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RESUMEN 

En los estudios realizados en el IMAREFI (Instituto de Manejo y 

Aprovechamiento de los Recursos Fitogenéticos) sobre factores gametofíticos 

de incompatibilidad genética en líneas e híbridos de maíz, así como de 

teocintle como pariente cercano del mismo, se ha recurrido a la caracterización 

de los materiales en estudio con diferentes marcadores genéticos. El objetivo 

del presente trabajo fue detectar la posible asociación de un marcador aleatorio 

del tipo de los ISTR con los factores gametofíticos de incompatibilidad en 

estudio. 

Los factores gametofíticos de incompatibilidad se refiere 

específicamente a los alelos que se expresan en la generación gametofítica de 

las plantas. Los factores gametofíticos en maíz son numerosos y han sido 

reportados en al menos 1 O regiones cromosómicas de ocho de los diez 

cromosomas del maíz (De la Cruz . 2007). 

Los ISTRs (lnverse Sequence Tagged Repeat) son marcadores basados 

en secuencias de retrotransposones que son elementos genéticos que se 

mueven dentro del genoma de un organismo vía ARN. Existen en la mayoría 

de las plantas y son secuencias que se auto-replican y reinsertan en diferentes 

partes del genoma (Rhode, 1996). Los polimorfismos que detectan pueden ser 

utilizados para construir patrones de comparación útiles en la identificación de 

variedades y en la caracterización molecular de plantas. 

El material vegetal que se utilizó consistió de siete líneas de maíz y dos 

cruzas identificadas en campo como poseedoras de los factores gametofíticos 

de incompatibilidad Ga1-S y tcb1. Se obtuvo ADN de cada uno de los 

materiales y se realizó la amplificación por PCR para ISTR-

Del análisis hecho a la información obtenida, se encontraron 

agrupaciones diferentes de los materiales, en donde puede identificarse grupos 

formados por los híbridos y los materiales que los originaron, así como 

agrupaciones relativas a los orígenes de los mismos. 
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l. INTRODUCCIÓN 

La importancia del maíz en la alimentación mundial es la razón que 

sustenta que aún hoy en día existan muchas instituciones dedicadas al estudio 

de sus características y su mejoramiento genético, así mismo los estudios 

sobre recursos fitogenéticos en nuestro país han tomado gran importancia 

por la necesidad de preservar para generaciones futuras la diversidad existente 

y conocer el real potencial que se puede generar del manejo y conservación de 

los mismos. 

La relación estrecha que se ha encontrado entre el maíz y su ancestro, 

el teocintle, ha generado Ja necesidad de conocer a fondo el mecanismo de 

incompatibilidad con el cual interactúan y del cual pueden beneficiarse tanto Jos 

programas de mejoramiento genético, de producción de semillas y la 

preservación de su diversidad genética. El maíz y el teocintle (Zea spp.), son 

especies de polinización cruzada y producen por Jo general híbridos fértiles entre 

sí. La ocurrencia de híbridos entre el maíz y el teocintle está bien documentada y 

hay evidencias directas en los registros arqueológicos de que el maíz y el 

teocintle han estado intercambiando genes por mucho tiempo. Sin embargo, 

varios investigadores han indicado que el flujo genético entre maíz y teocintle es 

un evento más raro de lo que podría esperarse, y que esto es debido a Jos 

mecanismos de incompatibilidad (De la Cruz. 2007). 

El flujo genético entre especies y variedades en la naturaleza y en Jos 

campos de los agricultores depende de varios mecanismos de aislamiento, 

incluyendo a) barreras geográficas y distancia, b) sincronía en floración y c) 

sistemas de incompatibilidad; la incompatibilidad entre especies o variedades es 

uno de los mecanismos más efectivos que limitan o evitan el flujo genético. Como 

resultado de varias décadas de estudios de genética, fisiología y aspectos 

moleculares, se ha logrado un buen entendimiento de los sistemas de auto

incompatibilidad en varias especies de plantas. En contraste, las bases científicas 

de la incompatibilidad entre plantas de polinización cruzada como el maíz y sus 

parientes silvestres, están en un nivel muy bajo de entendimiento (Sánchez 

2003). 
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Los factores que previenen la polinización entre especies y variedades 

del género Zea; son conocidos en el ámbito científico como "incompatibilidad 

gametofítica". Los sistemas de incompatibilidad más conocidos están 

asociados a los /oci ga1 y tcb1 que se encuentran predominantemente en los 

maíces palomeros y en teocintle, respectivamente. La incompatibilidad en las 

especies del género Zea es de gran importancia ya que previene la polinización 

con base en la acción de varios mecanismos de reconocimiento entre el polen y 

los pistilos; cuando no existen barreras genéticas, se logra formación completa 

del grano en las mazorcas, mientras que la existencia de barreras para el 

cruzamiento causa una falla completa en la formación del grano en todas las 

mazorcas. 

Realizar este tipo de investigación, implica invertir gran esfuerzo ya que se 

realiza por medio de trabajos de campo donde los investigadores hacen los 

cruzamientos en forma manual, además del hecho de poder realizarlo solo por 

dos ciclos de siembra en el año. Es por ello que existe gran necesidad de reducir 

el tiempo y ahorrar trabajo, apoyándose de métodos como el molecular, que 

brinda la posibilidad de conocer el contenido genético de sus materiales, mucho ., 
antes de que la planta llegue a la madurez, es decir, en caso de los factores 

gametofíticos, ubicar su presencia con anticipación a la planeación de las cruzas 

en campo, cuando la planta es aun muy pequeña. 

La presente investigación se basa en la capacidad de generar un patrón 

confiable para la caracterización del material genético estudiado en IMAREFI 

(Instituto de Manejo y Aprovechamiento de Recursos Fitogenéticos), basado en 

el marcador molecular llamado ISTR (lnverse sequence Tagged Repeat) que 

genera una huella con la que se pretende buscar asociaciones a factores 

específicos y completar la información que es necesaria en el estudio del 

recurso fitogenético en cuestión. 

Por ello, se plantearon los siguientes objetivos para el presente trabajo: 

1.1 Objetivos 

• Obtener patrones de amplificación con ISTRs que puedan 

asociarse a los factores de incompatibilidad genética Ga1-S y 

TIC. 
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• Estandarizar un protocolo molecular, de análisis rápido y sencillo 

para detectar características genéticas específicas en Maíz. 

1.2 Hipótesis 

Al menos un marcador ISTRs puede estar asociado a un factor 

gametofítico de incompatibilidad. 
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11. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Maíz y teocintle 

El cultivo del maíz tiene importancia especial, dado que este cereal 

constituye la base de la alimentación de los latinoamericanos. Su origen no se 

ha podido establecer con precisión. Sin embargo, se puede afirmar que el maíz 

ya se cultivaba en América Latina en la época precortesiana. 

El maíz ocupa el tercer lugar en la producción mundial después del trigo 

y el arroz. Se cultiva en una superficie total de 106 millones de hectáreas. Su 

rendimiento es de 215 millones de toneladas, lo que representa un promedio de 

dos toneladas por hectárea. Es un cereal que se adapta ampliamente a 

diversas condiciones ecológicas y edáficas. Por eso, se le cultiva en casi todo 

el mundo. Es una buena fuente de almidón, pero su contenido de proteínas es 

más bajo que el de otros cereales. Entre las clases de maíz, el amarillo es el 

más nutritivo, por su alto contenido de vitamina B. El maíz opaco tiene un alto 

contenido de lisina, que es un aminoácido esencial. Tiene también importancia 

en la alimentación animal, tanto por su forraje como por sus granos enteros, 

molidos o quebrados, que son sumamente nutritivos. Desempeña un papel 

importante en la industria ya que se procesa en gran número de productos y 

subproductos, como aceite, colodión, celuloide, explosivos, plásticos, jabón, 

glicerina, emulsiones, productos medicinales y productos farmacéuticos (SEP, 

2001 ). 

La importancia del maíz en la alimentación mundial es la razón que 

sustenta que aún hoy en día existan muchas instituciones dedicadas al estudio 

de sus características y su mejoramiento genético. 

La recolección y preservación de las razas y variedades nativas del maíz 

es una tarea urgente para preservar y desarrollar la fuente de genes útiles para 

el mejoramiento genético y la conservación del recurso filogenético (De la Cruz. 

2007). 
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Por lo tanto el maíz se ha convertido, no sólo en México sino en buena 

parte del mundo, en sustento permanente de múltiples grupos campesinos, en 

el alimento barato de millones de trabajadores asalariados urbanos y en 

materia prima estratégica de la ganadería mundial y la industria de alimentos. 

Pero por sus versátiles cualidades también podría ser una eficiente base 

material para organizar una producción libre de explotación y despojo 

(INFROAGRO, 2006). 

