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GLOSARIO

Proceso por el cual se separan de una planta las hojas, los pétalos
y los frutos

Serie de eventos genéticamente programados que conducen a la
muerte celular.

Técnica de separacion en la cual las moléculas como proteinas,
ADN o ARN se separan entre si por su carga eléctrica y peso
molecular.

Es un grupo o poblacion natural de individuos que pueden cruzarse
entre si, pero que estan aislados reproductivamente de otros
grupos afines.

Distribucion de la intensidad de una radiacién en funcién de una
magnitud caracteristica, como la longitud de onda, la energia, la
frecuencia o la masa.

Movimiento de genes de una especie a otra a consecuencia de un
proceso de hibridacién interespecifica seguido de retrocruzamiento

Cada uno de los grupos que se dividen las especies y que se
componen de individuos que ademas de los caracteres propios de
las misma, tienen en comun otros caracteres morfolégicos por los
cuales se asemejan entre si y se distinguen de las demas
subespecies.

Mas de dos 6rganos que nacen de un mismo punto
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RESUMEN
En este trabajo se determind la variabilidad genética mediante dos marcadores

moleculares RAPD, de 36 poblaciones silvestres del género Zea. La composicion
fendlica del polen se determind para 17 de esas poblaciones, y la composicion
fendlica foliar para 16 de ellas. Los perfiles de amplificacion generaron 47 loci, todos
polimorficos. El polimorfismo, el indice de diversidad genética de Nei, y el indice de
diversidad de Shannon revelaron una baja variabilidad intrapoblacional comparada
con otros trabajos. ElI dendograma generado por un analisis de agrupamiento no
mostré una clara separacién de las dos secciones en las que ha sido dividido el
género, ni la separacion de las especies y subespecies reconocidas en él por varios
autores, lo que sugiere que esos dos marcadores permiten amplificar secuencias
conservadas en los genomas de los diferentes taxa de Zea. Los compuestos
fendlicos de polen y de tejido foliar fueron determinados por UPLC-MS (TOF). Un
total de diecinueve compuestos fendlicos se encontraron en el polen, de los cuales,
15 fueron derivados glicosidos de flavonoles, entre ellos destacan los derivados de
guercetina e isoramnetina. Quercetina-3-3"-O-diglicosido fue el compuesto principal,
encontrado en mayor cantidad en el polen de todas las muestras analizadas. La
tendencia de acumulacién de los compuestos fendlicos fue muy similar en todas las
muestras de polen. El andlisis fenético de los perfiles fendlicos del polen tampoco
mostro una clara separacion de las dos secciones, ni de las especies y subespecies
reconocidas actualmente para el género Zea. El tejido foliar de las poblaciones
presenté una mayor diversidad quimica que el polen, un total de 55 compuestos
fueron encontrados, de los que destacan los derivados glicosidos de flavonas. Entre
los componentes foliares resaltan la maisina y el acido cloragénico, compuestos
importantes por su toxicidad a insectos plaga del maiz. Por tener mayor variabilidad,
el andlisis fenético de los perfiles de hoja permitid discriminar entre Z. mays ssp.
mexicana y Z. mays ssp. parviglumis; la pertenencia de Z. luxurians a la seccién
Luxuriantes, no fue sustentada, como tampoco lo fue con los perfiles fendlicos de

polen ni con los marcadores RAPD.

Palabras clave: Teocintle, Zea, RAPD, perfiles fendlicos, variabilidad
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ABSTRACT
In this study the genetic variability, assessed by RAPD molecular markers, of 36 wild
populations of the genus Zea was determined. The phenolic composition of pollen for
17 of these populations and the foliar phenolic composition for 16 of them were also
determined. Forty seven loci, all polymorphic, were amplified from the RAPD markers.
Polymorphism, genetic diversity index of Nei, and Shannon diversity index revealed a
low variability within populations compared to the other reports. The dendrogram
generated by a cluster analysis did not show a clear separation of the two sections in
which the genus Zea has been divided neither the separation of species and
subspecies recognized in the genus by several authors, suggesting that those
markers allow amplifying conserved regions in the genomes of the different taxa of
Zea. The phenolic compounds of pollen and leaf tissue were determined by UPLC-
MS (TOF). A total of nineteen phenolic compounds were found in pollen, of which 15
were glycoside derivatives of flavonols, among them the quercetin and isorhamnetin
derivatives were the most relevant. Quercetin-3-3"-O-diglycoside was the major
compound; it was accumulated at the highest level in the pollen of all samples tested.
The tendency of accumulation of phenolic compounds was very similar in all samples
of pollen. Phenetic analyses of pollen phenolic profiles did not either show a clear
separation of the two sections, neither of the currently recognized species and
subspecies of the genus Zea. The foliar tissue showed a higher chemical diversity
than that of pollen, a total of 55 compounds was found, highlighting the glycoside
flavones derivatives. Among the foliar components highlights the maysin and
clorogenic acid, both important compounds for their toxicity to insect pest of corn. By
having greater variability, phenetic analysis of leaf profiles allowed discrimination
between Z. mays ssp. mexicana and Z. mays ssp. parviglumis, but the inclusion of Z.
luxurians to Luxuriantes section was not supported, as was not either by the phenolic

profiles of pollen and by RAPD markers.

Key words: Teosinte, Zea, RAPDS, phenolic profiles, variability

Vi
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INTRODUCCION
Una de las caracteristicas mas importantes de la diversidad vegetal en México es
que el 12% de los géneros y entre el 50 y 60% de todas las especies son endémicas;
este es el caso de algunas especies de teocintle (Zea ssp.).
El termino teocintle, se usa para designar de manera conjunta a los parientes
silvestres de maiz, los cuales estan representados por especies y subespecies
anuales, perennes diploides y tetraploides, distribuidas a lo largo del territorio
nacional y en menos proporcion en Guatemala, Honduras y Nicaragua.
Los teocintles (Zea ssp.), son gramineas altamente emparentadas con el maiz, que
debido a la poca informacion sobre su utilidad agricola y ganadera, cambios en el
uso del suelo y modernizacion de la agricultura, existen algunas especies que estan
en peligro de extincion.
De los diversos estudios realizados para explicar la participacién del teocinlte en el
origen del maiz, se ha concluido que la especie de teocintle mas cercana al maiz es
Zea mays ssp. parviglumis, a la que pertenece la raza Balsas y dentro de esta raza
las poblaciones que méas han participado en el origen del maiz fueron las ubicadas
en los estados de Michoacan, México y Guerrero (Matsuoka et al.,2002, Doebley,
2004).
La caracterizacién de parientes silvestres de especies cultivadas, como el maiz, en
términos quimicos, bioquimicos, y genéticos, es de relevancia porque se genera
informacion que puede ser util para la domesticacion y aprovechamiento de los
primeros y para realizar mejoramiento genético de las segundas.
Diferentes marcadores ademas de los morfolégicos, han sido utilizados para abordar
problematicas taxondmicas en diversos grupos de plantas, entre ellos se encuentran
los caracteres quimicos y moleculares.
Los perfiles de flavonoides son considerados marcadores quimiotaxondémicos
valiosos a nivel especifico, sin embargo, no habian sido revisados en la mayoria de
los teocintles, Unicamente, algunas variedades de maiz y un teocintle anual se han
estudiado con fines de busqueda de compuestos con actividad biolégica.
Ambos tipos de marcadores fueron utilizados en el presente estudio. Este trabajo se

realizd con el objetivo de determinar la capacidad de los marcadores RAPD, y de los

1
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perfiles fendlicos foliares y del polen para estimar la variabilidad genética de
poblaciones silvestres del género Zea.

Para la realizacion de este trabajo se llevo a cabo una revision de literatura sobre el
género Zea Yy los trabajos que se han llevado a cabo con respecto a analisis
moleculares y de compuestos fendlicos en el género, esto se presenta en el capitulo
I. La justificacion y el objetivo que rigieron la presente investigacion se presentan en
los capitulos 1l y Ill. La descripcion de los métodos utilizados para cumplir con el
objetivo y cdmo se procesaron los datos generados se presenta en el capitulo IV. Los
resultados de cada uno de los métodos utilizados se presentan de manera individual
junto con su discusion en el capitulo V. Para finalizar este trabajo se presentan las
conclusiones generales en el capitulo VI, y las recomendaciones y/o sugerencias que
se pueden realizar en investigaciones futuras, siguiendo con estas mismas

metodologias se presentan en el capitulo VII.
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I. ANTECEDENTES

1.1 Aspectos historicos

Todas las plantas domesticadas han sido un factor importante en la economia de las
diversas culturas del mundo; han sido y siguen siendo usadas como alimento,
bebida, medicina, y como materiales para la industria. En México, el proceso de
domesticacion del maiz se inicio hace aproximadamente 10 000 afios, tiempo en el
que casi todas las plantas de cultivo fueron domesticados (Doebley, 2004). Esa
especie de cereal tuvo un papel central en el origen y la difusién de la agricultura en
todas las civilizaciones indigenas de Mesoamérica, que dependieron en gran medida
del maiz. La gran variedad de metates, comales, instrumentos de cultivo y cerdmica
utilizados para su produccién y procesamiento han demostrado su importancia. Asi
mismo, las ceremonias religiosas, registradas en documentos historicos y que aun se
realizan en nuestros dias en algunas regiones de México; las historias y leyendas
sobre el origen del maiz y del hombre; y los cientos de usos del grano y otras partes
de la planta, ilustran su importancia en las culturas antiguas y actuales de México y
del resto de Latinoamérica (Sanchez, 2011).

En México se concentra la mayor diversidad de maiz del mundo, fue aqui donde se
llevd a cabo el proceso de su domesticacion, y en su territorio aun se encuentran los

parientes silvestres de ese importante cereal, los llamados teocintles.

1.2 Aspectos bioldgicos del género Zea

El maiz y el teocintle (Figura 1) pertenecen a la tribu Andropogoneae, subtribu
Tripsacinae, familia Poaceae, género Zea (Sanchez et al., 2011). No existe consenso
en el numero de géneros comprendidos en esa familia. Rzedowski y Rzedowski
(2001) mencionan 600, y Takhtajan (2009) reporta entre 670 y 850, con 10500 a
11000 especies.

El género Zea, al cual pertenecen el maiz y los teocintles, comprende dos secciones,
la seccion Luxuriantes y la seccion Zea. De acuerdo a Sanchez et al. (2011), dentro
de la seccion Luxuriantes se reconocen cuatro especies: Zea diploperennis lltis,
Doebley y Guzman; Zea perennis (Hitchcock) Reeves & Mangelsdorf; Zea luxurians

(Durieu y Ascherson) Bird; y la descrita en el afio 2000 Zea nicaranguensis lltis &
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Benz. La seccion Zea comprende una especie, Zea mays, la cual contiene cuatro
subespecies: Zea mays ssp. mexicana, Zea mays ssp. huehuetenangensis, Zea
mays ssp. parviglumis, y Zea mays ssp. mays. Dentro de Zea mays ssp. mexicana se
reconocen cuatro razas: Raza Chalco, Raza Mesa Central, Raza Durango, y Raza
Nobogame. Dentro de Zea mays ssp. parviglumis se reconoce la Raza Balsas. Zea
mays ssp. mays corresponde al maiz (especie cultivada del género), los otros taxa

son conocidos colectivamente como teocintle.

Figura 1. Teocintle mostrando una inflorescencia femenina

Los parientes silvestres del maiz o teocintles estan representados por especies
anuales y perennes diploides y por una especie tetraploide, Zea perennis. Los
teocintles son plantas rusticas que aun se encuentran en varias localidades en
México. En ocasiones son reconocidos como malas hierbas o maleza, pero en
muchos lugares son fuente alterna de alimento para el ganado cuando escasea el
forraje (Sanchez y Ruiz, 1996).

Debido a la poca informacién sobre su utilidad agricola y ganadera, algunas especies
de teocintle (Zea ssp) estan en peligro de extincién. De manera general, al teocintle
se le ha atribuido una gran influencia en el incremento de la variacion y la formacion

de las principales variedades de maiz en México (Wellhausen et al.,, 1951;
4
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Mangelsdorf y Reeves, 1959; Mangelsdorf, 1974, 1986; Wilkes, 1979), debido entre
otras cosas al sistema de reproduccion que permite la hibridacion natural en ambos
sentidos permitiendo un constante flujo de genes (Wilkes, 1970, 1977; Benz et al.,
1990). Sin embargo, otros investigadores consideran que no ha habido introgresion
entre maiz y teocintle en ambos sentidos (Kato, 1984), o que ésta es muy reducida
(Doebley, 1990; Kato, 1996), o bien que la hibridacion e introgresion en el género no
han sido eventos comunes (Ross-Ibarra et al., 2009), porque no han sido favorecidos
por los patrones actuales de distribucion geogréfica, donde muchas poblaciones no
se encuentran en forma simpatrica (Sanchez et al., 2011). No se sabe con precision
hasta qué punto el teocintle ha participado en la formacién de las razas de maiz.
Ademas de la importancia del teocintle en la evolucién del maiz, se le ha considerado
desde el siglo pasado, como una especie de gran potencial forrajero en la
alimentacion animal para las regiones tropicales y subtropicales con base en
estudios de calidad y potencial de rendimiento y a sus mecanismos de dispersion y
establecimiento; adicionalmente, se considera un germoplasma valioso para el
mejoramiento del maiz, especialmente en lo que respecta a resistencia a
enfermedades y factores adversos (Sanchez et al., 1998)

El estudio del teocintle genera conocimiento para abordar aspectos de la genética del
maiz, lo que es importante para el fitomejoramiento de ese cultivo, y para esclarecer
aspectos evolutivos de ese importante cereal. Estudiar la naturaleza y la variabilidad
presente en los teocintles incrementara el conocimiento de los recursos genéticos y
fundamentard la creacién de estrategias y metodologias para el aprovechamiento y

conservacion del maiz.

1.2.1 Descripcion morfolégica

De acuerdo a Doebley (2003), los teocintles son plantas herbaceas con habitos
perennes y anuales, de tallos erectos ramificados, de elevada longitud, alcanzando
alturas de dos a seis metros. Presentan un aspecto exterior similar al del maiz en su
morfologia general sobre todo en los érganos vegetativos (tallo y hojas), y en la
espiga terminal. En la madurez, los teocintles se distinguen facilmente del maiz

porque en los primeros, se desarrolla una espiga masculina en el extremo de cada
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rama lateral y numerosas inflorescencias femeninas pequefias, caracteristicas que el
maiz no posee (Figura 2).

