigmentado, diversidad genética, distancias

genéticas y geogréficas.

3.3 Introduction

There are 59 races of maize (Bellon et al., 2009; Sanchez et al., 2000) in Mexico, the
center of origin and diversity of maize (Zea mays L.), 23 of those races have variants of
pigmented grain. All maize types belong to the same species, and the races are not a formal
botanical classification. Different types of maize possess diversity of shapes, sizes, colors,
textures and adaptation to different environments, resulting in many traditional landraces.
Variations in color of the pigmented maize grains range from white, yellow, red to pale pink;
being black and blue the most common colors (Salinas et al., 2013). White color is due to the
absence of pigment, yellow is due to content of carotenes and the colors red, pale pink, black

and blue are due to anthocyanins (Espinosa et al., 2009). The pigmented maizes are
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appreciated by consumers due to the colour, texture and flavour that they impart to the
processed product, and are therefore used in the preparation of various dishes such as atole,
tortilla, pozol, corn chips, etc. (Fernandez et al., 2013). These maize varieties are considered
specialty corns, and total production of blue grain in Mexico reached 12 916.1 tons in 2015
with a yield of 1.73 t ha® (SIAP, 2017). Cultivation of pigmented maize constitutes a source
of important income for farmers in certain regions of the country (Hellin et al., 2013). Red,
blue, purple and black color of these maize varieties is given by the presence of anthocyanins,
which accumulate mainly in the pericarp and aleurone layer (Agama-Acevedo et al., 2011).
Cyanidin and malvidin types of anthocyanins are present in blue, purple and black maize
while more pink or red maize contain malvidin, cyanidin and pelargonidin (Salinas-Moreno

et al., 2003).

Morphological and genetic studies have revealed the existence of great diversity in the
Mexican maize populations (Bellon et al., 2009) both within and between races.
Nevertheless, there are populations that contain low levels of diversity due to the narrow
farmer selection and abandonment of the use of native varieties to substitute them for

varieties improved.

Studies based on molecular markers to characterize genetic diversity in germplasm of
landraces are increasingly common. The estimation of the genetic similarity appears to be
effective for assessing genetic diversity among types of maize; but beyond this, there have
been studies in breeding programs that intend to group maize germplasm based on their

genetic similarity with the purpose of detecting heterotic groups (Pefiaranda and Navas,
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2005) and also to be more efficient in selecting individuals based on their genotype to
mitigate the effects of genotype-environment, which is an inconsistency in the performance
of genotypes across different environments. The distribution of genetic diversity in maize
often presents a design of isolation by distance which means that nearer populations resemble

more to each other than distant populations (Bellon et al., 2009).

Currently, studies of genetic diversity are increasingly being carried out through the
application of next-generation sequencing approaches. These methods allow sequencing
multiple individuals with larger coverage in each one, which allows researchers to be more
efficient in studies applied into cross-pollinated species (Elshire et al., 2011). The use of this
strategy in breeding programs takes advantage of the large number of readings and larger
coverage through the imputation of genotype to exploit the information of pedigrees and

population-wide linkage disequilibrium (Lindner, 2012; Pausch et al., 2013).

In that respect, several studies address the determination of anthocyanins and their
stability in pigmented maize, but no reports were found on studies of population structure
and genetic diversity with these new tools in maize pigmented in Mexico (Cortéz et al., 2006;
Gorriti et al., 2009; Lépez and Baeza, 2010; Salinas et al., 2013; Salinas-Moreno et al.,
2012). A study of genetic diversity in pigmented maize accessions is of great importance
since it would allow us to understand the structure of Mexican blue maize populations and
to use individuals with the largest genetic diversity in breeding programs. Therefore, the
objectives of this study were 1) to determine the population structure and genetic diversity
of 150 blue maize accessions and 2) to determine genetic and geographical correlations in

the collection of pigmented corns.
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3.4. Materials and Methods