Después de casi un siglo de estudios en el área de Genética, Citología, 

Botánica, Arqueología, Ecogeografía e Historia y análisis detallados de 

genética molecular, la hipótesis de que el teocintle es el ancestro silvestre del 

maíz se ha aceptado ampliamente en la última década. La domesticación del 

maíz ocurrió en México hace aproximadamente 10,000 años; evolutivamente el 

maíz es considerado como el descendiente domesticado de una especie 

tropical de teocintle anual, Zea mays ssp. parviglumis (Matzuoka et al., 2002; 

Doebley, 2004 ). Aún cuando existen diferencias morfológicas muy marcadas 

entre el maíz y el teocintle, las diferentes especies, son muy cercanas 

genéticamente; la hibridación es posible entre todas ellas y los híbridos son 

completamente fértiles. La herencia entre los caracteres que distinguen el maíz 

y al teocintle se ha estudiado con gran detalle por Doebley y colaboradores por 

casi dos décadas. Varios de los caracteres morfológicos estudiados están bajo 

el control de muchos genes que exhiben herencia cuantitativa; se han 

identificado cinco o seis regiones en el genoma las cuales tienen una gran 

influencia en las diferencias observadas (Doebley, 2004 ). 

Al teocintle, considerado el pariente más cercano del maíz, se le ha 

atribuido una gran importancia en el incremento de la variabilidad y la 

formación de las principales razas de maíz en México; debido entre otras cosas 

al sistema de reproducción que permite la hibridación natural en ambos 

sentidos permitiendo un constante flujo de genes. Se ha descrito cuatro razas 

de teocintle para México (Nobogame, Mesa Central, Chalco y Balsas) y dos 

para Guatemala (Guatemala y Huehuetenango). Con base en los trabajos de 

Doebley, el género Zea se divide en dos secciones: 1) La sección Luxuriantes 

incluye Zea perennis (Hitch.) 2) La sección Zea incluye Zea mays L. dividida 

en: Zea mays ssp. mexicana (Schrader) litis para las razas Chalco, Mesa 
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Central y Nobogame; Zea mays ssp. parviglumis que incluye a la raza de 

teocintle Balsas, Zea mays ssp. Mays que incluye al maíz cultivado. 

Sánchez (1996) menciona que posteriormente, hubo otros trabajos 

enfocados al uso del teocintle en el mejoramiento genético del maíz; 

sobresalen los que se refieren a la transferencia de genes de resistencia a 

sequía y Calor; así como los de estudios del efecto del germoplasma de 

teocintle en relación con la aptitud combinatoria y la heterosis en caracteres 

cuantitativos. Algunas de las conclusiones mas sobresalientes de tales trabajos 

fueron: 1) Se demostró que en algunos segmentos cromosómicos provenientes 

del teocintle contribuyen de manera significativa en el incremento del 

rendimiento y la heterosis en maíz; 2) la posibilidad de éxito en el mejoramiento 

de líneas de maíz depende de los antecedentes de esas líneas de maíz por 

mejorar, las fuentes de teocintle utilizadas y de la proporción de germoplasma 

incorporado en las líneas de maíz. 

Además de la importancia del teocintle en la evolución y mejoramiento 

del maíz, se le ha considerado desde el siglo pasado, como una especie de 

gran potencial forrajero en la alimentación animal para las regiones tropicales y 

subtropicales en base a estudios de calidad y potencial de rendimiento y a sus 

mecanismos primitivos de dispersión y establecimiento (Rodríguez, 2006). 

La distribución del teocintle en México se extiende desde la porción sur 

de la región cultural conocida como Aridamérica, en la Sierra Madre Occidental 

del estado de Chihuahua y Valle de Guadiana en Durango, hasta la frontera 

con Guatemala incluyendo prácticamente toda la porción occidental de 

Mesoamérica. En las diferentes regiones de México existen poblaciones de 

teocintle con características morfológicas y genéticas que permiten su 

diferenciación. Un aspecto que cabe resaltar en relación con la distribución 

geográfica de teocintle, es que las poblaciones no tienen una distribución 

uniforme, sino que hay condiciones específicas de clima, suelo e influencia 

humana, donde es posible localizarlas (Sánchez, 1996). 
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2.2 Mejoramiento genético 

La mejora genética vegetal se puede definir como "la ciencia cuyo 

objetivo es cambiar el genotipo, mejorándolo para un determinado medio y 

según el aprovechamiento para el que se vaya a destinar de acuerdo con las 

necesidades del hombre" (Márquez, 1988). 

Otras definiciones la definen como: "el arte y la ciencia de mejorar el 

genotipo de las plantas en relación con su utilización económica" y "la 

utilización de un sistema organizado de manipulación genética para modificar 

una especie vegetal, con el fin de hacerla mas útil o aceptable para un uso 

especifico". 

La mejora genética vegetal es esencialmente una elección de las 

mejores plantas escogidas dentro de una población en la cual exista 

variabilidad. En otras palabras, la selección es posible gracias a la existencia 

de variabilidad (Ruiz, 2002). 

A partir de todas estas definiciones, se pueden establecer las tres 

premisas más importantes para el planteamiento de cualquier programa de 

mejora genética vegetal: 

1. La existencia de variabilidad o bien la capacidad para crearla se 

convierte de esta forma en el primer requisito de todo programa 

de mejora. 

2. La capacidad de detectar dicha variabilidad, o lo que es lo mismo, 

la habilidad del mejorador para observar las diferencias que 

puedan tener valor económico entre plantas de las misma especie 

y/o la existencia de técnicas capaces de medirlas. 

3. La capacidad para manipular dicha variación para producir un 

nuevo cultivar estable. 

En cualquier programa de mejoramiento vegetal, debe tomarse en 

cuenta primeramente el tipo de planta que se debe someter al programa; y si 

ésta es alógama o autógama. 
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Se definen a las plantas alógamas como "una comunidad reproductiva 

de organismos de fecundación cruzada y reproducción sexual que comparten 

un mismo conjunto de genes". Los principios relativos a la herencia ya 

establecidos tomando la base de Mendel, Margan y otros hombres de ciencia, 

permiten conocer la manera de transmisión de los caracteres de un individuo 

de un par de progenitores a sus descendientes, incluso de varias generaciones 

(Ruiz, 2002). 

2.2.1 Líneas puras e Híbridos 

El maíz como especie ha sufrido una evolución increíble desde su 

descubrimiento como planta autóctona en los altiplanos mexicanos hasta 

nuestros días. 

Una línea pura es una raza homocigótica en todos los loci, obtenida 

generalmente por sucesivas autofecundaciones en la mejora genética de las 

plantas. 

La primera gran revolución se consiguió con la aparición de los híbridos 

en 1908, al cruzar dos líneas puras obtenidas por autofecundación. Desde 

entonces y hasta nuestros días la mejora genética ha conseguido: 

• Creación de poblaciones y líneas puras. 

• Mejora de las mismas. 

• Creación de poblaciones compuestas y sintéticas. 

• Retro-cruzamientos. 

• Selección genética y/o convergente. 

Un hibrido es la cruza entre dos líneas puras y para la obtención de 

híbridos de maíz es preciso partir de líneas puras, obtenidas por 

retrocruzamientos (con ella misma hasta alcanzar la homocigosis). 

Una vez obtenidas estas líneas, generalmente con una depresión de 

vigor producida por los retrocruzamientos, se cruzan con otras líneas puras 
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(obtenidas de la misma manera), y el resultado es un híbrido. Este híbrido goza 

de lo que se conoce como "vigor híbrido" y consiste en un gran aumento del 

vigor gracias a la heterocigosis (De la Cruz, 2006) 

2.3 Caracterización 

La caracterización de germoplasma, consiste en registrar aquellas 

características cualitativas y cuantitativas que son altamente heredadas y que 

pueden ser fácilmente observadas así como expresadas en la mayoría de los 

ambientes. Caracterización es la toma de datos, mayormente cualitativos para 

describir y diferenciar accesiones de una misma especie. La caracterización 

sistemática, permite conocer la variación dentro de las colecciones y 

seleccionar los genotipos más aptos según el fin con el que se estén 

caracterizando. En general, la caracterización bajo diferentes condiciones 

ambientales, busca propósitos más específicos, como rendimiento, resistencia 

a enfermedades y sequía; mientras que la caracterización sistemática (en un 

solo ambiente) busca propósitos múltiples como características taxonómicas y 

agronómicas. La caracterización tiene por objetivo la toma de datos de 

diferente índole (agronómicos, fisiológicos, morfológicos, genéticos, 

bioquímicos, etc.) con el fin de describir y diferenciar las poblaciones de una 

misma especie o en algunos casos de diferentes especies. Para la mayoría de 

los cultivos de importancia económica, el Instituto Internacional de Recursos 

Fitogenéticos (IPGRI, antes IBPGR) ha elaborado guías de descriptores, sin 

embargo para algunas especies, sobre todo silvestres, aún no están 

disponibles, por lo que es necesario establecer las características que pueden 

ser útiles para su clasificación (Sánchez et al., 1996). 

2.4 Sistemas de compatibilidad del maíz 

Las plantas de polinización cruzada regulan el cruzamiento con el fin de 

equilibrar los efectos depresores de la endogamia y los efectos disgenésicos de 
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la hibridación amplia. Se evita la endogamia por medios tales como la 

separación de los sexos y las diferencias en la época de floración. La 

autoincompatibilidad fisiológica es especialmente importante en algunos 

grupos taxonómicos. Como resultado del análisis genético refinado, los 

estudios fisiológicos extensos y la aplicación de las técnicas modernas de la 

biología molecular, está emergiendo un conocimiento detallado de la 

autoincompatibilidad. En el otro extremo del espectro de los tipos de 

cruzamiento, la hibridación indiscriminada se impide mediante una combinación 

de factores espaciales, temporales y fisiológicos. En contraste con la 

autoincompatibilidad, no se conoce bien la base fisiológica de la compatibilidad 

cruzada. En este caso, el análisis por lo general abarca la complejidad genética 

de los híbridos interespecíficos. Esta complicación se reduce en cierta medida 

en Zea mays, donde existen diversas incompatibilidades entre las subespecies 

y dentro de una misma subespecie. 