La estructura que diferencia al teocintle del maiz, es la inflorescencia femenina que
en el maiz es una mazorca polistica (varias hileras de granos) con la semilla
desnuda, en cambio el teocintle presenta mazorcas disticas (dos hileras) con la
semilla protegida por un segmento duro del raquis (Figura 3).

En el teocintle, la gluma exterior es dura y junto con el raquis forma la capsula que
rodea la semilla. Sin embargo, este raquis se rompe con facilidad después de la
madurez de la semilla (Figura 3). Esta es una capacidad de dispersion de las
semillas que el maiz perdié durante el proceso de domesticacion y que distingue al
teocintle como pariente silvestre. En el maiz las semillas ya no pueden dispersarse
sin la ayuda del hombre. La espiga o inflorescencia masculina también se desarticula
por el desarrollo de un tejido de abscision. Otros rasgos que separan al teocintle y al
maiz son el nimero pequefio de semillas producidas en cada espiga femenina (5 a
11) en el primero, y el gran numero de espigas agrupadas en un fasciculo, que en el

maiz no se presenta (Kato et al., 2009).

Maize

3, = male inflorescence ‘ = female inflorescence

Figura 2. Diferencias morfologicas entre maiz y teocintle, este ultimo se distingue del
primero por sus ramificaciones laterales y las numerosas inflorescencias femeninas
pequefias (Tomado de Doebley, 2003)
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Figura 3. Diferencias mas notables entre el teocintle y el maiz con relacion a la
inflorescencia femenina. El raquis (RA) y la gluma (OG) forman la capsula que rodea la
semilla (Tomado de Doebley, 2003)

[.2.2 Taxonomia del género Zea

En la actualidad no existe un consenso en la clasificacion taxondémica de los
teocintles. La delimitacion especifica y la ubicacion de especies en un sistema de
clasificacion de este grupo de plantas han variado a lo largo del tiempo. En los
estudios de Wilkes (1967) se reconocieron y describieron cuatro razas de teocintle
para México: Nobogame, Mesa Central, Chalco y Balsas, y dos para Guatemala:
Guatemala y Huehuetenango.

Doebley e lltis (1980) e lltis y Doebley (1980) realizaron estudios basados en
caracteres morfoldgicos de la inflorescencia masculina, bajo la suposiciéon de que
dicha estructura no ha estado sujeta a la presion selectiva del hombre, como lo ha
sido la inflorescencia femenina. Con los resultados de sus estudios, basados en
evidencias citoldgicas, propusieron una nueva division del género Zea que incluyé
dos secciones: la seccidn Luxuriantes en que se incluyé a Zea perennis, Zea

diploperennis, y Zea luxurians; y la seccion Zea que incluyé a Zea mays dividida en
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dos subespecies, Zea mays ssp. mexicana, para las razas de teocintle Chalco, Mesa
Central y Nobogame; Zea mays ssp. parviglumis que incluyé las razas Balsas y
Huehuetenango, y Zea mays ssp. mays para el maiz cultivado.

El descubrimiento de nuevas poblaciones con caracteristicas morfologicas propias y
las evidencias moleculares reveladas de taxa previamente estudiados por sus
caracteristicas morfologias, ha llevado a modificar la clasificaciéon de Doebley e lltis
(1980) e llitis y Doebley (1980). De acuerdo a Sanchez et al. (2011) el género Zea
pertenece a la familia Poaceae, de la subtribu Tripsacinae, de Ila tribu
Andropogoneae. El género esta dividido en dos secciones, la seccion Luxuriantes y
la seccidbn Zea. La seccion Luxuriantes comprende cuatro especies, Zea
diploperennis, Zea perennis, Zea luxurians, y Zea nicaraguensis. La seccion Zea esta
formada también por cuatro especies, Zea mays ssp. mexicana, Zea mays Ssp.
huehuetenengensis, Zea mays ssp. parviglumis, y Zea mays ssp. mays. Para Zea
mays Ssp. mexicana se reconocen cuatro razas, Chalco, Mesa Central, Durango, y
Nobogame; Zea mays ssp. parviglumis contintda llamandose raza Balsas; y Zea mays
ssp. mays comprende al maiz cultivado. En la Tabla 1 se muestra la taxonomia del

genero Zea propuesta por varios autores.
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Tabla 1. Taxonomia del género Zea propuesta por varios autores

CIIDIR-IPN-DURANGO Maestria en ciencias en Gestion Ambiental

Wilkes (1967; 2004)

Doebley(1990); llitis y Benz (2000)

Séanchez et al. (2011)

Seccion: Euchlaena
(Schrader) Kuntze

Zea mexicana
(Schrader)Kuntze
Chalco
Mesa Central
Nobogame
Balsas
Huehuetenango

Seccién: Luxuriantes
(Durieu)
Guatemala
Zea perennis (Hitch.)
Reeves & Mangelsdorf
Zea diploperennis lltis,
Doebley & Guzman

Maiz
Seccion: Mays L.
Zea mays L.

Seccioén: Zea

Zea mays L. ssp. mexicana (Schrader) lltis

Zea mays L. ssp. mexicana (Schrader) lltis

Zea mays L. ssp. mexicana (Schrader) lltis

Zea mays L. ssp. parviglumis lltis &Doebley

Zea mays L. ssp. huehuetenangensis (llitis & Doebley)
Doebley

Seccién: Luxuriantes

Zea luxurians (Durieu & Ascherson) Bird
Zea perennis (Hitch.) Reeves & Mangelsdorf

Zea diploperennis lltis, Doebley & Guzman
Zea nicaraguensis lltis & Benz

Seccion: Zea
Zea mays L. ssp. mays lltis & Doebley

Seccion: Zea
Zea mays L. subsp. mexicana (Schrader) lltis

Raza Chalco

Raza Mesa Central

Raza Durango

Raza Nobogame

Zea mays ssp. parviglumis
Raza Balsas

Zea mays L. ssp. huehuetenangensis(litis &

Doebley) Doebley
Raza Huehuetenango

Seccidn: Luxuriantes

Zea diploperennis lltis, Doebley & Guzman
Zea perennis (Hitch.) Reeves & Mangelsdorf

Zea luxurians (Durieu & Ascherson) Bird

Zea nicaraguensis lltis & Benz

Zea mays ssp.mays
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Los caracteres que han sido utilizados para la elaboracion de las diferentes
clasificaciones taxondémicas del teocintle han sido basicamente morfologicos (lltis y
Doebley, 1980). Sin embargo, los trabajos de Dobley (1990a y 1990b) también han
hecho importantes contribuciones de caracter molecular y bioquimico para la
clasificacion de Zea. Al presente se cuenta con una gama muy amplia de marcadores
moleculares y nuevas técnicas y métodos que permiten analizar o emplear
caracteres diferentes en estudios taxonomicos, entre ellos estan los atributos

quimicos.

1.2.3 Distribucién geografica del teocintle

La distribucion del teocintle se encuentra limitada a areas tropicales y subtropicales
de México, Guatemala, Honduras, y Nicaragua; en su mayoria como poblaciones
aisladas de tamafos variables ocupando superficies de una hectarea hasta varios
kilbmetros cuadrados (De La Cruz, 2007). En México se extiende desde la porcion
sur de la region cultural conocida como Aridoamérica, en la Sierra Madre Occidental
del estado de Chihuahua y el Valle del Guadiana en Durango, hasta la frontera con
Guatemala incluyendo practicamente toda la porcion occidental de Mesoamérica
(Sanchez y Ruiz., 1996). En las diferentes regiones de México existen poblaciones
de teocintle con caracteristicas morfolégicas y genéticas que permiten su
diferenciacion (Sanchez et al., 2011).

De acuerdo a Sanchez et al. (1998), las areas de mayor importancia, para el
tecocintle son: 1) el Valle de Nabogame, en la Sierra Madre Occidental, al sur del
estado de Chihuahua, donde crece la raza Nobogame; 2) el Valle del Guadiana, al
este y noroeste (distante entre 8 y 20 km) de la ciudad de Durango, donde crece la
raza Durango; 3) El Bajio que comprende porciones importantes de los estados de
Guanajuato y Michoacan, en altitudes de 1700 a 2300 m, sobre todo en los
alrededores de los lagos de Cuitzeo y Patzcuaro, donde se encuentra la raza Mesa
Central y; 4) El Valle de México, incluyendo el Distrito Federal, Chalco-Amecameca y
Toluca en el estado de México, Cercanias de Ciudad Serdan y Puebla, en el estado
de Puebla, donde se encuentra la raza Chalco. El area geografica donde se

distribuye principalmente Zea mays ssp. parviglumis (también llamada raza Balsas)
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ocupa la superficie mas grande e incluye el Occidente de México, sobre todo las
areas tropicales y subtropicales de los estados de Jalisco, Colima, Nayarit, y
Michoacan, y la cuenca del Balsas, incluyendo porciones importantes de la Sierra
Madre del Sur, desde Jalisco hasta Oaxaca. La Figura 4 muestra la distribucion

natural de las especies silvestres del género Zea.
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Figura 4. Distribucion natural de las especies silvestres del género Zea

1.3 Marcadores moleculares

La biotecnologia ha generado técnicas que pueden resultar importantes para el
estudio, conocimiento, y conservacion del teocintle. Entre ésas técnicas destaca la
gran variedad de marcadores moleculares.

La diversidad que puede encontrarse en los organismos vivos, referida como
biodiversidad, es esencial para mantener la permanencia de las especies en un
ambiente dado y para proveer de materia prima a la agricultura, biotecnologia y

11
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medicina. La conservacion de los recursos, asi como su utilizacién, requiere de la
documentacién de la variacion existente. Los marcadores moleculares proporcionan
datos Utiles para ese conocimiento, ya que permiten detectar la variacion entre
individuos, poblaciones, y especies directamente a nivel del material genético, es
decir en el ADN (Karp, 2000).

1.3.1 RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs, por sus siglas en inglés)
Los RAPDs (llamados en esparfiol polimorfismo de ADN amplificado al azar) son
marcadores que amplifican aleatoriamente segmentos de ADN en una gran variedad
de especies. Los RAPDs se basan en la probabilidad estadistica de que se
presenten sitios complementarios a un oligonucleotido de 10 pares de bases, a lo
largo del genoma. El polimorfismo del tamafio de los loci, bandas, o fragmentos
amplificados de ADN, encontrado entre los diferentes individuos analizados se debe
a cambios en la secuencia de los nucledtidos en los sitios de acoplamiento de los
oligonucleodtidos, y a inserciones o eliminaciones de bases en esos sitios (Renteria.,
2007).

1.3.2 Estudios moleculares del género Zea

Debido a la importancia econd6mica, cultural, e histérica del género Zea, sus
diferentes especies han sido ampliamente estudiadas desde el punto de vista
molecular. Uno de los primeros estudios de este tipo relacionado al género Zea es
el de Timothy et al. (1979). Esos autores evaluaron la variabilidad de los patrones
de restriccibn con endonucleasas de los genomas organelares para evaluar
aspectos evolutivos y taxondmicos del género. Sus resultados revelaron una
cercania genética entre las razas Balsas, Huehuetenengo, Mesa Central, y Chalco,
y una cercania menos acentuada entre todas las anteriores y la raza Nobogame (la
cual fue mas cercana al maiz); y una separacion marcada de la raza Guatemala y el
teocintle perenne (estas dos uUltimas como un grupo), de las cuatro primeras razas.
La ausencia de diferencias en los perfiles de restriccion del ADN mitocondrial entre
las razas Huehuetenengo, Balsas, Mesa Central, y Chalco indic6 un ancestro

materno comudn para esas razas; y las similitudes entre la raza Guatemala y el
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teocintle perenne, sugirieron que éstos han permanecido genéticamente aislados de
los otros.

La variabilidad de los patrones de restriccion con endonucleasas del genoma
mitocondrial fue posteriormente determinado para 39 razas de maiz por Weissinger
et al. (1983). Con base en los perfiles de restriccion de ese genoma organelar, y en
si 0 no esos organelos contenian DNA de plasmidos, esos autores distinguieron 18
grupos de maiz, separando las razas Mesoamericanas, Sudamericanas con afinidad
Mesoamericana, y Sudamericana, lo cual concordé con las afinidades raciales
basadas en morfologia.

Un analisis de los estudios moleculares de los genomas extracromosomales de Zea,
realizado por Doebley (1990) puso de manifiesto el intercambio genético en ambas
direcciones entre maiz y teocintle, resaltando el riesgo de que genomas
genéticamente modificados de maiz puedan esparcirse entre las poblaciones de
teocintle.

Buckler y Holtsford (1996) con base en la diversidad de secuencias de espaciadores
de transcritos internos (ITS) ribosomales colocaron a Zea mays ssp.
huehuetenangensis como basal a otras especies de Zea mays, y establecieron que
la diversificacion del maiz de sus dos parientes silvestres mas cercanos (Z. mays ssp
mexicana y Z. mays Ssp. parviglumis) es contemporanea. Esos autores ademas
reconocieron la ocurrencia de introgresion de Zea mays en Zea perennis y Zea
diploperennis.

Tiffin y Gaut (2001) apoyaron el origen contemporaneo autotetraploide de Zea
perennis a partir de Zea diploperennis, con base en resultados de diversidad de
secuencias de cuatro loci nucleares.