3.4.1. Genetic material

A collection of 150 pigmented maize accessions (Cuadro 7), belonging to 16 races held
at the genebanks of the Centro Internacional de Mejoramiento Maiz y trigo (CIMMYT) and
Instituto Nacional de Investigadores Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) was used.
The extraction of DNA from the samples was obtained from leaves of plants grown at the
experimental field of INIFAP in Celaya (Guanajuato, México) for the accessions taken from
INIFAP, while for the accessions from CIMMYT, DNA was extracted from seedlings grown
under greenhouse conditions. For each accession, the DNA was extracted from 30 plants
taking a 10 cm of plant tissues, and stored at -80 °C prior to lyophilisation. The extraction of
DNA  was performed by  following the protocol described at
http://hdl.handle.net/11529/10034. Samples of DNA were sent to the laboratory of Analisis
Genético para la Agricultura (Genetic Analysis for agriculture) at CIMMYT for DArTseq

(http://www.diversityarrays.com/software.html#dartsoft) genotyping.

66



Cuadro 7. A collection of 150 pigmented maize accessions used in the study of genetic

diversity. Origin CIMMYT (C), INIFAP (I).

ID GID Races Origin ID GID Races Origin
X48910 5943 Tuxpefio C X49008 300538 Elotes Conicos |
X48911 249122 NA C X49009 300539 Elotes Conicos I
X48919 28366 Elotes Occidentales C X49010 300540 Elotes Conicos |
X48922 244877 Elotes Occidentales C X49011 300541 Elotes Conicos |
X48929 258611 Azul C X49012 300542 Elotes Conicos |
X48931 26020 Elotes Conicos C X49013 300543 Elotes Conicos |
X48934 243404 Elotes Occidentales C X49014 300544 Elotes Conicos |
X48940 255265 Azul C X49015 300545 Elotes Conicos |
X48943 27234 Elotes Conicos C X49016 300546 Elotes Conicos |
X48946 243556 Elotes Conicos C X49017 300547 Elotes Conicos |
X48952 258668 Azul C X49018 300548 Elotes Conicos |
X48965 20579 Azul C X49019 300549 Elotes Conicos |
X48966 258536 Elotes Conicos C X49020 300550 Elotes Conicos |
X48976 258641 Azul C X49021 300551 Elotes Conicos |
X48978 27295 Elotes Conicos C X49022 300552 Elotes Conicos |
X48979 248841 Elotes Conicos C X49023 300553 Elotes Conicos |
X48987 500 Vandefio C X49024 300554 Elotes Conicos |
X48988 258640 Azul C X49025 300555 Elotes Conicos |
X48989 248146 gr:i';tj‘;'h“uoa C X49026 300556  Elotes Conicos |
X48994 261314 Nal-Tel C X49027 300557 Elotes Conicos |
X49003 258431 Elotes Conicos C X49028 300558 Elotes Conicos |
X49065 243671 Elotes Occidentales C X49029 300559 Elotes Conicos |
X49070 243499 NA C X49030 300612 Elotes Occidentales |
X49076 257886 Bolita C X49031 300561 Elotes Conicos |
X49358 30081 TEPECINTLE C X49032 300613 Elotes Occidentales |
X48826 300534 Bolita | X49033 300563 Elotes Conicos |
X48838 300609 Elotes Occidentales | X49034 300619 Elotes Conicos |
X48850 300610 Elotes Occidentales | X49035 300565 Elotes Conicos |
X48862 300533 Bolita | X49036 300566 Elotes Conicos |
X48874 300620 Elotes Conicos | X49037 300567 Elotes Conicos |
X48886 300621 Cénico | X49038 300568 Elotes Conicos |
X48912 300625 Tuxpefio | X49039 300569 Elotes Conicos |
X48915 300649 Elotes Occidentales | X49040 300570 Elotes Conicos |
X48916 300655 Coscomatepec | X49041 300571 Elotes Conicos |
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X48921
X48924
X48925
X48926
X48927
X48933
X48936
X48937
X48938
X48939
X48945
X48948
X48949
X48950
X48951
X48957
X48960
X48961
X48962
X48963
X48968
X48969
X48971
X48972
X48973
X48974
X48975
X48980
X48981
X48984
X48985
X48986
X48992
X48995
X48996
X48997