La incompatibilidad cruzada en un caso dado puede ser vista en una de 

dos formas. La relación congruente normal entre el polen y el pistilo puede 

estar alterada porque falta alguna función de uno de esos dos miembros. En 

este caso la fecundación fracasa a causa de que la reacción es incompleta, es 

decir a causa de la incongruencia (Hogenboom, 1973, Citado por Kermicie y 

Allen 1990). La otra posibilidad es que existan genes que funcionan 

específicamente para reconocer el origen externo del polen y sirvan para 

bloquear una reacción que, de otro modo, sería compatible. Esas funciones de 

los genes, como las que gobiernan la autocompatibilidad, parecen 

superponerse a la relación compatible normal. Es probable que ambos 

mecanismos contribuyan a impedir la incompatibilidad cruzada en forma 

colectiva y no intentaremos distinguirlos aquí. 

La evidencia de la incompatibilidad es de dos tipos: en un cruzamiento 

dado, tal vez no se forme ninguna semilla a pesar del empleo de polen viable 

en estigmas en potencia receptivos. La barrera para el cruzamiento es 

completa. En otros cruzamientos, se puede obtener una formación parcial o 

completa de semillas, pero la proporción de genotipos de esperma utilizados en 

la fecundación no es la misma que la que está presente en el polen viable. 

Algunos granos de polen con ciertos genotipos pueden ser incapaces de 
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funcionar en determinados pistilos, o ser excluidos por la competencia con el 

polen de otros genotipos. La compatibilidad parcial se detecta en forma 

operativa por el crecimiento diferencial del tubo polínico y la distorsión de la 

recuperación de alelos acoplados a los genes de la incompatibilidad. La 

compatibilidad parcial puede ser simulada en cruzamientos controlados usando 

mezclas de polen. Se ha observado la incompatibilidad tanto completa como 

parcial en Zea mays (Kermicle y Allen 1990). 

2.4.1 Factores de compatibilidad del maíz 

Durante la última década ha existido un interés creciente para entender 

los diferentes factores involucrados en el flujo genético entre especies y 

poblaciones de plantas. Hay al menos tres aspectos que han motivado el 

interés en los estudios del flujo genético en México 1) la posible incorporación 

del maíz transgénico a la producción agrícola nacional, 2) el mantenimiento de 

la pureza varietal en la producción de semilla para siembra y 3) la producción 

comercial de variedades de maíz de usos especiales libres de contaminación 

por variedades diferentes (Casas et al., 2001 ). 

La limitada información disponible acerca de los factores gametofíticos 

en los grupos taxonómicos del teocintle se deriva de los intentos de 

cruzamientos con Zea mays ssp. mays. Los teocintles diploides en general 

polinizan con éxito a los maíces dentados estadounidenses. Los cruzamientos 

en la dirección recíproca son menos controlables y a menudo fracasan. Se ha 

practicado la polinización de seis colecciones de teocintle mexicano diploide 

con la variedad de maíz cristalino "Wilbur" (ga1 ga1). En las plantas de cuatro 

de las seis colecciones la formación de semillas fue deficiente o no se produjo. 

En el proceso de introducir el citoplasma de teocintle en el maíz mediante el 

retrocruzamiento, se polinizaron seis colecciones de la subespecie mexicana y 

seis colecciones de la subespecie parvig/umis con las líneas endogámicas 

estadounidenses W22 y W23, ambas ga1 ga1. Los cruzamientos en la mayoría 

de las plantas de las colecciones de parviglumis fueron fructíferos. Cinco de los 

seis cruzamientos con mexicana produjeron muy poca o ninguna semilla. En 
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dos casos se introdujo la barrera en la linea endogámica W22 mediante la 

selección repetida para obtener la no receptividad (Kermicle y Allen, 1990). 

Las dos líneas que contienen la barrera descienden de las colecciones 

clasificadas como razas Chalco y Mesa Central. En la línea retrocruzada la 

barrera derivada de Chalco fue heredada en forma monogénica. Según los 

criterios de cruzabilidad con lineas Ga1-s Ga1-s establecidas, la distorsión de 

las proporciones de su1 en la F2 y el alelismo, se comportó como Ga 1-s. La 

barrera extraída de la colección de la raza Mesa Central se comportó en forma 

diferente. Esta línea polinizó con éxito lineas probadoras Ga1-s y ga1, pero 

rechazó el polen de ambas. En Ga1, tenia un alelo que le permitió polinizar 

Ga1-s Ga1-s. Cuando está presente sólo, este alelo Ga1 no causa el rechazo 

del polen ga 1. Un alelo de ese tipo, que tiene el polen pero no el potencial de 

estigmas de Ga1-s, fue identificado anteriormente en una línea endogámica 

derivada del maíz reventador arrocillo blanco. El factor o los factores que 

confieren la especificidad a la barrera que tiene el teocintle Mesa Central se 

localizan en un locus que se encuentra a una distancia de cuatro unidades de 

mapa de sugary1 en el cromosoma 4. Designamos gat a este locus. En 

conjunción con ga1, la barrera conferida por las plantas Gat gat es débil, y la de 

las plantas Gat Gat es sólo moderadamente fuerte. No obstante, en 

combinación con el alelo único de ga1 presente en la raza Mesa Central, la 

barrera es fuerte, aun en las plantas heterocigotos. El empleo de mezclas de 

polen revela una relación funcional entre los alelos ga1 y gat. El polen portador 

de Gat es preferido al que tiene gat en los estigmas Ga1-s ga1; asimismo, el 

polen Ga1-s es preferido al ga1 en los estigmas que tienen una barrera Gat. 

(Kermicle y Allen. 1990). 

2.4.2 Sistemas de incompatibilidad del maíz 

El libro The Maize Handbook, escrito por Nelson (Citado por, De la Cruz, 

2007) presentó un reporte muy completo de los factores de incompatibilidad en 

maíz, en dicho trabajo esos factores se refirieron colectivamente como factores 
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gametofiticos, que en maíz es utilizado para referirse específicamente a los 

alelos que se expresan en la generación gametofitica. 

Los factores de incompatibilad son numerosos en maíz y se han 

reportado desde principios del siglo XX en maíz palomero blanco tipo arrocillo 

(White Rice Popcorn). Se informó acerca del fracaso de la formación de 

semillas en una variedad de maiz reventador cuando se polinizó con una 

variedad de maíz dentado. El cruzamiento recíproco tuvo éxito. Como la 

barrera era unilateral, se podían producir híbridos y progenies de generaciones 

avanzadas y analizar como carácter heredable la no receptibilidad de la 

variedad de maíz reventador. La diferencia entre la condición de receptivo y la 

de no receptivo resultó monogénica y fue mapeado el locus Gametofito-1. El 

alelo del maíz reventador (Ga1-s) es parcialmente dominante ya que los 

estigmas Ga 1-s Ga 1-s son en general no receptivos al polen (dentado) ga 1, 

mientras que los estigmas Ga1-s ga1-s son parcialmente receptivos . El 

sistema Ga 1- s: ga 1 es formalmente análogo a los genes responsables de las 

barreras interespecíficas que han sido definidas en varios géneros. La no 

receptividad de Ga1-s Ga1-s al polen ga es un criterio útil al examinar las 

variedades para detectar la presencia del alelo Ga1. Así, la mayoría de los 

maíces reventadores resultaron Ga1 Ga1. Todos los dentados y cristalinos 

norteamericanos ensayados eran ga 1 ga 1, mientras que muchas razas 

mexicanas y centroamericanas tenían el alelo Ga1. Antes, se había identificado 

a ga1 como un sitio en el cromosoma 4 del maíz que mostraba una transmisión 

preferencial de polen en ciertos cruzamientos. Cuando se autopolinizó el 

híbrido F1 entre el maíz reventador arrocillo y una estirpe sugary-1, o se usó al 

maíz reventador arrocillo como progenitor del polen en retrocruzamientos, se 

transmitió una región en el cromosoma 4, descendiente de la variedad de maíz 

reventador (Ga1), con la virtual exclusión de la correspondiente región de la 

variedad dulce (ga1). A causa del ligamiento entre su1 y ga1, se presentaron 

granos del fenotipo dulce en alrededor del 16% (en lugar del 25%) de la 

progenie F2. Se observó la segregación 50:50 normal cuando el progenitor 

dulce fue polinizado con la F1. Como se observa distorsión sólo en los 

estigmas portadores de Ga1, evidentemente el reconocimiento entre el polen y 

los estigmas es un aspecto de este fenómeno. Se han señalado factores de 
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reconocimiento similares entre el polen y los estigmas en los cromosomas de 

maíz 1, 2, 3, 5, 6, 7 y 9. Sin embargo, sólo en el caso de Ga1 el homocigoto 

Ga!Ga impide la formación de semillas cuando ga es la única fuente de polen 

(Kermicle, 1991) 

Según Rodríguez (2006), en un estudio anterior, se describió una 

prueba general para determinar la presencia de esos factores (gametofíticos) 

de preferencia del polen. Se registraron los resultados de mezclar polen de 

estirpes probadoras, cada una de ellas homocigótica para un carácter recesivo 

del grano, y aplicar la mezcla a los dos progenitores donadores. El empleo de 

distintos caracteres recesivos en los dos progenitores permitió determinar las 

proporciones de semillas autofecundadas y cruzadas. Comparando las 

proporciones relativas de granos de progenies autofecundadas y cruzadas en 

los dos casos, Jones pudo inferir si el polen autofecundado o cruzado tenía una 

ventaja comparativa. Casi siempre, y a veces en un grado considerable, el 

polen autofecundado tenía una ventaja comparativa. Mientras que los efectos 

de distorsión de la segregación de los genes vinculados a un factor 

gametofítico prueban únicamente una sola región cromosómica, el diseño de 

Jones es global pues permite determinar la existencia de esos factores en todo 

el genoma. 