Matsuoka et al. (2002) evaluaron el valor de microsatélites desarrollados para maiz
en estudios evolutivos de Zea. Reportaron que esos marcadores detectaron una
importante variabilidad dentro de poblaciones y son adecuados para determinar la
variacion intraespecifica y para realizar estudios evolutivos de Zea. Esos marcadores
revelaron la division de las lineas de maiz en tropicales y templados, lo que estuvo

de acuerdo con los pedigris correspondientes previamente conocidos.
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Los microsatélites también fueron usados por Fukunga et al. (2005) para genotipificar
poblaciones de Zea mays ssp. mexicana, Zea mays ssp. parviglumis, Zea mays ssp.
huehuetenangensis, Zea luxurians, Z. diploperennis, y Zea perennis. Sus resultados
establecieron relaciones filogenéticas que fueron consistentes con las establecidas
previamente por otros autores, como Doebley et al. (1987), quienes basandose en
datos de DNA del cloroplasto (cpDNA) reconocieron la division basal del género Zea
en las dos secciones conocidas y reconocen la cercana relacion entre Zea luxurians
con Zea perennis y Zea diploperennis. Sin embargo Buckler y Holtsford (1996),
quienes se basaron en la diversidad de ITS ribosomales, y Tiffin y Gaut (2001), con
datos sobre diversidad de secuencias de cuatro loci nucleares de Zea perennis 'y Zea
diploperennis no apoyan la division del género en las dos secciones conocidas.
Fukunga et al. (2005) también detectaron hibridos entre Zea mays ssp. parviglumis y
Zea mays ssp. mexicana y confirmaron la introgresion a un nivel bajo entre teocintle
y maiz, previamente sugerida por Doebly (1990), la cual fue mas comun entre las
razas de Zea mays ssp. mexicana. Con evidencias filogeograficas y filogenéticas,
€s0s autores proponen que Zea mays ssp. parviglumis diversifico en la parte este de
su distribucion, ampliando ésta desde el este hacia el oeste, y que Zea mays ssp.
mexicana diversificé en la Mesa Central de México, y amplid su distribucion por
diferentes rutas, al norte y al este.

La clonacién y secuenciacion de genes de interés también ha sido realizado,
principalmente para maiz de uso en forraje. Andersen et al. (2007) estudiaron desde
esos puntos de vista un locus de la secuencia gendmica de PAL, la enzima
fenilalanina amonioliasa, que es una enzima clave en la biosintesis de los fenoles
vegetales, porque cataliza el inicio de la ruta, al desaminar la L-fenilalanina a acido
cinAmico. Sus resultados mostraron baja diversidad nucleotidica entre 32 lineas de
maiz, posiblemente resultado de la seleccion de esas lineas para aumentar la
digestibilidad de la pared celular, la cual esta asociada a la cantidad y estructura de
la lignina.

El locus acido caféico-O-metiltransferasa también ha sido estudiado en maiz utilizado
para forraje por su relacion con la digestibilidad de la pared celular, al estar esa

enzima involucrada en la metilacion de los precursores de la lignina. Contrario al
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caso de PAL (Andersen et al., 2007), los autores de este trabajo, Zein et al., (2007),
encontraron alta diversidad y el polimorfismo detectado permitié identificar
haplotipos, considerados valiosos para la busqueda de alelos de interés para mejorar
la calidad del forraje.

El polimorfismo de nucleétido individual (SNP por sus siglas en inglés) fue utilizado
por Van Heerwaarden et al. (2010) para determinar la estructura genética de dos
poblaciones de Zea mays ssp. parviglumis, confirmando un nivel alto de cruzamiento
y un bajo pero claro nivel de diferenciacion genética entre ellas, probablemente
debido a las caracteristicas topograficas de los dos sitios.

El andlisis de la secuencia completa de ocho genes mitocondriales de maiz y Zea
mays ssp. parviglumis, Zea luxurians, y Zea perennis fue hecho por Darracq et al.
(2010) para identificar los eventos que han determinado las caracteristicas
estructurales de ese genoma en esas especies de Zea, como son el orden de los
genes, y los arreglos y duplicaciones de tRNAs, rRNAs, marcos de lectura abierta
(ORFs), pseudogenes, y secuencias no codificantes. Sus resultados sugirieron un
modelo de duplicacién en tandem, similar al descrito en animales. Las relaciones
filogenéticas que los autores encontraron, basada en eventos de rearreglos y
duplicaciones, fue congruente con las establecidas con el polimorfismo de
secuencias.

Eschholz et al. (2010), con el fin de determinar las relaciones genéticas y la
diversidad de razas de maiz de Suiza utilizaron microsatélites. Con base en esos
marcadores, los autores encontraron dos grupos, coincidentes con las condiciones
geograficas, climaticas, y culturales, uno al norte y el otro al sur de ese pais. Esos
autores no reportaron una asociacion de los grupos formados a regiones especificas.
La alta diversidad encontrada sugiri6 que la coleccion de maiz en Suiza tiene
potencial para ampliar el pool genético de esa especie en Europa.

Entre los estudios més reciente se encuentra el de Sanchez et al. (2011), quienes
analizaron 51 accesiones de especies y razas de teocintle, incluyendo tres
poblaciones descubiertas en los estados mexicanos de Michoacan, Oaxaca, y
Nayarit. Con resultados basados en datos citoldgicos, ecoldgicos, morfoldgicos,

fisologicos, y moleculares, basados estos ultimos en microsatélites, esos autores
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sugirieron que las poblaciones de Michoacan, que es un teocintle perenne
tetraploide; la de Oaxaca, que es anual diploide; y la de Nayarit, que es perenne
diploide, representan tres entidades taxondémicas distintas de la seccion Luxuriantes,
cuyo estatus especifico requiere ser revisado.

La importancia de la caracterizacion molecular como parte de los programas de
conservacion, manejo, y mejoramiento de recursos vegetales, dan relevancia a
estudios enfocados a la busqueda de marcadores moleculares que revelen la
variabilidad genética del teocintle y contribuyan a la determinacién especifica de sus
elementos.

De acuerdo a la revision de literatura realizada para llevar a cabo el presente estudio,
los marcadores moleculares que han sido usados para estudios de variabilidad del
género Zea son a) la variabilidad de los patrones de restriccibn con endonucleasas
de genes organelares (Timothy et al., 1979), b) la diversidad de secuencias de
espaciadores internos (ITS) ribosomales nucleares (Buckler y Holtsford, 1996), c)
microsatélites (Matsuoka et al., 2002; Fukunga et al., 2005), d) clonacion y
secuenciacion de genes nucleares (Andersen at al., 2007), e) polimorfismo de
nucledtidos individuales (SNP) (Van Heerwaarden et al. (2010), f) secuenciacion
completa de genes mitocondriales (Weissinger et al., 1983), y g) en algunas lineas
de maiz, Zea mays subsp. mays, marcadores RAPDs (Pejic et al., 1998).
Recientemente los marcadores RAPD también se utilizaron para determinar las

relaciones genéticas entre algunas especies del género Zea (Wang et al., 2011).

1.4 Marcadores quimicos

Los marcadores quimicos estan basados en los perfiles de los compuestos
secundarios de las plantas. Estos representan una gama muy amplia de compuestos
que por no habérseles encontrado una participacion directa en los procesos
fundamentales de fotosintesis, respiracion, desarrollo y crecimiento se les llamo
metabolitos secundarios (Kutchan, 2001).

Aunque en la actualidad su apreciacibn ha cambiado y se les reconoce
participaciones muy diversas e importantes en los procesos fisiologicos (Taiz y

Zeiger, 2008) y en las relaciones ecoldogicas de las plantas para asegurar su

16



Diana Ma. Rivera Rodriguez  CIIDIR-IPN-DURANGO Maestria en ciencias en Gestion Ambiental

sobrevivencia (Almaraz et al., 1998; Hadacek, 2002), a esos compuestos se les sigue
llamando secundarios.

Los metabolitos secundarios se dividen en tres grandes grupos de acuerdo a sus
rutas biosinteticas: derivados terpénicos, compuestos nitrogenados y compuestos
fendlicos (Taiz y Zeiger, 2008).

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen unos de los principales grupos de
metabolitos secundarios. Son un grupo muy diverso y ampliamente distribuido en el
reino vegetal, con mas de 8000 estructuras quimicas conocidas actualmente. El
grupo incluye compuestos de tamafio molecular pequefio, como los fenoles simples y
benzoquinonas, de 6 atomos de carbono (C6); de tamafio molecular medio, como los
flavonoides (C6C3C6); hasta grandes polimeros, como las ligninas y los taninos, de n
namero de carbonos [(C6-C3)n y (C6-C3-C6)n, respectivamente] (Harbone, 1989).
Los compuestos fendlicos se pueden dividir en al menos 10 clases diferentes
dependiendo de su tamafio y estructura molecular basica (Bravo, 1998). En la Tabla
2 se indican las principales familias de compuestos fendlicos junto con su estructura
basica, muchos de ellos se encuentran en la naturaleza asociados a sacaridos

(glicosidos), o como derivados funcionales tales como ésteres o metilésteres.

Tabla 2. Clasificacion de las familias de compuestos fendlicos, de acuerdo a su tamafio y
estructura molecular

Esqueleto basico Familia Estructuras

Fenoles simples @OH
: O
CH;
(0]

Ce
Benzoquinonas

o)
Ce-C1 Acidos fendlicos @COOH
Acetofenonas @—(

Acidos fenilacéticos ®JCOOH
Cs-Cs Acidos cinamicos ®_/ACOOH

Ce-C>
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Ce-C4

Ce-C1-Co

C6-C2-C6

C6-C3-C6

(C6-C3)2

(C6-C1)n

(C6-C3)n

Cumarinas, isocumarinas

Fenilpropenos @ACHZ
9eNe e
LT

Cromonas

Naftoquinonas

Xantonas
Estilbenos

Antraguinonas

8. d@ {} A8

Flavonoides O o

Polimero heterogéneo formado por

Lignanos, neolignanos

Taninos hidrolizables . . . _
acidos fendlicos y azucares simples

o Polimero aromético altamente
Ligninas
entrecruzado
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1.4.1 Flavonoides

Dentro los fenoles, los flavonoides son compuestos con 15 atomos de carbono en su
molécula, la cual esta formada por dos anillos aromaticos (A y B) unidos por un anillo
heterociclico (C) (Figura 5).

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos dentro del reino vegetal y
son los mas abundantes, los mas diversos (Markham, 1982), y los preferidos para
estudios quimiotaxonomicos (Harbone y Turner, 1984; Campos, 1997; Almaraz et al.,
2006, Almaraz et al., 2008). Algunas de las caracteristicas de los perfiles fendlicos,
principalmente de flavonoides, por los que son empleados en esos estudios, son las
siguientes: su amplia distribucion en todos los grupos de plantas; su gran variabilidad
quimica; la relativa independencia de su sintesis y almacenamiento, con respecto a
los factores ambientales; su relativa facilidad de analisis (Markham, 1982; Harborne y
Turner, 1984); y su determinacién genética, que esta dada, en el caso de algunos
flavonoides, por un solo gen (Heller y Forkmann, 1994).

Los flavonoides tienen una gama muy amplia de funciones dentro de las plantas,
entre ellas, participan en la regulacion del transporte de fitohormonas, en algunas
especies, regulan la germinacion y el crecimiento del tubo polinico, y representan
mecanismos de defensa contra el ataque de herbivoros y patégenos. También
desempefian importantes papeles en las relaciones ecolégicas de las plantas como
atrayentes de polinizadores y dispersores de semillas, y como sustancias

alelopaticas.

Figura 5. Estructura quimica béasica de los flavonoides

La Tabla 3 muestra la clasificacion de los flavonoides de acuerdo a sus
caracteristicas estructurales, relacionadas al grado de oxidacion del anillo C.
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Tabla 3. Clasificacion de los Flavonoides

Caracteristicas

Flavonoide Estructura béasica

Es el primer compuesto aislable formado
en la biosintesis de flavonoides, aunque
estas se pueden considerar como
intermedios obligados en las Vvias
biosinteticas, no se acumulan en un grado
apreciable en la mayoria de las plantas.

Comprenden un pequefio grupo de
flavonoides en el cual la unién tres
carbonos ha sido reducida por un doble
enlace.

Como la diosmetina, que poseen un grupo
carbonilo en posicion 4 del anillo C vy
carecen del grupo hidroxilo en posicion
C3.

Representados por la quercetina, que
posee un grupo carbonilo en posicién 4 y
un grupo —OH en posicion 3 del anillo C.

O, 3- hidroxiflavanona tiene una amplia
distribucion en el reino vegetal. Ha sido
reportada en helechos, gimnospermas y
algunas variedades de angiospermas. El
compuesto mas comun de este grupo es
la dihidroquercetina.

Son un tipo de flavonoides que carecen de
un doble enlace en el anillo C.

Chalconas O N O

Dihidrochalconas

Flavonas O |
o
Flavonoles O I
OH

Dihidroflavonoles

]
o
I

Flavanonas

O
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Como la catequina, con un grupo —OH en
posicion 3 del anillo C.

Flavanoles (catequinas) O © O

Tienen unido el grupo —OH en posicién 3 . O
pero ademas poseen un doble enlace Antocianidinas O ©

entre los carbonos 3y 4 del anillo C. A ~on

Se caracteriza por presentar una o o
desviacion del anillo B de la posiciéon 2 a la O \ O

3. Se considera un grupo heterogéneo, ya Isoflavonoides I O I O

gue forma parte de él las isoflavonas, los
isoflavanos y los isoflavonoides.

Son macromoléculas constituidas por
unidades de flavonoides Illamadas
antocianidina

Taninos condensados o
proantocianidinas
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La variedad estructural dentro de un mismo grupo de flavonoides esta dada por
modificaciones quimicas a una estructura basica (patrones de sustitucion), originadas
por reacciones quimicas, tales como la hidroxilacion, metilacion, epoxidacion,
malonilacion, esterificacion, acilacién, metoxilacion, y glicosilacion.

La modificacion de los patrones de sustitucidn es regulada por enzimas que
catalizan reacciones de modificacion de flavonoides individuales y exhiben una alta
especificidad de sustrato, implicando que esas reacciones proceden en un orden
secuencial definido, que se considera especifico para cada especie de planta (Heller
y Forkman, 1994). Esta variabilidad, que surge por los patrones de modificacion
genera perfiles fendlicos diferentes entre los miembros de una poblacion y entre
especies, lo cual es parte de la estrategia de adaptacion de las plantas (Wink y
Schimmer, 1999). La deteccion de esa variabilidad puede ser utilizada en estudios

taxonémicos.

1.4.2 Estudios sobre la composicion fendélica del género Zea

Las implicaciones taxondmicas de la composicion fendlica del género Zea no han
sido abordadas previamente. Algunos reportes sobre el contenido de fenoles en maiz
han aparecido en articulos cuyo objetivo, aunque relacionado, no es precisamente
conocer la composicion de esos compuestos en los diferentes tejidos, siendo mucho
menores los que incluyen a alguna otra especie del género. Entre esos reportes se
mencionan los siguientes.