X48998

X48999
X49004
X49006

300527
300626
300634
300642
300650
300528
300627
300635
300643
300651
300529
300628
300636
300644
300652
300530
300629
300637
300645
300653
300523
300531
300623
300630
300638
300646
300654
300524
300532
300631
300639
300647
300525
300624
300632
300640

300648

300611
300526
300536

Azul
Tepecintle
Tuxpefio
Elotes Occidentales
Pepitilla
Azul
Tepecintle
Tuxpefio
Elotero de Sinaloa
Elotes Conicos
Azul
Tepecintle
Tuxpefio
Elotero de Sinaloa
Coscomatepec
Azul
Tepecintle
Tuxpefio
Elotero de Sinaloa
Coscomatepec
NA
Azul
Tuxpefio
Tepecintle
Tuxpefio Negro
Elotes Occidentales
Coscomatepec
NA
Azul
Tepecintle
Elotero de Sinaloa
Elotes Occidentales
NA
Tepecintle
Tepecintle

Elotero de Sinaloa

Elotes
Occidentales

Elotes Occidentales
Azul
Conico

X49042
X49043
X49044
X49045
X49046
X49047
X49048
X49049
X49050
X49051
X49052
X49053
X49054
X49055
X49056
X49057
X49058
X49059
X49060
X49061
X49067
X49080
X49081
X49082
X49083
X49084
X49085
X49086
X49087
X49088
X49089
X49090
X49091
X49092
X49093
X49094

X49095

X49096
X49097
X49098

300572
300573
300574
300575
300576
300577
300578
300579
300580
300614
300615
300581
300582
300583
300616
300585
300586
300587
300588
300589
300617
300590
300618
300592
300593
300594
300595
300596
300597
300598
300599
300600
300622
300602
300603
300604

300605

300606
300607
300608

Elotes Conicos
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Bolita
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Elotes Conicos
Celaya
Elotes Occidentales
Bolita
Elotes Occidentales
Elotes Conicos
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Conicos
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales

Elotes Occidentales

Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
Elotes Occidentales
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3.4.1. Obtaining of SNP by genotyping

A group of 616 967 SNPs markers were identified by genotyping from the DArTseq
platform. After a first filtering of data by eliminating SNPs with missing values and those
unable to render allele frequency reduced the group to a total of 461 050 markers; in a second
filter not informative markers were removed to a set up final group of 117 790 markers used

for the study.

3.4.2. Estimation of genetic diversity indices

To estimate the number of alleles per locus and its uniformity, the effective number of
alleles (Ae) was calculated as the reciprocal of the sum of the squared allelic frequencies as

shown in the following equation (Berg and Hamrick, 1997):

1 1

Ae = — =
Yp? 1-He'

1< Ae <

To determine genetic variation at the allelic level the expected heterocigosity value per
population (He) was estimated as follows: He = 1 — . pZ. He is a composite measure that
summarizes the genetic variation at the level of allele, the magnitude of He and Ae is a
function of the proportion of polymorphic loci, the number of alleles within a population and
the uniformity of the frequencies of the alleles in the population. The observed heterozygosity
(Ho) was calculated directly from the observed frequencies. Afterwards, the inbreeding

coefficient was obtained with the following formula: (He — Ho)/He (Arteaga et al., 2016).
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The index of Shannon (Sh) was used to establish the relationship between the frequency of
an allele and the number of individuals in a population as the wealth and the distribution of

its diversity. Sh was determined in the following way:
H@ ==  p@logp(x)
all x

Genetic distances were calculated with the formula for modified Rogers’ distance as

shown below (Reif et al., 2005):

m ni

dw = \/ZL_m ZZ(PU ~ )’

i=1j=1

Cluster analysis was carried out using hierarchical grouping (Agglomerative Nesting)
with the command AGNES of the library "cluster" of R, which is a source for data analysis
software. AGNES proceeds by a series of functions, all objects are initially separated, objects
are forming small groups, in such a way, that the two closest objects first fuse to form a

group. To select pairs of clusters AGNES used the method of minimum variance of Ward.
The analysis to determine geographical and genetic correlations were performed by using

the test of Mantel (Peres-Neto and Jackson, 2001), which consists of the correlation matrix

of genetic distances with the array of geographic coordinates calculated from the latitude and
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the longitude registered for each accession at the time of its collection
(https://www.dropbox.com/sh/mtmtuerdpiduvpb/AAAAY0oku-N_tupO70xglcNRa?dI=0).