Recientemente se han usado la formación reducida de semillas 

conjuntamente con una forma modificada de la técnica de Jones de la mezcla 

de polen para estudiar la interacción entre los factores Ga. El polen que 

confiere color a la aleurona, proveniente de una estirpe que no tiene factores 

Ga conocidos, se mezcla con una estirpe incolora que tiene un determinado 

alelo Ga, y se coloca la mezcla sobre estirpes incoloras con diversas 

composiciones Ga (De la Cruz, 2007). 

2.4.3 Complejo de incompatibilidad del teocintle (TIC) 

De acuerdo a lo reportado por Kermicle y Evans (2001 ), los híbridos 

entre maíz y teocintle siempre han sido posibles. Aplicando polen de teocintle 

en jilotes de maíz, se tiene como resultado en los híbridos y en la F2, progenies 
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vigorosas y altamente fértiles. Sin embargo, la ocurrencia de los hibridos, de 

generaciones F2 y retrocruzas en forma natural en los campos donde el 

teocintle es endémico, no es común. Algunas poblaciones se encuentran 

aisladas, espacialmente o por diferencias de floración con las variedades 

locales de maíz, lo cual limita la oportunidad de que exista polinización cruzada 

entre ellas y curiosamente, son todavía menos comunes los híbridos en 

poblaciones que crecen como malezas entre los maíces en donde la floración 

de ambos es más o menos sincrónica. Debido a este hecho, se ha propuesto la 

existencia de un complejo de incompatibilidad fisiológica (IC) que puede estar 

operando en estas circunstancias, basado en analogía al sistema Ga1-s:ga1 

que es polimórfico dentro del maíz. 

En el sistema Ga1-s:ga1 el crecimiento del tubo polínico ga1 es 

retardado o detenido en los jilotes Ga1-s sí Ga1-s es homocigótico, la cruza 

falla, si es heterocigoto, el éxito del cruzamiento es variable. Cuando jilotes 

Ga 1-s son polinizados por mezcla de polen Ga 1-s y ga 1, la fertilización se 

realiza por exclusión del efecto ga1. En contraste, se encuentran efectos 

Mendelianos en progenie de cruzas recíprocas y llenados completos cuando 

jilotes de ga1/ ga1 son polinizados con Ga1-s/ga1 o Ga1-s/Ga1. Tal barrera 

unidireccional se ha encontrado en ocasiones cuando especies auto

incompatibles son polinizadas con parientes de especies auto-compatibles. La 

existencia del complejo fisiológico de incompatibilidad (IC) entre teocintle y 

maíz fue indicado después de intentar hibridaciones usando teocintle como 

hembra y maíz como macho, esto es, en dirección opuesta a las cruzas que 

son regularmente exitosas. Se obtuvo una buena cantidad de semillas sólo con 

efectivas introducciones de teocintle, generalmente aquellas que crecían en 

forma silvestre, más que en las que se presentaban como malezas. Se 

transfirieron de teocintle a maíz, barreras de dos colecciones de teocintle, 

"Chalco" y "Central Plateau" usando cruzas secuenciadas, aprovechando la 

ventaja del hecho que son barreras unidireccionales y de herencia simple 

(Kermicle y Allen 1990). 

Las dos barreras probaron tener diferentes bases genéticas. La derivada 

del teocintle de Chalco no fue diferente del sistema Ga1-s:ga1 del maíz. En 

contraste, la de "Central Plateau" trasmite la barrera a su progenie ligada en el 
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cromosoma 4 y eso es designado como Teocinte lncompatibility Complex {TIC) 

o complejo de incompatibilidad del teocintle. Un componente de del TIC es el 

alelo específico de polen ga1. El polen que contiene este complejo, fertiliza las 

plantas Ga1-s I Ga1-s del mismo modo eficiente que Ga1-s. Pero las plantas 

que contiene el alelo Ga1-m no discriminan entre el polen Ga 1-s y ga1. 

En resumen, (Kermicle et al., 2001) reportan que el Teocinte crossing 

barrier 1 (Tcb 1) o barrera de cruzamiento del teocintle, es un gene o grupo de 

genes que restringen el posibilidad de cruzamiento. Este complejo de genes 

están ligados al locus de gametophyte-1 con sus alelos Gal-s, presentes en 

muchos maíces y que confieren no-receptividad al polen de otras variedades 

de maíz. El complejo completo Tcb-1 (con modificadores positivos presentes) 

no es receptivo a polen Gal-s lo mismo que a gal; el complejo Tcbl atenuado 

(sin modificadores presentes) se detectó más receptivo a polen Gal-s que a 

gal lo que sugieren que se debe a cruzamiento entre los dos sistemas de 

incompatibilidad. 

2.5 Tecnología del ADN 

Para la aplicación de tecnología de ADN en apoyo a la investigación, 

deben considerarse los principios en los que ésta se basa. El inicio de la 

aplicación de esta tecnología, es la extracción de ADN que puede ser 

genómico (todo el contenido de la célula) o bien de organelos particulares 

según el estudio que se vaya a realizar. Esto es, ADN mitocondrial (mtADN), 

ADN de cloroplasto (chADN) o ADN ribosomal (rADN). 

Las técnicas que actualmente han sido desarrolladas para la 

manipulación del contenido genético de un organismo, van desde la aplicación 

de diferentes métodos para aislar la molécula que contiene esa información 

(ADN) hasta la construcción de mapas genómicos y la ingeniería genética que 

permite la "construcción" de organismos transgénicos. 

Es importante mencionar, que una de las técnicas más importantes en la 

tecnoiogía del ADN, es la Reacción en cadena de la polimerasa, conocida por 
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sus siglas PCR que provienen del inglés Polimerase Chain Reaction, en la que 

se basan muchos de los marcadores moleculares que se utilizan en la 

actualidad. 

Un esquema que ilustra los pasos principales que se realizan hasta la 

aplicación de la técnica de la PCR, se muestra en la siguiente figura: 

Obtención 
del tejido 

Obtención de 
la 

información 
y Análisis 

Extracción de 
ADN 

.;i!jj;wll 11 Tinción del gel 11 ~~Oi®H 

Amplificación por 
PCR (marcadores 

especificas) 

Separación de 
los fragmentos 

por 
electroforesis 

Figura 1. Esquema de la aplicación de marcadores moleculares 

2.5.1 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método 

extremadamente poderoso que permite la amplificación selectiva in vitro de 

secuencias especificas del ADN objetivo a partir de una fuente heterogénea y 

grande como el ADN genómico. 

A fin de tener la capacidad de seleccionar una secuencia objetivo 

particular de una mezcla de secuencias, debe estar disponible la información 

de las secuencias específicas. Esta información es usada para sintetizar 

oligonucleotidos cortos (iniciadores, típicamente de 20-25 nucleótidos) que 

inicialmente se unen a las secuencias complementarias en una reacción de 

hibridación molecular. Los fragmentos que se amplifican parten de cebadores 

que amplifican en dirección 5' - 3' en cada una de las cadenas del ADN en 

estudio, lo que implica que según el marcador que se utilice, algunos incluyen 
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secuencias diferentes Forward (hacia delante) en una de las cadenas y 

Reverse (en la otra cadena). 

Al inicio de los procesos todos los moldes o templados de la reacción 

deben ser de cadena sencilla, lo cual se lleva a cabo por desnaturalización con 

calor. La mezcla de reacción debe contener el ADN objetivo, los cuatro 

desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPS): dATP, dCTP, dGTP, y dTTP. Se 

adiciona la ADN polimerasa la cual sintetiza una cadena complementaria por 

incorporarlos dNTPs de acuerdo a la información de la secuencia dada por la 

cadena templado o molde. La especificidad de las reacciones de PCR deriva 

del hecho de que la polimerasa es incapaz de iniciar una nueva cadena 

complementaria, solamente puede extender la secuencia de iniciadores. 