Ceska y Styles (1984) identificaron mono, di y tri-O-glicésidos de quercetina, de
isoramnetina, de canferol como los flavonoides presentes en el polen de maiz.

La distribucién de acidos fendlicos, flavonoides, y amidas de acidos fendlicos dentro
de la estructura del grano de maiz fue determinada por Sen et al. (1994) con el
objetivo de establecer la importancia de esos fenoles para conferir resistencia al
ataque de pestes. Como un todo los fenoles se acumularon principalmente en el
pericarpio y en la aleurona; individualmente, los acidos fendlicos en el embrion,
aleurona y pericarpo; los flavonoides en la aleurona, y las amidas en el embrion y la

aleurona. La diferencia entre razas resistentes estuvo dada por diferencias en los
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contenidos y no en los patrones de acumulacion, de esos compuestos en el grano.
La distribucién de acumulacion fue similar a la de otros cereales.

El contenido de antocianinas fue determinado por Stapleton y Walbot (1994) en
lineas de maiz para evaluar el papel de esos flavonoides como protectores del dafio
al ADN por parte de la radiacion UV.

Un estudio mas revelador sobre la composicidon de fenoles de una especie de Zea es
el de Sosa et al. (1997), quienes identificaron cinco flavonoides glycésidos en los
estilos y estigmas de maiz, que fueron rutina, quercetina-3,7-O-diglucésido,
quercetina-3-O-glucésido-7-O-rutinosido, quercetina-3-metil-4’-O-glucésido-7-O-
diglucésido, y quercetina-3-O-glucdsido-O-ramnésido, como parte de un estudio
enfocado a explicar, desde un punto de vista quimico, la actividad biolégica como
diurético y analgésico de esas estructuras reproductivas.

El contenido de antocianinas foliares de lineas isogénicas de maiz, como respuesta
de adaptacion a regimenes variables de radiacion UV, fue monitoreado por Casati y
Walbot (2003) como parte de un estudio enfocado a determinar el perfil de expresiéon
génica en respuesta a ese tipo de radiacién. Contenidos variables de fenoles en
diferentes genotipos fueron detectados.

Dermastia et al. (2009) revelaron que el patron de acumulaciéon de los acidos
fendlicos y flavonoides en la capa placento-chalazal, durante el desarrollo de la
caridpside, entre otros eventos de tipo anatdbmico-fisioldgico, es similar en maiz y en
Zea mays subsp. parviglumis, acumulacién que puede estar relacionada a la
proteccion de la semilla contra el ataque microbiano. Los autores infirieron que los
procesos esenciales del desarrollo aparecieron en Zea antes de la domesticacion del
maiz.

Reportes sobre el control enzimatico de la sintesis de flavonoides en maiz también
han sido publicados (Larson, 1989; Carey et al., 2004).

La composicion de antocianinas ha sido determinada para el grano de diferentes
variedades de maiz morado por varios autores. Cianidina-3-glucésido, peonidina-3-
glucésido, pelargonidina 3-glucosido, cianidina 3-(6”-maloilglucésido), peonidina 3-
(6”-malonilglucosido), y pelargonidina 3-(6”-malonilglucésido) fueron reportados por
Aoki et al. (2002), De Pascual-Teresa et al. (2002), Schwarz et al. (2003), y Montilla
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et al. (2008), esos Uultimos autores reportan también la cianidina 3-(3”,6"-
dimaloilglucésido) presente en los granos de maiz morado. Los mismos compuestos,
excepto los derivados de pelargonidina, mas peonidina 3-(dimaloilglucésido) fueron
reportados por Fossen et al. (2001) en flores y hojas de maiz; el dltimo compuesto
fue reportado por esos autores como previamente no encontrado en otras plantas.

De relevancia taxonomica es la mencién que hace Montilla et al. (2008) sobre la
variabilidad de los perfiles de antocianinas del grano, entre variedades diferentes de
maiz boliviano; esos mismos autores consideran al maiz como una fuente importante
de flavonoides antioxidantes naturales. EI maiz morado fue considerado por Aoki et
al. (2002) y Schwarz et al. (2003) como fuente de colorantes para la industria de los
alimentos.

Debido a la tendencia especie-especifica de los perfiles fendlicos (Campos et al.,
2002; Almaraz-Abarca et al., 2006) se considera importante evaluar su potencial para
contribuir a la caracterizacion y ubicacion especifica de las poblaciones naturales de

teocintle.
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II. JUSTIFICACION

En la actualidad, la pérdida de la diversidad genética del género Zea en México es un
problema grave, causada principalmente por la influencia humana. Considerando que
si los modelos actuales de produccion, basados en la explotacion de los recursos
naturales, que dan poca importancia a su conservacion, no cambian, este proceso de
pérdida de diversidad podria continuar con mas velocidad en un futuro. Por lo
anterior los estudios enfocados a estimar la variabilidad genética, como una
herramienta util para la conservacidon y aprovechamiento sustentable de las
diferentes especies silvestres, son de importancia, ya que ademas permiten conocer
fuentes de alelos utiles para el mejoramiento genético de sus parientes cultivados.
Debido a la variabilidad morfologica que existe en las poblaciones silvestres de
diferentes taxa del género Zea, se han generado controversias taxondémicas relativas
a la delimitacion especifica, aun cuando se han logrado avances importantes en las
Ultimas décadas respecto a la conservacion y caracterizacion para poder ubicar esas
poblaciones en un sistema de clasificacion.

En un gran nimero de especies vegetales, los marcadores moleculares y quimicos
han sido considerados como herramientas valiosas para estudios taxonémicos y de
variabilidad, por lo que su aplicacién a diferentes poblaciones silvestres del género
Zea se considera importante para contribuir a revelar nuevos caracteres con valor

taxonodmico y para estimar la variabilidad genética en ese grupo de plantas.
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[ll. OBJETIVO

Determinar la variabilidad genética de 36 poblaciones silvestres de cinco especies
del género Zea (Zea perennis, Zea diploperennis, Zea luxurians, Zea nicaraguensis y
Zea mays), por medio de marcadores quimicos (perfiles fendlicos polinicos y foliares

determinados UPLC-MS-TOF) y marcadores moleculares (RAPDs determinados por
PCR).
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4.1. Material vegetal

IV. METODOLOGIA

En el presente trabajo se analizé un total de 36 poblaciones de teocintle, que

representan su distribucion natural en México y Centroamérica (Figura 4). Las

semillas de las diferentes especies y poblaciones fueron proporcionadas por el

Banco de Germoplasma del Instituto de Manejo y Aprovechamiento de Recursos

Fitogenéticos (IMAREFI) del

Centro Universitario de Ciencias Biologicas vy

Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara. La lista de las

poblaciones estudiadas y su procedencia se incluyen en la Tabla 4.

Tabla 4. Origen geografico de las especies y poblaciones de Zea analizadas

NRec;e SITIO DE COLECTA MUNICIPIO ESTADO ESPECIE/RAZA PAIS
San Lorenzo (Predio El . . o

201 Colomo) Ejutla Jalisco Balsas México

232 El Rodeo (Potrero La Tolimén Jalisco Balsas México
Carbonera)

426 Cerro Churintzio (Carr. 37) Churintzio Michoacan Mesa Central México

447 Uriangato (salida a Yuriria, Uriangato Guanajuato Mesa Central México
Carr. 43)

450 San Agustin del Maiz Copéandaro Michoacan Mesa Central México

474 Amatlan de Quetzalcoat (La Tepoztldn Morelos Balsas México
Puerta)

483 San Cristobal Honduras San J,e ronimo Oaxaca Balsas México

Coatlan

487 Crucgro Lagunitas (Los Tecoanapa Guerrero Balsas México
Saucitos-Tecoanapa)

517 Puerto de la Cruz (km 119 Caréacuaro Michoacan Balsas México
Huetamo-Villa Madero)

546 Los Cimientos Villa Purificacion Jalisco Balsas México

Cuautitlan de . . . L.

551 Las Joyas (Las Playas) Garcia Barragan Jalisco Zea diploperennis  México

607 Arroyo Tarahumares (Casa Guadalupe y Calvo Chihuahua Nobogame México
Blanca-Tarahumares)

615 Chapultepec Chapultepec México Chalco México

623 (}ém 1 Aljojuca-Santa Maria Aljojuca Puebla Chalco México

oatepec

635 San Antonio Zoyatzingo Amecameca México Chalco México

638 Miraflores-La Candelaria Chalco México Chalco México
Tlapala
Plan de los Timbres (ca. Paso Huitzuco de los L

643 Morelos Carr. GRO 1) Figueroa Guerrero Balsas México

646 Vista Hermosa (La Lobera) Olinala Guerrero Balsas México
Camino Vista Hermosa-

650 Colotilpa (Barranca La Quechultenango Guerrero Balsas México
Cafiada)

654 El Rincon (Rincon de la Via) Chilpancingo de Guerrero Balsas México

Continuacion de la Tabla 4.

los Bravo
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657

661

666

669

674

679

684

685

692
694
705

710
712
H1
G3
919

El Salado (Amate Amarillo)

Zacatlancillo (km 80 Carr. 51,
cerro El Chivo)

Ixcateopan (salida a Taxco)

Oxtotitlan (km 30 Telololapan-
Apaxtla de Castrejon)
Huixtitla

Km 109-110 Tejupilco-
Altamirano (Cuadrilla de
Leones)

Quenchendio

Extremo Este Cerro Grande
(San Jerénimo)

San Andrés Milpillas,
"Verano" de Simoén Oliveros
Piedra Ancha

Potreo EL Tepalcate al N de
San José de Tuitan

Puente Gavilanes, Km 9 Carr.
A Zacatecas

El Fresno-Autopista Morelia-
Uruapan km 379
Monajil-Buxup

Km 162 Agua Blanca-Ipala,
Agua Blanca

Rancho Apacunca

Mochitlan

Teloloapan

Ixcateopan de
Cuauhtémoc

Teloloapan

Amatepec
Tejupilco
Huetamo
Ayotlan
Huajicori

San Gabiriel
Nombre de Dios
Durango

Ziracuaretiro
Santa Ana Huista
Agua Blanca

Chinandega

Guerrero
Guerrero
Guerrero
Guerrero
México
México
Michoacan
Jalisco
Nayarit
Jalisco
Durango
Durango
Michoacan
Huehuetenango
Jutiapa

Chinandega

Balsas
Balsas
Balsas
Balsas
Balsas
Balsas
Balsas
Mesa Central

Zea diploperennis
Zea perennis

Mesa Central
Mesa Central
Zea perennis

Huehuetenango

Zea luxurians

Zea nicaraguensis

México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
Guatemala
Guatemala

Nicaragua

En junio de 2011 se sembraron semillas de cada una de las 36 poblaciones de Zea

en el invernadero del CIIDIR-IPN DURANGO. Todas las semillas fueron sembradas

el mismo dia y bajo las mismas condiciones. Para el andlisis molecular se utilizo

material foliar de cinco plantas de 30 a 75 dias de edad, de cada poblacién. El tejido

foliar de cada plantula se analizé de manera individual. Para el analisis quimico foliar

se colectaron hojas de cinco individuos de una misma poblacién y se combinaron (se

analizaron 16 poblaciones). La colecta del tejido foliar se hizo de plantas de 60 dias

de edad. Para el analisis quimico de polen, se colectaron muestras directamente de

las anteras de cinco plantas de una misma poblacion y se combinaron (se analizaron

17 poblaciones).
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4.2 Caracterizacién molecular

4.2.1 Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 de acuerdo al método reportado por Saghai-Maroof
et al. (1984), que se basa en la utilizaciéon del detergente CTAB. Esto se llevé a cabo
en el laboratorio de Biotecnologia del Centro Interdisciplinario de Investigacion para
el Desarrollo Integral Regional, del Instituto Politécnico Nacional, Unidad Durango
(CIIDIR IPN Durango).

La cuantificacion y la pureza del ADN obtenido de cada uno de los individuos de
cada poblacion, se realizd6 por medio de métodos espectrométricos estandares
(Sambrook et al., 1989), a partir de los registros de la Ao Y la Azgo de las soluciones
de ADN.

La integridad y el tamafio molecular del ADN obtenido se aprecio por electroforesis
en geles de agarosa al 2% de acuerdo a protocolos estdndar (Sambrook y Russell,
2001).

Se prepararon soluciones de ADN de concentracion de 100 ng/uL y de 25 ng/uL para
cada muestra para su posterior utilizacion en la amplificacion de marcadores RAPD

por medio de la técnica de PCR.

4.2.2 Amplificacién de marcadores RAPD

La amplificacion por PCR de dos marcadores RAPD se realiz6 de acuerdo a
protocolos ya estandarizados. La reaccién se llevé a cabo en un volumen final de
25uL, utilizando 2 ng de una soluciéon de ADN, 0.5 pL de regulador de la enzima Taq
polimerasa (Promega) 1X, MgCl, 1.75mN, solucion de iniciador 1.5uM, solucion de
mezcla de nucleétidos (ANTPs) 0.2 mM, y Taqg polimersa (Promega) 0.1U.

Las secuencias de los iniciadores se indican en la Tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de los iniciadores RAPD utilizados en el presente trabajo

INICIADOR SECUENCIA 5°-3°
OPA 20 GTT GCGATCC
OPA 10 GTGATC GCAG
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El programa de amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a 94° durante
3 min; 45 ciclos de desnaturalizacion a 94° durante 1 min, alineacion a 36° durante 2
min, y extension a 72° durante 2 min; y un periodo final de extension de 10 min a 72°.
La separacion de los loci amplificados se realizd por electroforesis en geles de
agarosa al 1%, preparados de acuerdo a métodos estandar descritos por Sambrook
et al. (1989). La visualizacion de los mismos, se realizé con SyberGreen (Invitrogen),

de acuerdo a las indicaciones de la hoja técnica proporcionada por el fabricante.