3.5. Results and Discussion

3.5.1. Study of genetic diversity

The number of alleles of each locus as reported by the sequencing method used was two
alleles per locus. A total of 235 580 alleles were identified in the collection of 150 genotypes,
with an average of effective alleles per locus of 1.241. The gene diversity index obtained
showed a range of He from 0.0000174 to 0.5 (mean 0.1498) and a range from 0.0001587 to
1.0 for Sh (mean 0.3467), having a lower mean when compared with previous studies of
genetic diversity in maize (Bedoya et al., 2017; Gonzalez et al., 2013; Rocandio-Rodriguez
etal., 2014; Santos et al., 2017; Arteaga et al., 2017; Wen et al., 2012). The largest difference
was found with the studies of Zhang et al. (2016), Arteaga et al. (2016) and Wen et al. (2012)
who also used SNPs markers. Zhang et al. (2016) conducted their study over 362 inbred lines
from Southeastern China and they reported a gene diversity of 0.362; Arteaga et al. (2016)
evaluated 46 races of maize represented by 161 accessions and found an average gene
diversity of 0.311, while Wen et al. (2012) reported a He of 0.2926 for the 321 accessions
studied. The difference between those studies and ours is probably due to the type of material
used; on the one hand, Arteaga et al. (2016) evaluated a similar number of accessions but on
the other hand, they used a larger number of races which enabled them to detect a greater
diversity than that detected in our study; the study of Zhang et al. (2016) was carried out on
lines representing various heterotic groups. It is worth to mention that even though diversity

studies using SNPs are become more common because of some advantages as they occur
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most frequently in the genome, they are easier to automate and have greater repeatability than
SSRs (Jones et al., 2007; Van Inghelandt et al., 2010), there is still large amount of studies
on diversity of maize races performed with SSRs markers. Bedoya et al. (2017) which
reported a He value of 0.62 using SSRs, which is very high when compared to the previously
exposed results due to the multiallelic nature of SSRs markers. The index of Shannon
reported in this study is lower than that reported by 0.54 Santos et al. (2017). The inbreeding
coefficient in this study presented an average of - 5.1220, which is low, but it is consistent
with the results of Arteaga et al. (2017), where they found that 65% of the population that
we analysed presented values either negative or close to zero in a population of 46 races of
Mexican maize. Matrix of genetic distances shows an average of 0.2317, a minimum value

of 0.1367 and a maximum one of 0.2725 between the accessions of the collection.

3.5.2. Cluster analysis

Genetic relationships were determined through the Ward’s minimum variance method
using modified Rogers’s distances. The coefficient of agglomeration was 0.86, indicating
strong connection of the grouping. The Ward method was chosen for constructing
hierarchical agglomeration with the aim of estimating the number of groups and their
phylogenetic relationships, due to the fact that this method is able to find the pair of the
closest groups for the formation of a new group in each new step, looking for the smallest
increase of intergroup variance, as mentioned by Pefiaranda and Navas (2005), this method
clearly shows differentiation between groups. The dendrogram (Figure 6) showed the
integration of four groups (k = 4) formed in the following way: Group 1 with 66 accessions,

Group 2 with three accessions, Group 3 with 16 accessions, and Group 4 with 65 accessions.
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Races Bolita, Celaya, Conico, Coscomatepec, Elotero de Sinaloa, Elotes Cénicos, Elotes
Occidentales, Pepitilla, Tepecintle, Tuxpefio, Vandefio, Accessions X48911 and X49070
(with no information on races) associated with Group 1; Group 2 included accessions of races
Azul, Elotero de Sinaloa and Tuxpefio; races of Group 3 included Azul, Cristalino de
Chihuahua and accessions X48980, X48992 and X48968; finally Group 4 was associated
with races Azul, Conico, Elotero de Sinaloa, Elotes Cénicos, Nal-Tel, Tepecintle and
Tuxpefio. The presence of six races in different groups may be due to the mobilization of
accessions and exchange of materials among farmers, a very common practice that could

explain the low correlation in the Mantel test.