Subsecuentemente, la molécula recién formada de ADN de doble cadena es 

calentada para desnaturalización y puede entonces servir como templado en 

un nuevo ciclo de síntesis de ADN. Cada ciclo consiste de tres pasos: 1) 

Desnaturalización del templado, 2) Alineamiento de los iniciadores por 

complementariedad de bases y 3) Elongación de los iniciadores por la ADN 

polimerasa. Durante cada paso, la temperatura y duración de la reacción debe 

ser controlada cuidadosamente, lo cual es mejor realizado en un equipo 

automatizado. El resultado final es que solamente se sintetiza la secuencia de 

ADN localizada entre los dos iniciadores. Después de aproximadamente 30 

ciclos, esta secuencia de ADN es teóricamente amplificada un billón de veces 

(Morán y López, 2006). 

2.5.2 Marcadores moleculares 

Un marcador es un carácter de determinación sencilla empleado en los 

programas de mejora cuando el carácter de interés que desea seleccionar 

posee una determinación complicada. Los atributos ideales de un marcador 

son: a) polimorfismo; b) herencia mendeliana y no epistasia; c) insensibilidad a 

la influencia y efectos ambientales; d) ausencia de efectos en el desarrollo de la 

planta, es decir, comportamiento como un gen neutro; e) simplicidad en la 
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identificación y análisis; f) codominancia; y g) posibilidad de detección en las 

primeras fases del desarrollo de la planta (Valadez y Kahl 2005). 

Los primeros marcadores que se emplearon fueron aquellos que 

afectaban a la morfología de las plantas. Estos marcadores generalmente son 

debidos a la mutación de un gen que provoca un fenotipo marcadamente 

diferente al fenotipo normal. Su empleo es limitado debido a su escasez y a 

que suelen presentar dominancia, pleiotropia, epistasia e incluso algunos son 

deletéreos. El desarrollo de los marcadores moleculares ha supuesto un 

importante avance a la mejora de las plantas. Los marcadores moleculares 

presentan una serie de ventajas frente a los marcadores morfológicos: se 

encuentran en cualquier especie; se detectan en estadías tempranos del 

desarrollo y en cualquier tipo de tejido; su análisis no depende de las 

condiciones experimentales; son fenotipicamente neutros; y además, la 

interacción entre ellos es pequeña o nula (ausencia de epistasia) (Sambrook, 

2001 ). 

Los marcadores moleculares presentan múltiples aplicaciones en la 

mejora genética de las plantas. Previamente hay que plantearse que tipo de 

marcador es el más apropiado a nuestras necesidades y para ello se necesita 

plantear una serie de cuestiones como: ¿Qué objetivos tenemos? ¿Qué niveles 

de resolución requerimos? Y también el preguntarse si los recursos a nivel 

personal, equipamiento y tiempo son los adecuados. 

Los marcadores pueden ayudar a solucionar problemas tan importantes 

como la distinción de cultivares en estadías tempranos no productivos, lo que 

en algunas especies resulta seriamente difícil y es de gran importancia para la 

protección de los derechos del obtenedor o del viverista, de cara a posibles 

problemas de tipo legal que puedan surgir. Es necesario destacar un uso 

rutinario, pero fundamental, de los marcadores como la comprobación de los 

genotipos de plantas sometidas a diversos procesos que pueden dar lugar a 

errores en su denominación posterior, tales como: importación, exportación, 

multiplicación, conservación etc. (Valadez y Kahl 2005). 
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2.5.3 ISTRs (lnverse Sequence-Tagged Repeat) 

Los ISTRs (lnverse Sequence-Tagged Repeat) Repeticiones de 

Secuencias Inversas Etiquetadas son marcadores basados en secuencias de 

retrotansposones y estos son elementos genéticos que se mueven dentro del 

genoma de un organismo vía ARN. Existe en la mayoría de las plantas y son 

secuencias que se auto-replican y reinsertan en diferentes partes del genoma 

(Rohde 1996). 

Los ISTRs es una técnica basada en la PCR que permite el análisis del 

genoma en el reino vegetal y animal. 

Esta técnica surge del estudio del ADN geonómico de coco con la 

enzima EcoRI, el cual mostró unos fragmentos de 1.3-1.4 kb, producto del corte 

de la enzima. Estos fragmentos mas la región espaciadora fueron 

secuenciados y revelaron una alta homólogia con parte del elemento copia 

BARE-1 de cebada. 

Basados en la presencia abundante de los elementos copia en el reino 

vegetal, se analizaron los ADNs de otras especies de plantas, con el objetivo 

de demostrar la presencia de estos elementos en otros cultivos además del 

coco. Para esto se diseñaron cebadores a partir de la secuencia ya conocida 

de estos elementos copia, que fueran capaces de copiar la región entre ellos 

(de ahí el término de la secuencia invertida), que es lo que realmente genera 

polimorfismo. 

La detección de polimorfismo asociado a la inserción de 

retrotransposones en el genoma, crea conexiones nuevas entre el ADN 

geonómico y las secuencias altamente especificas al final de esos elementos 

transposables, los cuales para insertarse en el genoma requieren la síntesis de 

una molécula de ADN de ARN, que sirve de molde (Lightbourn y Villeux, 2003). 

Los elementos transposables (TEs) fueron descubiertos desde 1950, pero el 

significado y valor de este descubrimiento como fuerte de variación genética en 

animales y plantas se incubó durante los siguientes 30 años. Los TEs son 

secuencias de ADN que se mueven y replican dentro de los genomas, por lo 
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que se les llama también elementos móviles. La mayoría del ADN cromosoma! 

de las plantas es repetitivo y varias clases de elementos móviles forman parte 

de esas secuencias repetidas (Flavell et al., 1974; Kidwell y Lisch, 1997 

Kidwell, 2002). 

Diferentes tipos de TEs parecen estar presentes en todas las especies 

de plantas pero los arreglos geonómicos y las alteraciones estructurales y 

regulatorias de la expresión de genes individuales que ocasionan son muy 

variables aún en laxa muy relacionados (Bennetzan, 2000). 

De acuerdo a los modos diferentes de transposición que manifiestan, los 

TEs se clasifican en dos clases (Finnegan, 1992): A) Clase 1, son elementos 

transposables que emplean la enzima trascriptasa inversa para su movilidad 

por medio de un intermediario de RNA. Esta clase incluye retrotransposones de 

repeticiones terminales largas (LINES) y retrotransposones esparcidos largos y 

cortos (SINES). Los retrotransposones de repeticiones terminales largas están 

muy relacionados a los retrovirus (Mallik et al., 2000). Hay dos tipos principales 

de retrotransposones de repeticiones terminales largas, los Ty1 /copia like 

(Pseudoviridae) y los Ty3/gipsy-like (Metaviridae). B) Clase 11, son elementos 

móviles que se mueven sin intermediarios de una zona del ADN a otra. De 

acuerdo a Kidwell y Lisch (1997) incluyen transposones como la familia 

Activator-Dissociation (Ac-Ds) en maíz, el elemento Tam en Antirrhinum, el 

elemento P en Drosophila y el elemento Tc1 del gusano Caenhorabditis 

e/egans. Una nueva categoría de TEs fue descubierta más tarde cuyo 

mecanismo de transposición aún no se conoce, son los TEs de repeticiones 

miniatura invertidas (MITES), estos tienen propiedades tanto de los elementos 

clase 1 como de los elementos clase 11. 

El gran número de loci detectados en un único análisis ISTRs 

conjuntamente con el alto porcentaje de fragmentos polimorficos, se compara 

favorablemente con la recientemente desarrollada tecnología de los AFLPs 

(Amplified Fragments Lenght Polymorphism 

Las ventajas de los ISTRs sobre los AFLPs son cuatro 

fundamentalmente: 1) Después del aislamiento del ADN no son necesarias 

manipulaciones adicionales en el caso del ISTR, 2) La restricción del ADN 
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geonómico por dos enzimas diferentes, la adición catalizada por la T4 ADN 

ligasa a los adaptadores y la preamplificación como parte del protocolo de la 

técnica de los AFLPs, no solo son consumidoras de tiempo si no que además 

en la reacción de ligación se requiere ADN muy puro, el cual es técnicamente 

difícil de obtener, 3) La adición de nucleótidos terminales únicos a los 

adaptadores/cebadores AFLP para una amplificación de la PCR discriminatoria, 

invoca a un equipo de PCR confiable y altamente exacto, si se desea obtener 

resultados reproducibles y 4) Los 3 pasos adicionales (restricción, ligazón y 

preamplificación) encarecen la técnica AFLP respecto al ISTR (Rhode, 1996). 

Las aplicaciones prácticas de ISTRs están aparentemente centuplicadas 

y pueden recorrer (en el campo de las plantas) desde la determinación general 

de la biodiversidad, la caracterización de especies silvestres, manejo de 

bancos de genes, estudio sobre la genética de las poblaciones, huellas de 

variedad para su identificación, siguiendo la introgresión de genes, estudios 

sistemáticos hasta una posible selección asistida por marcadores en el 

mejoramiento por la identificación de marcadores co-segregantes con 

caracteres deseable. Los ISTRs pueden tener un valor potencial para identificar 

cruces ilegítimos, ya que permiten seguir la introgresión de loci genéticos en un 

material hibrido (Osario et al., 2006). 
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111. MATERIALES Y MÉTODOS 

3. 1 Material vegetal 

El material genético que se utilizó en está investigación consistió de siete 

líneas de maíz y dos cruzas. En el cuadro 1 se mencionan las versiones de los 

alelos que posee cada una, es decir, la variante del factor gametofítico que se 

quiere identificar. 