4.3 Caracterizacién quimica

4.3.1 Extraccion de fenoles de polen

Se colectd polen de las siguientes poblaciones: 201, 447, G3, 692, 669, 232, 483,
607,623, 635, 650, 654, 684, 694, 705, 710 y 712. Se prepararon extractos fendélicos
a partir de 100 mg de polen, que se maceraron en una solucién acuosa de metanol-
agua (50:50, v/v), en tubos Eppendorf de 2 mL de acuerdo a Markham y Campos
(1996). Las muestras se sonicaron durante una hora, posteriomente se centrifugaron
a 6000 rpm durante 10 min. Los sobrenadantes de cada una de las muestras se
usaron para el analisis de UPLC-MS-TOF.

4.3. 2 Extraccion de fenoles foliares

Se utilizaron las siguientes poblaciones: 201, 692, G3, 447, 487, 232, 694, 623, 607,
635, 650, 669, 654, 684, 705 y 710. Las hojas se secaron a temperatura ambiente y
se molieron. Cada muestra (1 g de tejido foliar seco y molido de cada una de las
poblaciones) se macer6 en 10 mL de una solucién de metanol agua (80:20, v/v), en
oscuridad, durante 24 h, a temperatura ambiente. Después de ese tiempo, las
muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min, se recupero el sobrenadante y
se filtraron a través de una membrana de tamafio de poro de 0.45 um para el andlisis
de UPLC-MS-TOF.
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4.3.3 Analisis de UPLC-MS (TOF)

El analisis de UPLC-MS-TOF se realizd en el Centro de Investigacion y Desarrollo
del Alimento Funcional (CIDAF), de la Universidad de Granada, Espafa. La
separacion de compuestos fendlicos de hoja y polen se realizd mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (UPLC) (Agilent Technologies, CA, serie
1200) que consiste en un desgasificador al vacio, un inyector automatico, y una
bomba binaria. La columna analitica usada fue Eclipse Plus C18 (4.6 x 150 mm, 1.8
pum).

La fase movil del andlisis consistio de agua acidificada con acido acético (0.5%)
como solvente A y acetonitrilo como solvente B. La proporcion de los solventes
cambi6 de acuerdo a las siguientes condiciones: de 0 a 10 min, 95% (A): 5% (B) a
70% (A):30% (B), de 10 a 12 min, 67 % (A): 33% (B) a 62% (A): 38% (B); de 17 a 20
min, 62% (A):38% (B) a 50% (A):50% (B); de 23 a 25 min, 5% (A):95% (B) a 95%
(A):5% (B); de 25 a 35 min, 95% (A):5% (B) a 95% (A):5% (B). La velocidad de flujo
fue de 0.8 mL/min a lo largo del analisis. El volumen de inyeccion fue de 10 pL.

El sistema de UPLC fue acoplado a un micrOTOF (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania), un analizador de tiempo de vuelo (TOF) de espectrometria de masas,
utilizando una interfase ESI (ionizacion por electrospray).

Los datos de la masa exacta de los iones moleculares fueron procesados a través de
un software Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania), el cual
proporciona una lista de posibles formulas mediante un editor de formulas

inteligentes (Smart Formula Editor).

4.4 Analisis de datos

El perfil de amplificacion por PCR de cada muestra se construy0 con todos los
fragmentos resueltos en los respectivos electroferogramas. Cada fragmentd se
consider6 un caracter molecular individual. Se construyé una matriz binaria de
presencia/ausencia de bandas (1: presencia, 0: ausencia) formada por todas las
muestras individuales (fragmentos vs individuos), que se someti0 a un analisis

fenético usando el programa de computo PAST 2.12 (Hammer et al., 2001). El
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programa Popgen 1.32 (Yeh et al., 1999) se utilizé para calcular los estimadores de
variabilidad (polimorfismo, diversidad genética, e indice de Shannon).

Se construyeron matrices binarias de presencia/ausencia con todos los compuestos
fendlicos identificados en las muestras de polen, y de manera independiente, en las
muestras de tejido foliar. Las matrices se sometieron a analisis fenético usando el
programa PAST 2.12.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Analisis molecular

Un total de 47 loci fueron amplificados por los dos marcadores RAPDs (19 a partir de
OPA 10 y 28 a partir de OPA 20) para todas las muestras analizadas. Los 47
fragmentos amplificados fueron polimorficos. Trabajos como el de Ayres et al. (1999)
en su estudio con Spartina alterniflora y S. foliosa (Poaceae) utilizaron siete
marcadores RAPDs el cual produjo un total de veinte bandas. Esselman et al. (1999),
utilizando tres marcadores RAPDs reportan un total de 40 bandas para Calamagrosti
porteri ssp insperata(Poaceae). Ayres et al. (2001) utilizando tres marcadores RAPDs
reportan 40 bandas amplificadas en total para Spartina anglica (Poaceae) En la
Figura 6 se muestra un ejemplo de la variabilidad que se encontré en los patrones de
amplificacion de loci para seis poblaciones de Zea, cinco de la ssp. parviglumis y una

de la ssp. mexicana.

Villa

A - Coatian, Tecoanapa, Cara urificacion
Copandaro, Tepoztian, aracuaro, purific ,
Migr?oacan Morelos Oaxaca Guerrero Michoacan Jalisco

ssp. ssp. SSp. SSp. ssp. ssp.
mexicana  parviglumis parviglumis parviglumis parviglumis parviglumis

MPM A A A A

Figura 6. Patrones de amplificacion utilizando el iniciador OPA20

Con el marcador OPA 10 los perfiles de amplificacion variaron desde 3 loci en
algunos individuos de las poblaciones H1 y 712, a 11 en un individuo de la poblacion
426. Con el marcador OPA 20 la variacion en los perfiles amplificados también fue de
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3 loci en cuatro individuos de la poblacion 679 a 11 en un individuo de la poblacion
710. Perfiles con un mismo namero de loci amplificados fueron diferentes.

Para la estimacion de la variabilidad genética se tomd en cuenta el total de loci
amplificados por ambos marcadores utilizados. Se calcularon los valores de
polimorfismo, diversidad genética e indice de Shannon utilizando el programa
POPGENE version 1.32, estos valores se reportan en la Tabla 6.

Tabla 6. Porcentaje de polimorfismo, diversidad genética e indice de Shannon detectado con
dos marcadores de iniciadores RAPDs en 36 poblaciones teocintle

Polimorfismo Diversidad genética

Poblacion indice de Shannon

%

(Nei)

201-Ejutla, Jalisco 29.79 0.1039+0.1795 0.1555+0.2579
232-Toliman, Jalisco 8.51 0.0255+0.0910 0.0399+0.1376
426-Churintzio, Michoacan 25.53 0.0832+0.1574 0.1272+0.2319
447-Uriangato, Guanajuato 17.02 0.0758+0.1740 0.1077+0.2448
450-Copéandaro, Michoacén 25.53 0.0973+0.1803 0.1433+0.2579
474-Tepoztlan, Morelos 31.91 0.1271+0.1994 0.1853+0.2842
483-San Jeronimo Coatlan, 21.28 0.0748+0.1593 0.1119+0.2300
Oaxaca

487-Tecoanapa, Guerrero 21.28 0.0804+0.1643 0.1190+0.2386
517-Caracuaro, Michoacan 17.02 0.0541+0.1292 0.0836+0.1940
?;‘E;X(‘)"a de Purificacion, 17.02 0.0597+0.1440 0.0895£0.2095
551-Cuautitlan de Garcia

Barragan, Jalisco 2.13 0.0074+0.0509 0.0114+0.0778
607-Guadalupe y Calvo, 19.15 0.0585:+0.1355 0.0905+0.2003
Chihuahua

615-Chapultepec, México 10.64 0.0399+0.1228 0.0591+0.1784
623-Aljojuca, Puebla 17.02 0.0690+0.1591 0.1005+0.2290
635-Amecameca, México 6.38 0.0187+0.0756 0.0296+0.1175
638-Chalco, México 4.26 0.0145+0.0766 0.0218+0.1107
643-Huitzuco de los Figueroa, 0 0 0
Guerrero

646-Olinala, Guerrero 4.26 0.0156+0.0797 0.0231+0.1152
650-Quechultenango, Guerrero 12.77 0.0490+0.1318 0.0727+0.1942
645-Chilpancigo de los Bravo,

Guerrero 21.28 0.0704+0.1483 0.1074+0.2185
657-Mochitlan, Guerrero 21.28 0.0467+0.1003 0.0792+0.1616
661-Teloloapan, Guerrero 17.02 0.0659+0.1520 0.0972+0.2214
666-Ixcateopan de 14.89 0.0346+0.935 0.0577+0.1473
Cuauhtémoc, Guerrero

669-Teloloapan, Guerrero 4.26 0.0080+0.0385 0.0143+0.0688
679-Tejupilco, México 12.77 0.0306+0.0907 0.0505+0.1415
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684-Huetamo, Michoacan 6.38 0.0179+0.0769 0.0283+0.1163
685-Ayotlan, Jalisco 19.15 0.0711+0.1561 0.1057+0.2269
692-Huajicori, Nayarit 19.15 0.0767+0.1680 0.1116+0.2397
694-San Gabriel, Jalisco 29.79 0.1042+0.1771 0.1564+0.2566
705-Nombre de Dios, Durango 31.91 0.1114+0.1762 0.1681+0.2587
710-Durango, Durango 34.04 0.1154+0.1758 0.1752+0.2586
712-Ziracuaretiro, Michoacan 29.79 0.0940+0.1601 0.1451+0.2379
H1-Huehuetenango, Guatemala 23.4 0.0928+0.1788 0.1355+0.2560
G3-Jutiapa, Guatemala 31.91 0.1160+0.1808 0.1736+0.2649
919-Chinandega, Nicaragua 10.64 0.0343+0.1071 0.0528+0.1602
674-Amatepec, México 14.89 0.0446+0.1078 0.0710+0.1715

En la Tabla 6 se observa una relacién directa entre el polimorfismo y la diversidad
genética (Nei) y el indice de Shannon. Las poblaciones con mayor porcentaje de
polimorfismo, arriba del 30%, fueron 710, 474, 705 y G3. Entre el 30 y el 20% de
polimorfismo detectado, se encuentran las poblaciones 201, 694, 712, 426, 450, H1,
483, 487, 645, 657. La mayoria de las poblaciones tuvieron un polimorfismo entre el
19 y 10% estas fueron la 607, 685, 692, 447, 517, 546, 623, 661, 666, 674, 650, 679,
615, 919. La poblacién 643 fue genéticamente homogénea para ambos marcadores
RAPD.

Los niveles de variabilidad encontrados para las poblaciones de Zea analizadas
fueron mas altos que los reportados para Bromus tectorum (Poaceae) (polimorfismo
de 0 a 16%) por Bartlett et al. (2002), usando enzimas. Fueron similares a los valores
gue proporcionan Li y Ge (2001) (polimorfismo entre 6.1 y 26.8%, e indice de Shanon
entre 0.0163 a 0.1160) para Psammochloa villosa (Poaceae), usando ISSR; pero
fueron més bajos que los reportados por Fukunaga et al. (2005) para siete taxa de
Zea (diversidad genética entre 0.65 y 0.89), usando microsatélites; y también mas
bajos que los reportados por Martinez-Palacios et al. (1999) (polimorfismo de 60 a
100%) para Agave victoriae-reginae (Agavaceae y monocotiledonea como Zea),
basandose en isoenzimas. La baja variabilidad encontrada para P. villosa, los
autores (Li y Ge, 2001) la asociaron a su mecanismo reproductivo, que es por
rizomas, el cual es de naturaleza clonal.

Sin embargo la variabilidad detectada en las poblaciones de teocintle, con los dos
marcadores RAPD utilizados fue muy baja.
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De acuerdo a Francisco-Ortega et al. (1996) y a Silvertown y Charlesworth (2001), la
variabilidad genética de las poblaciones se define por cuatro factores, que son la
capacidad de dispersion, el mecanismo de reproduccion, la deriva génica, y la
seleccidon natural. Para las poblaciones vegetales, el mecanismo reproductivo es el
factor principal que determina la variabilidad genética (Sosa, 2003), siendo los
grupos de fertilizacion cruzada los que poseen la variabilidad mas alta (Silvertown y
Charlesworth (2001). Las especies de Zea presentan mecanismos reproductivos
vegetativos y sexuales, siendo la principal la produccion de semillas, con polinizacion
cruzada (De la Cruz, 2007). Esas caracteristicas favorecerian niveles altos de
variabilidad genética en las poblaciones de Zea analizadas, de acuerdo a Sosa
(2003). Sin embargo, las siguientes caracteristicas favorecerian niveles bajos de
variabilidad genética en las poblaciones del género: a) los elementos de Zea son
autocompatibles, b) las hibridaciones entre los diferentes taxa del género no siempre
son exitosas debido a barreras genéticas (De la Cruz, 2007), c) a pesar de que se
han reportado hibridacién e introgresién entre especies y poblaciones de Zea, Ross-
Ibarra et al. (2009) consideran que esos eventos son mas bien de caracter histérico,
es decir de ocurrencia no actual, y d) la distribucién natural presente, en forma no
simpatrica, de las poblaciones de Zea (Sanchez et al., 2011). Una baja variabilidad
también seria favorecida si, como ocurre en maiz Bt (maiz transgénico que expresa
toxinas de Bacillus turingiensis), el polen de los teocintles tuviera un alcance de
dispersién de 5 m (Sears y Standley-Horn, 2000).

La capacidad de los marcadores RAPDs para detectar variabilidad genética entre las
36 poblaciones de Zea analizadas, se determind sometiendo la matriz respectiva a
un analisis de agrupamiento, utilizando el método de Ward (Figura 7).

En el dendograma obtenido no se muestra una clara separacion de las dos
secciones en que ha sido divido el género Zea, ni la separacién de las especies y
subespecies reconocidas en ese género por varios autores (Doebley e lltis, 1980; lltis
y Doebley, 1980; Doebley, 1990; Iltis y Benz, 2000; Sanchez et al., 2011). En cambio,
el andlisis de agrupamiento revela una cercana relacion entre los diferentes
teocintles pertenecientes a Z. ssp. parviglumis y Z. ssp. mexicana como ha sido

propuesto por Doebley et al. (1987). Estos resultados no concuerdan con los de
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Wang et al. (2011) quienes si reportaron la separacion de especies y subespecies
como han sido propuestas por Doebley e lltis (1980), litis y Doebley (1980), Doebley
(1990), litis y Benz (2000), Sanchez et al. (2011), analizando un individuo por
poblacion y utilizando también marcadores RAPD; sin embargo, ninguno de los 136
empleados por esos autores corresponde al OPA10 u OPA 20 usados en el presente
estudio, los cuales, de acuerdo a los resultados obtenidos amplifican regiones
conservadas en los genomas de los diferentes taxa de Zea. La evolucion asincronica
de diferentes regiones del genoma, reportada por varios autores (Graur y Li, 2000),
podria explicar las diferencias encontradas entre los resultados de Wang et al. (2011)
y los encontrados en el presente estudio con marcadores RAPD.