. i T

Agglomerative Coefficient = 0.86
Figura 6. Graphical representation of the estimated genetic diversity. Dendrogram generated

from the Ward method.
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3.5.3. Correlation between genetic and geographic distances

The Mantel test showed a low correlation (R =0.1121, P = 0.021) between genetic and
geographic distances. Significance testing was performed with 999 permutations. Low
correlation might indicate the likely existence of a pattern of isolation by distance, suggesting
that divergence in the collection is not caused by the geographic isolation of the collections.
As concluded by Sosa et al. (2009) in their research conducted in tulips (Hunnemannia
fumariifolia), it is possible to study the isolation by distances as the underlying cause of
genetic diversification through the correlation between genetic and geographic distances.
They determined that such correlation in that species is high among populations (r = 0.511)
posing the existence of isolation by distance as a likely cause of the genetic divergence
between populations, which is contrary to the results of this study. In addition, a Procluster
analysis for the matrix of genetic and geographic distances to analyse the distribution of the
data (Figure 7) points out that the overlap of the data showed a greater association of the
conical races and Western maize, while Azul and Bolita races have a minor association with
its geographical location. Accessions X48911, X49070, X48980, X48992 and X48968

presented a low genetic association with the site where they were collected.
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3.6. Conclusions

There is a wide genetic diversity among the 150 accessions of pigmented maize studied,

as denoted by the genetic parameters estimated (mean He 0.1498, mean Sh 0.3457, total of

235 800 alleles, 1.241 alleles per locus) with very abundant alleles with low frequency.

Results indicate a high genetic structure and the presence of accessions with a complex
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genetic structure, with Azul, Cénico, Elotero de Sinaloa, Elotes Conicos, Tepecintle and
Tuxpefio races grouped in different clusters. This diversity could be used in breeding
programs that promote the directional selection toward alleles of interest. Cluster analysis
revealed the formation of four groups with a strong connection. There was low correlation
between genetic and geographic distance matrices, implying lack of isolation by distance and
suggesting a continuous gene flow between sites where collections were made, producing a

complex genetic structure.
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4. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos de los experimentos realizados para este trabajo nos mostraron
que el contenido de antocianinas oscil6 de 2.52 a 1989.97 ug Pel gt PS, con un promedio de
281.01 pg Pel g PS, destacando las accesiones de Tlaxcala C11-1XT, C08-1XT y C10-1XT,
con concentraciones de 1989.97, 1952.49 y 1741.89 pg Pel g PS, respectivamente.
Cianidina 3-glucdsido, pelargonidina 3-glucosido y peonidina 3-glucésido fueron las tres
antocianinas glicosiladas observadas en el perfil de HPLC, siendo la Cianidina 3-glucésido
la antocianina encontrada en mayor cantidad, con una media de 154.6 pg g™ PS destacando
la accesion BOZM342 con una concentracion de 628.3 pg gt PS. Los dos modelos
propuestos para NIR son robustos dados los valores de SEP, SDvi, R%i y RPD obtenidos.
Estos modelos de NIR para antocianinas brindan una alternativa rapida y de bajo costo para
la determinacidn de antocianinas totales. El estudio de diversidad genética mostro una amplia
diversidad genética entre la coleccion (con una media de He = 0.1498 y Sh = 0.3467), Esta
amplia diversidad es confirmado con la identificacion de 235 580 alelos con un promedio de
alelos efectivos por locus de 1.24. El analisis de conglomerados revelé la formacion de cuatro
grupos con una fuerte conexién. Hubo baja correlacion entre las matrices de distancia
geogréfica y genética, lo que implica la falta de aislamiento por la distancia y sugiere un flujo
continuo de genes entre los sitios donde se realizaron las colecciones, produciendo una
estructura genética compleja. Debido a la variabilidad en el contenido de antocianinas y a la
estructura genética de la coleccion es importante su implementacion en un programa de
mejoramiento genético de donde sea posible realizar la introgresion de los alelos favorables
en un programa de mejoramiento que este enfocado en maices pigmentados, dado la

importancia actual del uso de las antocianinas.
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