Cuadro 1 Relación de las lineas e híbridos de maíz estudiados 
No. de 

Línea/híbrido identificación Alelos 
de material 

W22 597 gal ( co11trol) 
NC 354 181 Gal-S 
NC 354 X W22 P 4830 194 Gal-S 
W22 P 4830 593 Gal-S 
LUG-03 183 Gal-m 
LUG-03 X W22 196 Gal-m. Tcbl-S 
W22 TIC ver. l. 7 587 Gal-m, Tcbl-S 
W22 TIC ver. 1.1 18 Gal-m, Tcbl-S 
W22 TIC ver. 1.5 19 Gal-m, Tcbl-S 
W22 = Urnvers1ty of W1scons1n 
NC = North Carolina State University 
LUG =Línea Universidad de Guadalajara 

Estos materiales fueron proporcionados por el Dr. J.J. Sánchez 

González (IMAREFI), el tejido se colectó en el campo experimental del CUCBA, 

obteniendo muestras de hojas frescas de cada uno de ellos, las cuales se 

mantuvieron en congelación a -20°C hasta su procesamiento. 

3.2 Extracción de ADN genómico 

La extracción de ADN genómico, se realizó de acuerdo al método 

reportado por Saghai-Maroof (1984 ), utilizando muestras de hojas jóvenes 

obtenidas del campo experimental y de invernadero del IMAREFI en el CUCBA. 
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Una vez obtenido el ADN de cada uno de los materiales, se determinó la 

calidad y concentración del mismo, utilizando espectrofotómetro (JENWAY 

mod. 6305) y por electroforesis en geles de agarosa al 1 %. 

3.3 Amplificación 

Para la amplificación por PCR se utilizó el protocolo reportado por 

(Osario et al., 2006) en donde la reacción se llevó a cabo en un volumen final 

de 20 µl, utilizando 50 ng de ADN, 0.3 µM de cada uno de los iniciadores, 

Buffer PCR 1X, 3 mM de MgC12, 0.025 U Taq polimerasa y 0.025 mM dNTPS. 

Se emplearon dos combinaciones de primers F9/86 y F1/B6 donde F indica el 

iniciador Forward (Hacia adelante) y Bel Reverse (Hacia atrás) (Cuadro 2). 

Posteriormente se separaron los fragmentos amplificados en un 

gel de poliacrilamida al 6% en cámara de electroforesis vertical a 200 volts 

durante 5 horas y para su visualización fueron teñidos con sales de plata de 

acuerdo al protocolo de (Sanguinetti et al., 1994 ). 

Cuadro 2: Descripción de los iniciadores utilizados en la investigación 

Primer Secuencias·- 3' 

F9 TT A CCT CCT CCA TCT CGT AG 

86 GGT TCC ACT TGG TCC TT A G 

F1 GCA CTC CAC CM GAA TAC C 

3.4 Análisis Estadístico 

Se identificó el número de bandas polimórficas en el gel teñido, con las 

cuales se obtuvo la matriz de presencia/ausencia para cada combinación de 
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cebadores. Para calcular la similitud entre los materiales utilizados, se usó el 

coeficiente de Jaccard, estimado como Sj= Vij/(vij+Wij+Xij) donde vij se refiere 

las bandas en común entre dos unidades taxonómicas operacionales i y j; wij 

es el número de bandas presentes en i y ausentes en j; y xij es el número de 

bandas presentes en j y ausentes en i. , cabe mencionar que este coeficiente 

mide la proporción de bandas entre dos unidades taxonómicas, excluyendo 

aquellas ausentes en ambas unidades (Reif et al., 2004) y se realizó el análisis 

de agrupamiento por el método UPGMA (Unweighted Paired Group Method 

Using Aritmetic Averages) (Reif et al., 2004) contenido en el programa NTSYS 

2.11 reportando los resultados de manera gráfica en un dendrograma. 
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IV. RESULTADOS 

Los supuestos en los que se basa el análisis con el marcador lSTR, han 

sido elaborados tomando en cuenta los sitios que reconoce el marcador, es 

decir las secuencias en donde se encuentran los retrotransposones dentro del 

genoma de la planta. Estos son: que el marcador es dominante, que amplifica 

loci específicos y que el polimorfismo encontrado se debe a diferencias de 

posición de los retrotransposones a lo largo de la cadena de ADN genómico. 

Se estandarizó el método reportado por Rhode ( 1986) para las 

condiciones del laboratorio de Marcadores Moleculares del lMAREFI. Esto es, 

se ajustaron las diluciones del ADN objetivo a 50 ng/µ1 y se aplicaron las 

concentraciones que se marcan en el anexo para la reacción PCR en un 

volumen final de 20 µl. 

Las bandas obtenidas fueron consistentes en los geles de poliacrilamida 

al 6% con los que se separaron los fragmentos amplificados. Así mismo, se 

estandarizaron los pasos marcados para la tinción de los geles, con los que se 

obtuvo una nitidez apropiada para la observación de las bandas y para la 

elaboración de la matriz de presencia/ausencia. 

Como resultado de las condiciones de PCR mencionadas, se observaron 

fragmentos amplificados en el gel de poliacrilamida con las dos combinaciones 

de cebadores (Figura 2). Se obtuvieron algunas bandas polimórficas algunas 

de las cuales se marcan en la figura con flechas. Por lo anterior, puede decirse 

que este marcador, genera un patrón de amplificación específico para esta 

especie y que permite diferenciar entre materiales, ya que se obtienen bandas 

polimórficas. 

Por otra parte, se encontraron bandas monomórficas en los materiales 

con ambas combinaciones, lo cual es consistente con la especificidad de los 

primers, ya que se utilizó la misma secuencia que actúa en dirección 5' a 3' 

reverse (B6). 

28 



F9/B6 
F1/B6 

M 597181 194593 183196 58718 19 597181194 593 183196 587 18 19 

Figura 2. Patrones de amplificación con dos combinaciones de cebadores para ISTR en 
muestras de Zea mays. 

Los dendrogramas obtenidos con el análisis de similaridad y de 

agrupamiento, muestran la relación que detectó el marcador molecular en los 

materiales estudiados. 

Como se indicó en el cuadro de materiales usados en el presente 

trabajo, los materiales marcados con el número 597, 183 y 196 corresponden a 

las lineas W22 (ga1 control), LUG03 (Ga1-m) y la cruza LUG03 (Ga1-m) X 

W22 (TIC 1. 7) respectivamente, estos materiales fueron agrupados de manera 

individual en el dendrograma de la Figura 2, lo que puede deberse a que el 

marcador identificó el genoma común que poseen los tres materiales, con 

respecto a las líneas de origen W22 y LUG03. 

Por otra parte, en el mismo dendrograma se formó un grupo más, con 

los materiales 181, 593, 18, 587 y 19. En este grupo destaca la similaridad que 

marca el valor 0.78 del coeficiente de Jaccard entre los materiales 587 y 19 que 

tiene en común la línea W22 y el TIC, versiones 1.7 y 1.5 respectivamente. En 

el mismo grupo, se incluyeron los materiales 593 y 18 que tiene la línea W22 y 
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se marcan con una similaridad de 0.75, que contienen Ga1-S y TIC 1.1. En 

este grupo se incluyó la línea 181 (NC 354) conteniendo el alelo Ga1-S. 

Fuera de los grupos, con un coeficiente de similaridad de 0.49 se 

encuentra la cruza entre las líneas NC354 X W22. 

F1/B6 

1 
1 

-
1 
1 

597 (gal control) 

183 (LUG03 Ga1-m) 

196 (LUG03 x W22 TIC 

181 (NC354 Ga1-S) 

593 (W22 Ga1-S) 

18 (W22 TIC 1.1) 

587 (W22 Ga1-m TIC 1.7) 

19 (W22 TIC 1.5) 

194 (NC354 x W22 Ga1-S) 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 

Coeficiente de Jaccard 

Figura 2. Dendrograma generado con la matriz desarrollada con la combinación F1/B6 de 
iniciadores de ISTR para 7 líneas de maíz y dos cruzas. 

Cabe mencionar que según lo detectado por el marcador, los materiales 

que contienen el complejo de incompatibilidad del teocintle TIC se ubicaron 

dentro del mismo grupo, lo que podría suponer que se está detectando la 

presencia del alelo tcb -1 o el modificador que forma parte del complejo. 

La similaridad que se detectó con la combinación F9/B6 de iniciadores, 

se presenta en la Figura 3, que muestra una agrupación diferente a la 

detectada con la combinación anterior. 

En este caso, se presentan fuera del grupo formado, las líneas 597 (W22 

control) y la 181 (NC354), agrupándose los materiales 194 y 593 que son la 

cruza NC354 X W22 y la línea W22 que tienen en común el alelo Ga1-S. Así 

mismo se encontró una similaridad de 0.64 entre las líneas 587, 18 y 19 cuyo 

origen común es la línea W22 con el complejo de incompatibilidad del teocintle 
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TIC, destacándose mayor similaridad entre las líneas 18 y 19 (0.77). 

Finalmente, la línea 183 (LUG 03) y 196 (LUG 03 X W22) sólo están asociadas 

a nivel 0.40 según el coeficiente de Jaccard. 