Una tendencia de agrupacion por poblacion se puede observar en el dendrograma de
la Figura 7. En poblaciones como 638 (Zea mays ssp. mexicana raza Chalco), 551
(Z. diploperenis), 669 (Z. mays ssp. parviglumis raza Balsas), 666 (Balsas), y 643 (Z.
mays ssp. parviglumis raza Balsas) los individuos de cada una de ellas presentan el
mismo perfil de amplificacion correspondiente a su poblacion. Lo anterior sugiere que
los marcadores RAPD utilizados podrian ser marcadores utiles para la tipificacién de
poblaciones de Zea.

Los grupos que se sefalan en el dendrograma de la Figura 7 muestran una
tendencia de agrupamiento de poblaciones por regiones geogréficas. El grupo 1
comprende dos poblaciones de Michoacan (450, Mesa Central; y 517, Balsas), una
de Morelos (474, Balsas), una de Guerrero (487, Balsas), y una de Oaxaca (483,
Balsas). El grupo 2 comprende tres poblaciones de Jalisco (201, Balsas, 232, Balsas,
y 546, Balsas), una de Michoacan (426, Mesa Central), una de Guanajuato (447,
Mesa Central), y una del Estado de México (638, Chalco). El grupo 3 incluye tres
poblaciones del Estado de México (638, Cahlco; 635, Chalco; y 615, Chalco), la
poblacién 501 de Zea diploperennis de Jalisco, una de Puebla (623, Chalco), y una
de Chihuahua (607, Nobogame). En el grupo 4, se incluyen nueve poblaciones de
Guerrero (679, 657, 650, 666, 669, 654, 661, 646, 643, todas de la raza Chalco), y un
individuo de la poblacion 674, Balsas, del Estado de México. El grupo 5 incorpora
una poblacion de Nicaragua (919, Z. nicaraguensis), y dos de Guatemala (H1,

Huehetenengo, y G3, Z. luxurians), un individuo de la poblacién 674 (Balsas del
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Estado de México), y un individuo de la poblacion 684 (Balsas de Michoacén). El
grupo 6 incluye una poblacion de Michoacéan (684, Balsas), una de Jalisco (685,
Mesa Central), y un individuo de la poblacién 705 (Mesa Central, de Durango). El
grupo 7 comprende una poblacién de Jalisco (694, Z. perennis), una de Nayarit (692,
Z. diploperennis), un individuo de la poblacion 201 de la raza Balsas de Jalisco, uno
de la poblacién 705 (Mesa Central, de Durango), y uno de la poblacion 450 (Mesa
Central, de Michoacén). Por ultimo, el grupo 8 que incluye la poblacién 712 (Z.
perennis, de Michoacan), 710 y 705 (ambas Mesa Central, de Durango), un individuo
de la poblacién 694 (Z. perennis de Jalisco), y un individuo de la 474 (Balsas, de
Morelos). Aunque esa agrupacion de poblaciones de teocintles no corresponde
claramente a la propuesta por otros autores (Fukunga et al., 2005), quienes
reconocen cinco grupos geograficos para Z. mays ssp. parviglumis (Balsas este,
Balsas central, Jalisco, Oaxaca, y sur de Guerrero), y cinco para Z. mays Ssp.
mexicana (Mesa Central, Chalco, Durango, Nobogame, y Puebla), los marcadores
RAPD utilizados en el presente estudio revelaron una tendencia de agrupamiento

similar.
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Figura 7. Dendograma generado a partir de la combinacion de los dos marcadores RAPDs
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5.2 Perfiles fendlicos de polen

Se identifico un total de 19 compuestos fendlicos en las 17 poblaciones de Zea
analizadas. La relacion de los compuestos, indicando la identificacion propuesta, los
tiempos de retencién (TR), la masa exacta (m/z), la formula, y la estructura quimica
se presentan en el Tabla 7. De los 19 compuestos, 15 fueron flavonoles, tres acidos
fendlicos y uno se identificé como flavanona.

Los compuestos 2 ,3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 12, 13,14,15, 17 y 19 estuvieron presentes
en todas las poblaciones analizadas de Zea. Los principales compuestos, por ser los
acumulados en mayor cantidad y por encontrarse en todas las muestras analizadas,
fueron el 4, 6, 8, 9, 10, y 13. La tendencia de acumulacién de fenoles en el polen fue
la misma para todas las poblaciones. En la Figura 8 se muestra el cromatograma de
la poblacion 694, a manera de ejemplo, para mostrar los seis principales compuestos
encontrados y la tendencia de acumulacion de fenoles de todas las poblaciones
analizadas. El compuesto 1 y 11 estuvo presente en todas las poblaciones, excepto
en la poblacion 692 que pertenece a Z. diploperennis. El compuesto 16 solo se
encontré en las poblaciones 650, 654,705 y G3. El compuesto 18 solo estuvo

presente en las poblaciones perennes 692 (Z. diploperennis) y 694 (Z. perennis).

e
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Figura 8. Cromatograma de la poblacién 694 donde se muestran los seis compuestos mas
importantes encontrados en el polen de todas las poblaciones analizadas de Zea. 4:
Quercetina-3-0O-glucosido-7-O-glucosido,  6:  Quercetina-3-soforosido-7-glucosido,  8:
Quercetina-3,3"-O-diglucosido, 9: Isoramnetina-3-O-gentiobiosido, 10: Quercetina rutinosido,
13: Quercetina-3-galactosido
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Tabla 7. Compuestos encontrados en polen con UPLC-MS (TOF)

N° Familia Compuesto TR (min) m/z Error mSiama Formula Estructura
Compuesto posible X£DS Calculada (ppm) 9 molecular
Acido 1- ‘
1 fenslico Cafeilglucosa 3+0.014 341.0878 6.6 5.4 Ci5H170g T
2 Acido vainillin 4.743+0.081 313.0928 1.5 114 CiHyOg
fendlico glucosido
a- T.X
3 Flavonol  Glucopiranosil 5.171+0.086 771.1989 0.4 10.8 C33H39051
rutina Y
I I
Quercetina-3- i
4 Flavonol O-glucosido-7- 6.042+0.083 625.1402 1.7 3.7 Cy/H29017 .~
O-glucosido -~
o
5 Flavonol ~ Quereetinasd-— g .24,5084 5951304 1.2 5.7 CasH2701

vicianosido
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10

Flavonol

Flavonol

Flavonol

Flavonol

Flavonol

Quercetina 3-
sophorosido 7-
glucosido

Isoramnetina
3-sophorosido-
7-glucosido

Quercetina-
3,3-0-
diglucosido

Isoramnetina
3-0O-
gentiobiosido

Quercetina
rutinosido

7.122+0.078

7.349+0.072

7.873+0.076

8.173+0.065

8.553+0.156

787.1938

801.2095

625.1429

639.1567

609.1461

0.8

15

0.9

11

0.5

9.9

8.6

3.2

4.5

3.8

C33H39022

C34H4102,

C27H 29017

CZBH31017

C27H 29016
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11 Flavonol ~ Canferol3-B- 4 593,0060 593.1511 0.8 89  CyHyeOie
rutinosido .
I -~
- i
Isoramnetina
12 Flavonol 3-0O-3- 9.376+0.063 623.1617 1.2 8.3 CysH31015
rutinosido b )
! .
i
13 Flavonol ~ Quercetinas-— g .15,0102 463.0882 0.8 6.4 CyiH16010
galactosido
Quercetina 3-
14 Flavonol .G_L_ 10.089+0.072 433.0776 4 8.9 CyoH17011 A
arabinofuranos : i
ido
N
o CH——CE—C0,H
Acido . .
15 fenoli Acido ferllico 10.273+0.077 193.0506 4.6 12.2 C1oHoO4
endlico ™

HO
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16

17

18

19

flavonol

flavonol

flavonol

Flavanona

Quercetina
ramnosido

Isoramnetina
3-0-D-
glucosido

Quercetina

Naringenina

10.537+0.461

10.669+0.053

14.499+0.033

17.307+0.127

447.0932

477.1038

301.0354

271.0612

2.7

4.9

3.4

22.5

9.8

3.9

9.4

C21H19011

C22H 21012

Ci5HO7

ClSHlloS
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De los 19 compuestos el numero 8, Quercetina-3,3’-O-diglucosido, fue el principal
compuesto, ya que se encontré presente en todas las poblaciones analizadas y a la
mayor concentracion. Ceska y Styles (1984) también reportaron este compuesto
como el principal en el polen de maiz, ademas de canferol-3-O-glucosido (formula:
C21H20011, peso molecular: 448.38), sin embargo, de acuerdo a los resultados del
presente estudio, en el polen de teocintle se encontré canferol-3-B-rutinosido como el
anico glicésido de canferol (compuesto 11, Tabla 7). Estos mismos autores
reportaron la ausencia de flavonas en el polen del maiz, lo que los resultados del
presente estudio confirmaron. Ceska y Styles (1984) también reportaron cuatro
glicésidos de isoramnetina, contrario a lo que reportaron Pollak et al. (1995), quienes
no encontraron isoramnetina en el polen de maiz. En el presente estudio, un solo
derivado de canferol se encontr6 en polen de todas las poblaciones de teocintle.
Derivados de esos mismos flavonoides, canferol, quercetina, e isoramnetina, han
sido encontrados en el polen de Echium platagineum (Boraginceae) (Ferrres et al.,
2010).

Los flavonoles glicosidos son los mas comunes en el polen (Campos et al., 2002), los
que se encuentran mas frecuentemente son los derivados de quercetina,
isoramnetina y canferol (Campos, 1997; Almaraz-Abarca et al., 2004; Almaraz-
Abarca et al., 2007). En este trabajo, de los 19 compuestos propuestos fendlicos
encontrados, 9 fueron derivados glicésidos de quercetina, cuatro fueron derivados
glicésidos de isoramnetina, y uno fue derivado glicésido de canferol.

Tao et al. (2011) reportaron un total de 11 compuestos fendlicos en el polen de
Typha angustifolia (Typhaceae), siendo el compuesto principal un derivado ramnosil
rutinésido de isoramnetina, y en menor concentracién esos autores reportaron dos
derivados de quercetina, tres derivados de canferol, dos mas derivados de
isoramnetina (excluyendo el compuesto principal), una quercetina aglicona, y una
flavanona (naringenina). Estos dos ultimos compuestos también fueron encontrados
en este estudio, la quercetina aglicona solo en el polen de la poblacion 692 que
pertenece a la especie Z. diploperennis y en el de la 694 que pertenece a Z.
perennis. La naringenina estuvo presente en el polen de todas las poblaciones de

Zea analizadas. Sin embargo algunos autores (Delalonde et al., 1996), basandose en
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datos de espectrometria UV, reportaron seis flavonoles glicésidos y la quercetina
aglicona como componentes de las anteras de maiz, y citan a Ibrahim (1965) el cual
también hace mencion de este compuesto en el polen de Zea mays.

Existen pocos reportes sobre la presencia de flavonoides agliconas en el polen, entre
ellos estan los de Campos et al. (1997) en Eucalyptus globulus y Campos et al.
(2002) en el polen de Myrtaceae.

Los flavonoides desempefian importantes papeles en las plantas (Winkel-Shirley,
2001), en particular los flavonoides de canferol y quecetina son fundamentales en
varias especies, incluyendo maiz (Mo et al., 1992) para que el desarrollo y la
germinacion del tubo polinico pueda llevarse acabo.

De acuerdo a los resultados del presente trabajo, podemos observar que hay un
dominio de los glicésidos de quercetina sobre los glicosidos de canferol en el polen
de las diferentes poblaciones de teocintle analizadas (Tabla 7), por lo que se puede
sugerir que la quercetina probablemente desempefie un papel similar en la
germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico en los teocintles.

Los flavonoides son los fenoles con mayor importancia como marcadores
quimiotaxonémicos (Markham, 1982; Herrera y Bain, 1991; Campos y Markham,
2007; Almaraz-Abarca et al., 2004), pero los acidos fendlicos también poseen cierto
valor como marcadores quimicos (Van Sumere, 1989), y pueden acumularse en
niveles significativos en los tejidos vegetales (Tamagnone et al., 1998). El polen de
algunas plantas es particularmente rica en acidos fendlicos (Campos, 1997; Almaraz-
Abarca et al., 2004; Almaraz-Abarca et al., 2007), pero puede estar completamente
ausente en el polen de otros (Almaraz-Abarca et al., 2009).

El polen de las diferentes poblaciones de teocintle se obtuvieron de plantas que
crecieron en invernadero por lo que estuvieron sometidas bajo las mismas
condiciones ambientales, esto lo podemos relacionar a que las diferencias
encontradas en los perfiles fenolicos de polen son el resultado de las diferencias
genéticas, ya que cada via biosintética es comandada por un orden secuencial
definido, de acuerdo con Heller y Formann (1994) ese orden es especifico para cada

especie vegetal, y para muchos de los pasos individuales, existen genes
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estructurales que codifican las enzimas que participan directamente en la formacion
de flavonoides (Forkmann, 1994).

Para el andlisis fenético de cluster se elabor6é una matriz de datos considerando la
presencia/ausencia de cada uno de los 19 compuestos encontrados vs. cada una de
las poblaciones analizadas. El dendrograma obtenido a partir de este analisis se
muestra en la Figura 9. En él se observan cinco grupos. Zea diploperenis se agrup6
sola en un cluster, las dos poblaciones de Z. perennis formaron juntas otro grupo, las
dos subespecies, parviglumis y mexicana, forman de manera mezclada los otros tres
grupos. Zea luxurians, que de acuerdo a Doebley e lltis (1980) forma junto con Z.
perennis y Z. diploperenis la seccion Luxuriantes del género Zea, no se inlcuyd en
ninguno de los grupos de Z. perennis ni Z. diploperennis, sino que formé parte del
grupo de parviglumis (650 y 654) y mexicana (705). Estos resultados no estan de
acuerdo con la division del género Zea en la seccion Zea y la seccién Luxuriantes
propuesta por Zimmer et al. (1988), Purugganan y Wesler (1994), Buckler y
Holstsford (1996), Tiffin y Gaut (2001).