597 (W22 gal control) 

181 (NC354 Gal-s) 

1 194 (NC354 x W22 Gal-5) 

~ 
593 (W22 Gal-5) 

587(Ga1-m TIC 1.7) 

18 (W22 TIC 1.1) 

19 (W22 TIC 1-5) 

F9/B6 
1 

183 (LUG03 Gal-m) 

1 
196(LUG03 x W22 TIC 1-7) 

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

0.03 0.22 0.41 0.61 0.80 

Coeficiente de Jaccard 

Figura 3. Dendrograma generado con la matriz desarrollada con la combinación F9/B6 de 
iniciadores de ISTR para 7 lineas de maíz y dos cruzas. 

Los resultados obtenidos muestran que las combinaciones de ISTR 

utilizadas, detectan similitudes entre los materiales dependiendo de la parte del 

genoma en el que se ubican los retrotransposones a los que se refiere su 

secuencia, esto permite diferenciar desde diferentes puntos los cambios que 

éstos provocan en las secuencias originales del ADN en estudio. 

En el caso de la combinación de iniciadores F1/B6 aparentemente se 

relacionaron los híbridos con las líneas que le dieron origen, y en el caso de 

algunos materiales, con el factor gametofítico que contienen. 

Por otra parte, en lo que se refiere a la combinación de primes F9/B6, las 

similitudes marcadas están más relacionadas con dichos factores, ya que 

agrupó los materiales que contienen el complejo de incompatibilidad del 

teocintle (TIC). 
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Es necesario realizar mayor número de pruebas con diferentes 

materiales y combinaciones de iniciadores, para ubicar con mayor precisión si 

el agrupamiento que se detecta es debido a estos factores de incompatibilidad 

o simplemente a secuencias conservadas dentro del genoma de los materiales. 
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V. CONCLUSIONES 

• El marcador molecular ISTR reconoce sitios específicos dentro del 

genoma de maíz, que corresponden a las posiciones de 

retrotransposones. 

• Es posible aplicar el protocolo para ISTRs en muestras de líneas 

e híbridos de maíz para detectar características genéticas 

específicas. 

• Es posible detectar con este marcador ISTR, asociaciones entre 

los híbridos y las líneas de las que proceden. 

• Se requiere mayor número de pruebas para detectar asociación 

clara entre la presencia de factores gametofíticos de 

incompatibilidad y patrones de amplificación. 

• Probablemente la combinación F9/B6 detecta algunas de las 

secuencias que componen el complejo TIC 
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GLOSARIO 

Son macromoléculas, polímeros 
formados por la repetición de 

Ácidos Nucleicos monómeros llamados nucleótidos, 
unidos mediante enlaces 
fosfodiéster. 

ADN Es la abreviatura del ácido 
desoxirribonucleico. 

AFLP .. Combinación de los métodos de 
PCR y análisis de fragmentos de 
restricción, con el fin de detectar 
polimorfismos debidos a 
modificaciones en la secuencia 
de ADN. 

ARN Ácido ribonucleico (ARN o RNA) es 
un ácido nucleico, polímero lineal 
de nucleótidos formando una 
laraa cadena. 

Bases nitrogenadas Son compuestos orgánicos 
cíclicos. que incluyen dos o más 
átomos de nitrógeno. Son parte 
fundamental de nucleótidos y 
ácidos nucleicos. 

Caracterización Es la toma de datos que consiste 
en registrar aquellas 
características ya sean cualitativas 
o cuantitativas. 

dH20 Agua destilada. 

ddH20 Agua destilada y desionizada. 

Electroforesis Técnica para la separación de 
moléculas (proteínas o ácidos 
nucleicos) sobre la base de su 
tamaño molecular y carga 
eléctrica. 

Espectrofotómetro Instrumento usado en la física 
óptica que sirve para medir, en 
función de la longitud de onda, la 
relación entre valores de una 
misma magnitud fotométrica 
relativos a dos haces de 
radiaciones. 

Fenético Sistema de clasificación de los 
organismos que intenta demostrar 
su sumilaridad. Los organismos se 
aqrupan por sus características 

38 



físicas medibles. Se usan 
caracteres morfológicos [a ser 
oosible el mavor número l. 

Filogenético Descubrir que árbol describe la 
evolución de los caracteres del 
grupo con el número más 
pequeño de cambios [árbol más 
narsimonioso l. 

Gen Punto de vista Genético: Es la 
unidad básica de herencia de los 
seres vivos// Punto de vista 
molecular: Fraamento de ADN. 

Grupo fosfato Los grupos fosfato se encuentran 
en el ADN y ARN, y en ciertos 
lípidos. Están involucrados en el 
almacenamiento biológico y 
liberación de energía. 

IMAREFI Instituto de Mejoramiento y 
Aprovechamiento de Recursos 
Fitoqenéticos. 

ISTR Repeticiones de Secuencias 
Inversas Etiquetadas. 

Locus Es el lugar donde está un gen en 
un cromosoma. Todos los alelos de 
un gen pueden estar en el mismo 
locus. 

Marcador Son biomoléculas que se pueden 
relacionar con un rasao aenético. 

Microlitro (µI) Unidad de medición de pequeños 
volúmenes. 

Molécula Es una partícula formada por un 
conjunto de átomos ligados por 
enlaces covalentes, metálicos, o 
iónicos de forma que permanecen 
unidos el tiempo suficiente como 
para completar un número 
considerable de vibraciones 
moleculares. 

Nitrógeno Liquido El nitrógeno líquido tiene una 
aplicación muy extendida en el 
campo de la criogenia como 
agente enfriante. Su uso se ha 
visto incrementado con la llegada 
de los materiales cerámicos aue se 
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vuelven superconductores en el 
punto de ebullición del nitróaeno. 

Nucleótido Es un compuesto monomérico 
formado por una base 
nitrogenada, un azúcar de cinco 
átomos de carbono (pentosa) y 
ácido fosfórico. 

PCR Polymerase Cha in Reaction (por 
sus siglas en ingles) Reacción en 
Cadena de la Polimerasa. 

Polimorfismo Diferencia entre individuos, 
detectable en un marcador 
particular. 

Primer Sirve de punto de anclaje para la 

DNA polimerasa y como promotor 

del inicio de la reacción de 

replicación del DNA. 

Retrotransposon Elementos genéticos móviles vía 

ARN. 

TIC Complejo de Incompatibilidad del 

Teocintle. 

Teocintle Gramínea silvestre, reconocida 

como el ancestro del maíz. 
- --
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ANEXOS 
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PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO 
Saghai-Maroof et al., (1984) 

1. Programar Baño María a 60° C. 

2. Triturar 300 mg de tejido con nitrógeno líquido en mortero con pistilo. 

3. Agregar 0.5 mi de 2X CTAB buffer y moler nuevamente hasta que la 

mezcla quede homogénea. 

4. Transferir la mezcla a tubos eppendorff de 2 mi e incube 30 minutos a 

60° C en baño María 

5. Deje enfriar por 1 O minutos para que la mezcla regrese a temperatura 

ambiente. 

6. Agregue un volumen igual de cloroformo-octacnol (24: 1) e invierta los 

tubos continuamente por 5 minutos. 

7. Centrifugue a 12000 rpm por 10 minutos. 

8. Recupere el sobrenadante y páselo a un tubo limpio. (utilice tubo de 2 mi 

la primera vez y tubos de 1.5 la segunda vez) 

9. Repetir pasos 6, 7 y 8. 

10.Agregue un volumen igual de alcohol isopropilico frío (-20° C) y mezcle 

por inversión hasta que el ADN precipite. 

11. Centrifugue a 5000 rpm durante 5 minutos. Decante el isopropanol y 

agregue 1.0 mi de 76% Et0H/0.2M Na-acetato. Deje el ADN en esta 

mezcla por 20 minutos. (se puede parar en este punto si es necesario y 

continuar más tarde en el día). Agite por 5 minutos antes de continuar al 

paso 12. Centrifugar 5000 rpm por 5 minutos. 

12. Decante el 76% EtOH/0.2 Na-acetato y agregue 0.5 mi de 76% 

EtOH/10mM NH4-acetato. Deje el ADN en esta mezcla por 1 o 2 

minutos, centrifugue de nuevo y luego decante el 76% EtOH/1 OmM 

NH4-acetato. 

13.Agregue 50 a 100 µI de T.E. La cantidad depende de que tan buena fue 

su obtención. Coloque a 4° C durante la noche para que el ADN se 

resuspenda en la solución. 

14. Día siguiente centrifugue por 1 O minutos para las partículas no disueltas 

y transfiera el sobrenadante a un tubo limpio. 
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PREPARACIÓN DE LAS SOLUCIONES 

Dilución de las muestras para la lectura en espectrofotómetro 

Agregar 1 O µl de muestra de ADN a un tubo que contenga 990 µl de 

agua ultrapura. Mezclar y leer la absorbancia en el espectrofotómetro a 260 y 

280 nm. 

Preparación del gel de agarosa 

1. Agregar la base (portageles) de la cámara donde se prepara el 

gel. 

2. Para preparar un gel de agarosa 0.1 %, agregar 1 g de agarosa a 

60 mi de amortiguador TBE 1X. 

3. Hervir hasta que la agarosa se disuelva y enfriar la dilución a 60° 

C. 