Los perfiles fendlicos del polen pueden llegar a discriminar taxa a niveles
infraespecificos, como en el género Equisetum subgénero Equisetum (Veit et al.,
1995); sin embargo, de acuerdo a los resultados del presente estudio, los perfiles
fendlicos del polen de las subespecies mexicana y parviglumis no permiten la

discriminacion entre ambas.
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Figura 9. Agrupamiento de las diferentes poblaciones de Zea, de acuerdo a los perfiles
fendlicos de polen (B= raza Balsas, MC= raza Mese Central, Ch= raza Chalco, N= raza
Nabogame, lu= Z.luxurians, di= Z. diploperennis, pe= Z. perennis).
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5.3 Perfiles fendlicos de hoja

Se identificd un total de 55 compuesto fendlicos en las hojas de las poblaciones de
Zea analizadas. De ellos, 24 fueron flavonas, 18 flavonoles, 10 acidos fendlicos, una
isoflavona, una teaflavina y un flavanol. Los datos obtenidos del analisis UPLC-MS-
TOF para cada uno de los 55 compuestos se muestran en el Tabla 8. De todos los
compuesto encontrados los compuestos 1, 2, 3, 5, 10, 21, 26, 30, 32, 33, 40, 41, 43,
50, 51, 52, 53, 54, y 55 est&n presentes en todas las poblaciones analizadas en Zea,
de estos 19 compuestos, ocho fueron los principales, ya que aparte de estar en todas
las poblaciones analizadas, fueron los que se cumularon a una concentracion mayor.
En la Figura 10 se muestra el cromatograma de la poblacion 694, como ejemplo para

mostrar los ocho compuestos principales.

Irtens,

1
4 4

10

S, 0 I 2 Tme [min]
Figura 10. Cromatograma correspondiente al tejido foliar de la poblacion 694 (Zea perennis),
en el que se muestran los ocho compuestos principales encontrados en tejido foliar de todas
las poblaciones. 1: Acido cloragénico, 10: Canferol 3-O-B-rutinosido, 33: Maisina, 40:
Diosmetina 7-O-ramnosil (1—6)-glucosido, 50: Teaflavina, 52: Tricina 4"-O-(eritro-p-
guaicilgliceril)ether, 53: 3'5"-O-Dimetiltricetina, 55: Epicatequina 3-O-galato
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Tabla 8. Compuestos encontrados en tejido foliar por UPLC-MS (TOF)

N° Eamilia Compuesto TR (min) m/z Error mSiama Formula Estructura
compuesto posible X+DS calculada (ppm) 9 molecular
1 Acido  Acido cloragenico g 30,0179  353.088 1.1 43  CiHiOg ~
fenolico (Isbmero 1)
Acido 2-O-trans-Cafeoil 2 R
2 fendlico (Isémero 1) 6.116+0.343 369.046 0.8 24 C15H13011 IS,
3 Acido — Acido cloragenico ¢ ag5,0 050  353.088 1 55  CioHisOs
fendlico (Isbmero 2)
Acido Acido clorogénico
4 fendlico (Isémero 3) 6.634+0.059  353.088 1.9 1.2 C16H1709
5 Acido Acido 3- 6.784:0.054  367.103 0.7 28  CyHiOs . =
fendlico feruloilquinico |
Quercetina
6 Flavonol rutinosido 6.976x0.081 609.146 0.7 19 Co7H29016 ’
(Isémero 1) Nt e
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10

11

12

13

14

Flavonol

Acido
fenolico

Flavona

Flavonol

Acido
fenolico

Flavonol

Acido
fendlico

Flavona

Canferol 3-O-B-
rutinosido
(Isémero 1)

2-O-trans-Cafeoll
(Isbmero 2)

Apigenina 8-C-a-

L-arabinosido 6-C-

B-D-glucosido
(Isbmero 1)

Canferol 3-O-f3-
rutinosido
(Isémero 2)

Acido 3,5-
Dicafeilquinico

Quercetina
ramnosido
(Isbmero 1)

Acido 3-
feruloiquinico
(Isémero 2)

Apigenina 8-C-a-

L-arabinosido 6-C-

B-D-glucosido
(Isémero 2)

7.214+0.059

6.623+0.011

7.972+0.065

8.015+0.037

8.290+0.172

8.171+0.057

8.239+0.038

8.724+0

593.151

369.046

563.141

593.151

515.12

447.093

367.103

563.141

0.9

0.9

0.9

5.3

11

0.8

0.1

7.9

6.8

19.6

51

5.3

15.7

C27H29015

ClSH 13011

C26H27ol4

C27H29015

CZSH23012

CZlH 19011

C:17H 1909

C26H27Ol4
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15 Acido 2-O-trans-feruloil ~ 7.817+0.045  383.061 2.1 5.9 C16H15011
fendlico
Canferol 3-O-a-L-
ramnopiranosil-
(1—6)-B-D-
16 Flavonol galactopiranosil 7- 8.574+0 739.209 1.2 3.6 Ca3H39010 "
O-a-L- ’
ramnopiranosido ol
Canferol 3-O-
17 Flavonol ramnosido 7-O- 8.638+0.083 577.156 2.5 6.4 Cy7H29014
ramnosido ~
Acido B-D-
18 Flavona  Glucopiranosiduro 8.899+0.022 681.131 0.3 4 Ca9H29019
nico
Canferol 3-O-
19 Flavonol ~ 'amnosido7-O- g g50.0948 577156 1.6 62  CyHyeOw
ramnosido
(Isémero 2)
20 Acdo ool glucosido 9.126+0 385114 0.2 46  CpHnO
fendlico potg e : ' ' 1rtia1~10
Quercetina
21 Flavonol rutinosido 9.122+0.046 609.146 0.6 4.3 Cy7H9015
(Isbmero 2)
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22

23

24

25

26

27

28

Flavona

Flavonol

Flavona

Flavonol

Flavonol

Flavonol

Flavonol

Apigenina 7-O-
glucosido

Canferol 3-O-
ramnosido 7-O-
ramnosido
(Isbmero 3)

Mirificina

Quercetina 3-
galactosido

Canferol 3-O-B-
rutinosido
(Isémero 3)
Canferol 3-O-
ramnosido 7-O-
ramnosido
(Isébmero 4)

Isoramnetina 3-O-

B-rutinosido

9.273+0.043

9.382+0.039

9.661+0.025

9.705+0.061

9.977+0.036

10.129+0.019

10.102+0.042

431.098

577.156

547.146

463.088

593.151

431.098

623.162

15

0.1

0.9

0.5

0.3

0.2

0.8

6.6

8.5

8.2

9.4

52

8.3

C21H19010

C27H29014

C:26H27C)l3

CZlH 19012

CZ7H29015

C:21H 19010

CZBHBIOIG
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29

30

31

32

33

34

35

36

Flavona

Flavonol

Flavonol

Flavonol

Flavona

Flavona

Flavonol

Flavona

Isoscutelareina 7-
0O-(2"-0-6"-0O-
acetil-B-D-
alopiranosil-B-D-
glucopiranosido

Canferol 3-O-f3-
rutinosido
(Isbmero 4)
Quercetina
ramnosido
(Isémero 2)
Canferol 3-O-f3-
rutinosido
(Isémero 5)

Maisina

Tricina 7-O-
glucosido
(Isémero 1)

Canferol 3-O-
ramnosido 7-O-
ramnosido
(Isbmero)
Tricina 7-O-
glucosido
(Isbmero 2)

10.274+0.008

10.495+0.032

10.596+0.050

10.752+0.029

10.831+0.034

10.975+0.012

11.079+0.018

11.528+0.030

651.157

593.151

447.093

593.151

575.141

491.12

431.098

491.12

2.7

0.6

0.1

1.2

1.9

0.4

15

111

4.4

8.6

5.6

3.6

11

1.6

C29H3lol7

Co7H2015

C:21H 19011

C27H29015

C27H27ol4

CZBH23012

CZlH 19010

C23H23012
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37

38

39

40

41

42

43

Flavona

Flavonol

Flavona

Flavona

Flavona

Flavona

Flavona

Apimaisina
(Isémero 1)

Canferol 3-O-
ramnosido 7-O-
ramnosido
(Isbmero)
Apimaisina
(Isémero 2)

Diosmetina 7-O-
ramnosil(1—6)-
glucosido
(Isbmero 1)

6"-Acetylapiina

Tricina 4'-O-
(erithro-3-
guaiacilgliceril)
ether 7-O-
glucopiranosido
(Isbmero 1)
Diosmetina 7-O-
ramnosil(1—6)-
glucésido
(Isbmero 2)

11.662+0.126

11.740+0.016

12.197+0.338

11.874+0.16

12.481+0.023

12.588+0.023

12.681+0.019

559.146

431.098

559.146

607.167

605.151

687.193

607.167

1.4

0.1

13

0.7

1.6

0.6

0.6

15.7

2.8

10.3

2.3

12.3

10.3

9.3

C27H27013

C21H19010

C27H27013

C28H31015

CZBHZQOIS

CB3H35016

C28H31015
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44

45

46

47

48

49

Flavona

Flavona

Flavona

Isoflavona

Flavona

Flavona

Tricina 4'-O-
(eritro-B-
guaiacilgliceril)
eter 7-O-
glucopiranosido
(Isbmero 2)
Tricina 4'-O-
(eritro-B-
guaiacilgliceril)
eter 7-O-
glucopiranoside
(Isbmero 3)

Acacetina-7-O-3-
D-rutinosido

Daidzeina 8-C-
glucésido

Tricina 7-O-
neohesperidosido

5,3'-Dihidroxi-
6,7,4'-
trimethoxiflavona

13.069+0.035

13.385+0.343

13.335+1.242

14.482+0

14.766x0

15.319+0

687.193

687.193

591.172

415.103

637.177

343.082

1.7

0.5

2.2

0.6

10.9

2.8

4.9

3.4

6.4

11.6

C33H35016

C33H35016

C28H31014

C:21H 1909

CZQH33016

C18H1507

i 0 OH
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50

51

52

53

54

55

Teaflavina

Flavona

Flavona

Flavona

Flavona

Flavanol

Acido teaflavico

4'5,6,7,8-
Pentamethoxiflavo
na (Tangeritina)

Tricina 4'-O-
(erithro-3-
guaiacilgliceril)
eter (Isomero 1)

3',5'-0O-
Dimethiltricetina;

Tricina 4'-O-
(erithro-B-
guaiacilgliceril)
eter (Isomero 2)

Epicatequina 3-O-
galato

15.832+0.041

16.085+0.084

17.304+0.051

17.450+0.067

18.331+0.054

21.581+0.025

427.067

371.114

525.14

329.067

525.14

441.083

0.7

0.7

0.4

1.8

0.5

0.3

9.5

5.3

3.8

5.3

6.5

c:21H 15010

CZOH 1907

C27H25011

C:17H 1307

C:27H25C)ll

CZZH 17010
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Algunos compuestos se encontraron Unicamente en una poblacion, como el 16 y el
48 solo presentes en el tejido foliar de la poblacion G3 (Z. luxurians), y como el 16 y
el 20, solo presentes en el de la poblacion 692 (Z. diploperennis). Otros, como los
compuestos 18, 28, y 42 estuvieron ausentes de las muestras de las poblaciones
692y G3, 692y 694, y G3, respectivamente.

De acuerdo a los resultados de la composicion fendlica, las hojas de las poblaciones
silvestres de teocintle tienen un numero mayor y una diversidad mas alta de
compuestos que su respectivo polen.

Una de las principales funciones de los flavonoides en las plantas es proteccion
contra radiacion UV, impidiendo sus efectos nocivos en los tejidos internos y la
defensa ante le herbivorismo. En este andlisis se encontraron dos compuestos, los
cuales fueron los que se acumularon en mayor cantidad en los tejidos foliares de
Zea, el acido cloragénico (1, 3, y 4) y el compuesto 33, una flavona llamada maisina
(Tabla 8 y Figura 10). Elliger et al. (1980a) la describieron como una flavona C-
glicosido, presente en los estigmas de maiz de la raza Zapalote Chico, la cual inhibe
el crecimiento y el desarrollo larvario del gusano de la mazorca del maiz (Heliotis
zea); el nombre quimico de la maisina, determinado por esos mismos autores fue 2”-
O-a-L-ramnosil-6-C-(6-desoxi-xilo-hexos-4-ulosa)-luteolina.

Diferentes flavonoides confieren resistencia a los ataques de insectos en varias
especies de plantas. Las flavonas O-glicosidos y las flavonas agliconas son
compuestos importantes en contra del desarrollo de Heliothis virescens, H. zea y
Pectinophora gossypiella en capullos de plantas de algodon, y los taninos contra el
atague de insectos en roble (Elliger et al., 1980b).

Snook et al. (1989) encontraron niveles mas altos de maisina en los estigmas de
maiz de la raza Zapalote Chico y en los de un teocintle anual (Zea mayz ssp.
mexicana) que en lineas de maiz resistente al gusano de la mazorca y al gusano
cogollero; el maiz Zapalote Chico presentd un nivel relativo del contenido de maisina
de 6.30 % del peso seco, el teocintle de 5.49 %, y las lineas mejoradas de maiz
variaron del 3.72 al 0.01% en su contenido de miasina.

Gueldner et al. (1991) mencionan que la maisina también se encuentra en las hojas

de maiz, teocintle y la especie de pasto Eremochloa ophiuridae, todas las cuales son
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resistentes a las dos principales plagas de insectos de maiz (gusano cogollero y
gusano de la mazorca) en el sureste de Estados Unidos, plagas que se alimentan en
el verticilo de las plantas de maiz, ya que en esa parte de la planta, la acumulacién
de maisina es baja, contrariamente a los niveles en los que se acumula ese
compuesto en las puntas de las hojas que crecen justo debajo de donde nace el
fruto.

Posteriormente se reporté que ademas de la maisina, el acido cloragénico, que fue
encontrado como componente foliar en todas las muestras de Zea analizadas en
este trabajo (Tabla 8), también inhibe el desarrollo del gusano cogollero y el gusano
de la mazorca; esa propiedad de la maisina y del acido cloragénico se le atribuye a la
presencia de un grupo o-dihidroxilo, en ambos compuestos (Gueldener et al., 1992).
En ese mismo trabajo se analizaron muestras de hoja y de estigmas de plantas de
maiz, encontrando mayor concentracion de maisina en hoja (2.21 a 0.06%) que en
estigmas (0.320 a 0.0565). En el presente trabajo la presencia de maisina se detecto
en todas las poblaciones analizadas de tejido foliar de Zea, la concentracién relativa
de este compuesto vario de 4 a 2.8, y la del acido cloragénico vari6é de 4 a 1.7.

Por la importancia de la maisina como sustancia de defensa contra el ataque de
plagas importantes del maiz, se han realizado trabajos relacionados a la regulacion
de la expresion de ese compuesto. Goettel y Messing (2010) investigaron sobre los
genes duplicados pl y p2 en el maiz, ya que ambos genes codifican un factor de
transcripcion implicado en la sintesis de maisina, ademas el gen pl también controla
la acumulacion de pigmentos rojizos en tejidos florales.

Otros compuestos que fueron reportados en plantas de maiz fueron los compuestos
2-O-trans-cafeoil y 2-O-trans-feruloil por Ozawa et al.(1977); esos autores mencionan
gue los esteres fendlicos son compuestos nuevos que no habian sido reportados
previamente; el rol fisioldégico de estos esteres en los tejidos de las plantas es incierto
aun. Estos dos compuestos 2-O-trans-cafeoil (compuesto 2 y 8) y 2-O-trans-feruloil
(Compuesto 15) fueron encontrados en casi todos los tejidos foliares de las plantas
de Zea analizados en el presente estudio.

Entre los trabajos realizados en especies que pertenecen a la misma familia que el

género Zea se encuentra el de Jiao et al. (2007), en hojas de bambu, quienes
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reportan el compuesto 3',5"-O-dimetiltricetina. Este compuesto fue encontrado en el
tejido foliar de todas las poblaciones de Zea analizadas en el presente estudio. Otros
dos compuestos que no habian sido reportados previamente para el género Zea pero
si para la familia Poaceae son los compuestos diastereoisomeros tricina-4'-O-(eritro-
B-guaiacilgliceril)-éter-7-O-glucopiranosido, tricina-4'-O-(treo-B-guaiacilgliceril)-éter-7-
O-glucopiranosido, tricina-4'-O-(eritro-p-guaiacilgliceril)-éter, y tricina-4'-O-(treo-p-
guaiacilgliceril)-éter (Bouaziz et al., 2002); esos mismos autores realizaron un trabajo
en hojas de Hyparrhenia hirta donde encuentran las cuatro formas isoméricas y
reportan que 7-O-glucosidos son los primeros glucosidos de flavonas que se
encuentran como producto natural. En el presente trabajo fueron encontrados ambos
compuestos en forma eritro (tricina-4'-O-(eritro-B-guaiacilgliceril)-éter-7-O-
glucopiranosido y tricina-4'-O-(eritro-p-guaiacilgliceril)-éter) (Tabla 8). Los trabajos de
Colombo et al.(2006) y Vila et al.(2008) en cafa de azUcar (Saccharum officinarum
L.) reportan esos compuestos diasteroisémericos en hojas, asi como también otros
tres compuestos que coinciden con los encontrados en el presente trabajo en
algunas poblaciones de Zea, como la tricina-7-O-neohesperidosido (compuesto 48),
tricina-7-O-glucosido (compuestos 22 y 34), y apigenina-8-C-a-L-arabinosido-6-C-[3-
D-glucosido (compuestos 9 y 14). Estos compuestos tricina-4'-O-(eritro-3-
guaiacilgliceril)-éter, y tricina-4'-O-(treo-B-guaiacilgliceril)-éter diastereocisomeros
también fueron reportados por primera vez para sorgo (Sorghum halepense) por
Huang et al. (2010).

Uno de los mas recientes estudios sobre compuestos fendlicos de especies de
poaceas es el de Mohanlal et al. (2012), quienes realizaron un estudio en una
variedad de arroz asiatico (Oryza sativa L. var. Njavara); esos autores presentan
estudios citotoxicos que revelan por primera vez que la tricina-4'-O-(eritro-B-
guaiacilgliceril)-éter, y la tricina-4'-O-(treo-B-guaiacilgliceril)-éter inducen apoptosis en
tres lineas celulares de cancer.

Para el andlisis fenético de cluster se elaboré una matriz de datos considerando la
presencia/ausencia de cada uno de los 55 compuestos encontrados vs. cada una de
las poblaciones analizadas. El dendrograma obtenido a partir de ese analisis se

muestra en la Figura 11, donde se puede observar la formacion de tres grupos
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principales A, B y C. En el primer grupo se agrupan todas las poblaciones de la raza
Balsas pertenecientes a la misma susbespecie (parviglumis) en este mismo grupo A

se agrupo la poblacion G3 (Z. luxurians).

B 0 O N O U oA W N

G3lu |

— 483B

—232B

——6698 [ Grupo A

— 654B

——201B

—684B

—

—692dl

— Grupo B

—694pe

———705MC |

— 710MC

— 447MC

—623Ch — Grupe C

650B

607N

—635Ch

Figura 11. Agrupamiento de las diferentes poblaciones de Zea de acuerdo a sus perfiles
fendlicos foliares (B= raza Balsas, MC= raza Mese Central, Ch= raza Chalco, N= raza
Nabogame, lu= Z.luxurians, di= Z. diploperennis, pe= Z. perennis).
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En el segundo grupo B se agruparon las poblaciones 692 (Z. diploperennis) y 694 (Z.
perennis) ambas pertenecientes a la seccidn Luxuriantes. En el grupo C se
agruparon las poblaciones pertenecientes a la subespecie mexicana, sin embargo
una poblacién de la raza Balsas (650) se incluy6 dentro de este grupo.

Los resultados de la composicién fendlica foliar obtenidos en el presente trabajo
apoyan parcialmente la division actual del género Zea, que ha sido aceptada por
varios autores (Doebley e lltis, 1980; lltis y Doebley, 1980; Doebley, 1990; Iltis y
Benz, 2000; Sanchez et al., 2011). Sin embargo la secciéon Luxuriantes propuesta por
Doebley e lltis (1980) no es apoyada, ya que la especie que la poblacién G3 (Z.
luxurians) se ubicd fuera del grupo B donde se encuentran Z. perennis y Z.
diploperennis, las otras dos especies de la seccion Luxuriantes. El perfil fendlico de
hoja de la poblacién G3 sugiere una relacibn mas cercana entre Z. luxurians y la raza
Balsas ssp. parviglumis, que con Z. perennis y Z. diploperennis.

Tiffit y Gaut (2001) también reportaron una relacion mas estrecha entre Z. luxurians y
Ssp. parviglumis que entre Z. luxurians y Z. perennis y Z. diploperennis, utilizando la
variabilidad de secuencias de ADN en cuatro loci nucleares. Zimmer et al. (1988),
Purugganan y Wesler (1994), Buckler y Holstsford (1996), y Tiffin y Gaut (2001)
basandose en varios tipos de datos moleculares, proponen que la seccion
Luxuriantes no es un grupo natural. Los resultados del presente trabajo representan
fundamentos quimicos para apoyar la propuesta hecha por estos autores.

Los perfiles fendlicos foliares también han sido utilizados en estudios de otras
especies de Poaceae, como el de Herrera y Bain (1991), quienes reportaron 22
flavonoides encontrados en las hojas del complejo de Muhlenbergia montana
(Poaceae), riqueza de compuestos fendlicos que fue menor a la encontrada para las
hojas de Zea en el presente trabajo. Herrea y Bain (1991) encontraron patrones de
flavonoides distintos para todas las especies perennes y patrones idénticos para dos
especies anuales; el analisis fenético conforme a los compuestos encontrados
revelaron que no es compatible la inclusion de dos especies anuales, Muhlenbergia
crispiseta y Muhlenbergia peruviana, como parte del complejo Muhlenbergia
montana. Los perfiles fendlicos de hoja encontrados en los taxa de Zea analizados

permitieron discriminar dos especies de la seccion Luxuriantes (Z. perennis y Z.
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diploperennis), ubicandolas en un grupo separado de otros dos grupos, cada uno
incluyendo Z. mays ssp. mexicana y a Z. mays ssp. parviglumis, permitieron también
diferenciar entre estas dos Ultimas. La pertenencia de Z. luxurians a la seccion

Luxuriantes, no fue sustentada (Figura 11), como tampoco lo fue con los perfiles
fendlicos de polen ni con los marcadores RAPD.
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VI. CONCLUSIONES

Los marcadores RAPDs representan una herramienta accesible en términos
econodmicos y practicos para el andlisis de la variabilidad genética de Zea.

El numero de bandas amplificadas (47) con los dos marcadores RAPD (OPA10 y
OPAZ20) fueron todas polimoérficas.

La variabilidad genética de las poblaciones de Zea analizadas, detectada por los
marcadores RAPD OPA10 y OPA20 fue baja, en relacion a otros marcadores como

las izoenzimas, SSRs, y otros iniciadores RAPD.

Las secuencias que los marcadores OPA10 y OPA20 amplifican probablemente
correspondan a secuencias conservadas (de baja variabilidad) de los genomas de

Zea.

Los perfiles de amplificacion RAPDs para este trabajo, no permitieron discriminar
claramente entre las diferentes especies y subespecies de Zea, ni entre las dos

secciones del género.

Los iniciadores OPA10 y OPA20 generaron perfiles de amplificacion con una
tendencia poblacién-especifica, por lo que podrian ser valiosos para la tipificacion de

poblaciones de teocintle.

Esos mismos iniciadores agrupan las diferentes poblaciones de teocintles analizadas
en grupos que corresponden a diferentes regiones geograficas.

El polen de las poblaciones silvestres de Zea son ricas en compuestos fenolicos (19
fenoles), sobre todo en flavonoles glicosidos derivados de quercetina e isoramnetina.
Seis compuestos principales (Quercetina-3-0O-glucosido-7-O-glucosido, Quercetina-3-
soforosido-7-glucosido, Quercetina-3,3"-O-diglucosido, Isoramnetina-3-O-
gentiobiosido, Quercetina rutinosido, Quercetina-3-galactosido) estuvieron presentes
en el polen de todas las muestras analizadas. Los perfiles fendélicos de polen fueron
muy semejantes para todas las poblaciones, al igual que la tendencia de
acumulacion, y solamente diferencias en la presencia de compuestos menores,

permitieron discernir cierto grado de variabilidad en el género.
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El analisis fenético de los perfiles fendlicos de polen no hizo una separacion clara de
las ssp. mexicana y ssp. parviglumis, ya que ambas presentaron perfiles polinicos
iguales. Estos resultados no concuerdan con la division actual de la especies Zea
mays. Tampoco apoyan la division del género en las dos secciones reconocidas, ya
que Z. luxurians, ubicada actualmente en la seccion Luxuriantes, se agrupo con ssp.
mexicana y ssp. parviglumis, en vez de con las otras dos especies (Z. perennis y Z.

diploperennis) ubicadas en esa seccion.

El tejido foliar de todas las poblaciones silvestres de Zea presenta una mayor
diversidad quimica que el polen. Del total (55) de los compuestos foliares, los
derivados glicésidos de flavonas, principalmente de apigenina y tricina, fueron los
predominantes. Entre los componentes foliares resaltan la maisina y el acido
cloragénico, dos compuestos importantes por su toxicidad a insectos plaga del maiz.
Esos perfiles presentaron mayor diversidad que los de polen, aunque la tendencia de
acumulacion fue igual para todas las muestras. Diecinueve de esos compuestos

estuvieron presentes en el tejido foliar de todas las poblaciones.

El perfil fendlico de hoja presentdé mas variabilidad existente que el polen, por lo que
el analisis fenético de los perfiles permitié discriminar entre las dos subespecies de la
seccién Zea, ya que tanto ssp. parviglumis y ssp. mexicana formaron grupos
separados, lo que concuerda con lo reportado por varios autores para esa seccion
del género Zea. Sin embargo este analisis no apoya claramente el reconocimiento de
la seccidén Luxuriantes, apoyando la propuesta de que esa seccidn no es un grupo
natural, ya que en los resultados del andlisis fenético Zea luxurians se agrup6 con
ssp. parviglumis en vez de con Z. perennis y Z. diploperennis, las otras dos especies

de la seccién Luxuriantes, que si formaron un solo grupo.

Los perfiles fendlicos foliares por tener mayor variabilidad quimica pueden ser una
herramienta importante y pueden utilizarse como marcadores quimiotaxonomicos

para este género.
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VIl. RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

Durante la realizacion del presente trabajé se han abierto posibilidades para trabajos
futuros, los cuales podrian incluir estudios fitoquimicos mas complejos en tejidos
foliares de teocintles para poder determinar actividades biolégicas de cada uno de
los compuestos encontrados. Debido a la gran riqueza de compuestos fendlicos
encontrados en el tejido foliar de las poblaciones silvestres de teocintle, seria
importante realizar estudios para incorporar algunos de esos caracteres quimicos
(importantes por su actividad antioxidante y por conferir resistencia contra el ataque
de insectos) en nuevas variedades de maiz. Continuar realizando investigaciones
sobre los compuestos quimicos del polen de teocintles resultaria también importante,
ya que los compuestos mayoritarios (glicésidos de quercetina) tienen una gran
actividad bioldgica como antioxidantes.

El uso de un nimero mayor de marcadores moleculares, incluyendo también un
namero mayor de individuos por poblacion seria relevante para estudios de
variabilidad genética que contemplara estimaciones de identidad genética, distancia
genética, flujo génico, y coeficiente de diferenciacién, para poder hacer propuestas

de limites especificos dentro del género Zea.
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Anexo 1. Cromatogramas
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Cromatogramas de hoja
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