4. Vaciar con cuidado la agarosa disuelta en el portageles y remover 

las burbujas usando una pipeta Pasteur. 

5. Después de que el gel se haya solidificado, remover los extremos 

del portageles y colocarlo dentro de la cámara de electroforesis. 

6. Remover el peine cuidadosamente evitando que se rompa el gel. 

7. Cubrir con el con amortiguador TBE 1 X hasta que quede 

sumergido a 4 mm de profundidad respecto a la superficie del 

TBE 1X. 

Preparación de las muestras de ADN para la electroforesis en el gel de agarosa 

1. El amortiguador de carga (Jugo Azul) se compone de Xylen Cyanol, 

Azul de Bromofenol y Glicerol: el glicerol hace a la muestra más 

densa que el amortiguador de corrida (TBE 1 X), permitiendo que el 

ADN se mantenga dentro del pozo del gel y la adición de los 2 
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colorantes hace posible seguir el movimiento de las muestras 

durante la electroforesis. 

2. Colocar cuidadosamente las muestras de ADN en cada uno de los 

pozos del gel, sin derramarla en los pozos adyacentes. Asegurarse 

de incluir una línea con el marcador de peso molecular del ADN (por 

ejemplo, usar 250 ng de ADN de lambda cortando con Hind 111). 

3. Tapar la cámara de electroforesis y colocar los electrodos, 

asegurarse de que la Terminal negativa (negra) está en el mismo 

extremo del aparato. Escender la fuente de poder a 80 volts. 

4. Apagar la fuente de poder cuando el frente del color esté a 2 cm del 

extremo positivo. 

Nota: La cantidad de la muestra que debe ser colocada en los pozos 

depende del grosor del análisis así como de las dimensiones del peine que se 

utilice. 

La documentación del gel se puede llevar a cabo de dos maneras; la 

primera es utilizando un sistema analizador de geles, que consta de un scanner 

o cámara fotografía y un programa de computadora apropiado para esté tipo de 

análisis. La segunda forma, es a través de una cámara fotográfica normal que 

tenga un filtro color naranja con rollo de alta sensibilidad para fotografías 

blanco y negro. 

Tinción v Observación 

1. Remover el gel del aparato de electroforesis y sumergirlo en una 

solución de bromuro de etidio (0.5 mg/L en 500 mi de agua) por 

30 minutos. 

2. Observar el gel sobre un transiluminador de luz UV y 

documentarlos. 

Precaución: El bromuro de elido es un potente agente mutagénico y 

cancerígeno por lo que nunca debe manipularse sin guantes. Varios protocolos 

describen como inactivar esta substancia (ver Sambrook et a/., 2001 ). La 

solución una vez preparada, puede utilizarse varias veces siempre y cuando se 
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mantenga en la oscuridad y debe colocarse separadamente de otros desechos 

de laboratorio en recipiente apropiados cuando sea eliminada. 

La luz UV es dañina al exponer los ojos y la piel. Al irradiar el gel, deben 

usarse anteojos especiales o caretas de protección y bata de laboratorio. 

También este tipo de luz daña al ADN por lo que no debe ser expuesto por 

largos periodos de tiempo, sino solamente lo necesario (no más de 30 seg. 

cada vez). 

Preparación de soluciones stock 

Tris1 M pH 7.5, 8-0 o 9.5 (P.M. 121.14) 

1. Disolver 121 g TRIS-Base en aprox. 750 mi dH20. 

2. Añadir HCI hasta alcanzar el pH deseado (75 mi HCI = pH 7.5; 49 

mi HCI= 8.0). 

3. Aforar a 1000 mi con dH20. 

Cloruro de sodio (NaCI) 5 M (PM= 58.44 ). Este producto puede encontrarse 

ya preparado como reactivo especial para biología molecular. 

EDTA 0.5 M pH 8.0 (PM= 372.24) 

1. Disolver 186.12g de Na2EDTA-2H20 en aproximadamente 750 mi 

de dH20. 

2. Añadir pelets de NaOH hasta alcanzar un pH de 8.0. 

3. Cuando el EDTA esté disuelto, aforar a 1000 mi con dH20. 

Una vez preparada las soluciones stock de TRIS y EDTA se almacenan en 

refrigeración y a partir de ellas se produce a preparar el buffer de extracción 

haciendo cálculos basándose en el número de muestras a extraer. 

BUFFER TE: 

10 Mm Tris 
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1mM EDTA (pH 8.0) 
20% sodium dodecyl sulphate (SOS) (w/v) -no refrigerado-
5 M acetato de potasio -20ºC Buffer lisis (60ml acetato de potasio 5M, 
11.5 ml de ácido acético glacial y 28.5ml agua (Sambrook et al., 2001 ). 
Acetato de sodio 3 M -20ºC 
Etanol al 70% -20ºC 
lsopropanol absoluto -20ºC. 

TBE 5X: 

54 g de trizma base 
27.5 g de ácido bórico 
20 mi de EDTA 0.5M pH 8.0 

2X cT AB + Bisulfito 

Compuesto 
Tris-HCI 1 M pH 7.5 u 8 
cTAB 
NaCI 5 M 
EDTA 0.5 M pH 7.5 u 8 
[3-mercaptoetanol* 
Bisulfito de sodio 
*Añadir en el momento usarlo 
Aforar con agua destilada a 100 mi 

76% ETOH/0.2M Na-acetate 
Compuesto 

Acetato de sodio 
Etanol (ETOH) 95% 
dH20 

76% ETOH/10mM NH4-acetate 
Compuesto 

Acetato de amonio 
Etanol (ETOH) 95% 
dH20 

Cantidad 
10 mi 
2g 

28 mi 
4ml 
1 mi 
1 g 

Cantidad 
2.72g 
80 mi 

Aforar a 100 mi 

Cantidad 
0.077 g 
80 mi 

Aforar a 100 mi 

Concentración final 
100 mM 

2% 
700mM 
20 mM 

1% 
1 % 

Reacción típica de PCR para ISTR (Rhode1996, Osorio et al, 2006) 

Reactivo Concentración Final 

H20 

Buffer PCR 1 OX 1 X 
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MgCl2 25 mM 3mM 

F (Forward) 1 OmM 0.3 uM 

B (Reverse) 10mM 0.3 uM 

dNTPs 10 mM 0.25 mM 

Taq. Polim.5 U 0.25 mM 

ADN 50 ng 

Programa termociclador 

95' 3 min . --..._, 

95' 30 seg 

45º 1 min 
40 ciclos 

72' 2 min 

72' 2 min 

4º "' __,, 

Preparación del gel de Acrilamida 

Los vidrios de la cámara de electroforesis deben estar muy limpios y ser 

cuidadosamente tratados, el más pequeño será tratado con una solución de 

Bind Silane para fijar el gel a dicho vidrio y el más grande con una solución 

Repel de manera que se fácilmente separado del gel. Una vez tratados los 

vidrios se arma el molde utilizando los separadores adecuados. 

Bind Silane: Se distribuye homogéneamente (1 mi) sobre la superficie del vidrio 

que quedará en contacto con el gel, se deja secar 5 min y luego se retira el 

exceso con etanol (3 veces). 

Repel: Se distribuye homogéneamente (1 mi) sobre la superficie del vidrio que 

quedará en contacto con el gel, se deja secar 5 min y luego se retira el exceso 

con agua destilada (una vez). 
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Componentes del gel de Poliacrilamida 

MEZCLA CANTIDAD 

Archilamida 40% 10.5 mi 

T.B.E 10X 7.0 mi 

Urea 32.2 g 

APS 240 µI 

Temed 32 µI 

Preparada esta mezcla debe verterla rápidamente en el molde, colocar los 

peines y dejar polimerizar por lo menos 30 minutos. 

Condiciones de corrida para la electroforesis: 

• Se utilizará como buffer de corrida TBE 1 X 

• Se precalienta el gel a 75 W hasta alcanzar una temperatura de 48-50 

ºC 

• Se cargan 8 uL de muestra 

• La corrida se realizará a 65 W. 

Tinción con Sales de Plata 

A) Solución Reveladora 

COMPONENTES CANTIDAD 

Hidróxido de Sodio 30 g 

Formaldehído 37% 15 mi 

H20 cid 1 L 

B) Solución fijadora 

COMPONENTES CANTIDAD 

Acido Acético Glacial 5ml 

Alcohol Etanol 100 mi 

H2o cid 1 L 
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C) Solución de Nitrato de Plata 

COMPONENTES CANTIDAD 

Nitrato de Plata (AgN03) 2g 

Solución Fijadora 1 L 

Pasos 

SOLUCION TIEMPO 

1.- Solución Fijadora 5 min 

2.- Decantar la solución fijadora 

3.- Sol. Nitrato de Plata 5 min 

4.- Decantar 

5.- Lavar con H20 dd 

6.-Solución Reveladora . Hasta aparición de bandas 

7.- Enjuagar con H20 

Preparación de la Poliacrilamida 40% (1 L) 

Acrilamida 380 g 

N, N Methilenbisacrilamida 20 g 

H20 dd 600 mi 

Preparación de la Poliacrilamida 6% 

Acrilamida 40% 30 mi 

Urea 92 g 

T.B.E. 5 X 40ml 

H20 dd Aforar a 200 mi 

[31 ;Ji ¡, 
. IJI . 1 \ 
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