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ANALISIS BIOQUIMICOS Y MOLECULARES DE LA BIOSINTESIS DE
CAROTENOS EN DIFERENTES TEJIDOS DE MAIZ
Viridiana Silva Pérez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2011

El maiz (Zea mays L.) es el cultivo basico mas importante en México, y en los tltimos afios se ha
secuenciado su genoma. En este trabajo se utiliza parte de la informacion genomica, 2,039
marcadores moleculares y se relaciona con el contenido de carotenos en lineas endogémicas
recombinantes de maiz de la cruza B73 x Mol7 (IBM-RILs) para detectar loci de caracteres
cuantitativos (QTLs). En la primera fase, se estudio el contenido de carotenos en las hojas, ya
que éstos disipan la energia luminica utilizada en la fotosintesis, influyendo asi en la tasa
fotosintética y en el rendimiento de los cultivos. Se midi6 el contenido de luteina, B-caroteno, a-
caroteno, B-criptoxantina y zeaxantina, y se encontrd que [-caroteno representd 80% del total de
carotenos. Se identificaron 21 QTLs significativos en los cromosomas 1, 2,4, 5,6, 7y 8. En el
bin 1.07 se localiz6 un QTL (asociado al marcador umc2239) significativo (P < 0.001) con valor
aditivo alto para luteina, a-caroteno y B-caroteno. En la segunda fase, se estudio el contenido de
algunos carotenos importantes para la alimentacion humana por ser precursores de la vitamina A.
Se evaluo luteina, B-caroteno, a-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina, provitamina A y total de
carotenos en el grano y se realizd un analisis de QTLs para localizar regiones cromosomicas
adicionales a las reportadas en la bibliografia y proponer genes candidatos. Los resultados
coincidieron con la literatura revisada, pues en grano B-caroteno es el caroteno presente en
menor proporcion. Se identificaron nuevos QTLs, los mas importantes mediante dos marcadores
significativos (umcl2a y umcl777) para luteina, P-caroteno, P-criptoxantina, zeaxantina y
provitamina A en el bin 8.05. También se encontraron concordancias con genes anotados de
fitoeno sintasa, E-caroteno desaturasa y licopeno e-ciclasa, y dos genes candidatos para fitoeno
sintasa en el bin 6.01. Se concluye que existen situaciones contrastantes en hoja y grano de maiz
en cuanto a su contenido de carotenos, asi como en el nimero y ubicacion de QTLs

1dentificados.
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MOLECULAR AND BIOCHEMICAL ANALYSES OF CAROTENE BIOSYNTHESIS IN
DIFFERENT MAIZE TISSUES
Viridiana Silva-Pérez, M. Sc.

Colegio de Postgraduados, 2011

Maize (Zea mays L.) is the most important staple crop in Mexico, and in recent years its genome
has been sequenced. In this study, some of that genomic information is used, 2,039 molecular
markers, related to carotene content in maize recombinant inbred lines from the B73 x Mol7
cross (IBM-RILs), in order to detect quantitative trait loci (QTLs). In the first phase, carotenes
were studied in leaves because they dissipate the energy of light used in photosynthesis and thus
influence the photosynthetic rate and crop yield. Lutein, B-carotene, o-carotene, -cryptoxanthin
and zeaxanthin were measured, and we found that [(-carotene represented 80% of total
carotenoids. Twenty-one significant QTLs were found on chromosomes 1, 2, 4, 5, 6, 7 and 8.
One significant (P < 0.001) QTL (associated to umc2239 marker) with high additive value for
lutein, a-carotene and 3-carotene was located at the 1.07 bin. In the second phase, the carotene
content of some important carotenoids in human nutrition as they are precursors of vitamin A
were studied. We evaluated lutein, [-carotene, a-carotene, [(3-cryptoxanthin, zeaxanthin,
provitamin A and total carotenes in the kernel and a QTL analysis was performed in order to
identify chromosomal regions other than those reported in literature and to detect candidate
genes. Results were consistent with the literature, given that in kernel (-carotene is the
carotenoid present in the smallest proportion. New QTLs were identified, the most important
ones through two significant markers (umcl2a and umcl777) for lutein, B-carotene, [3-
cryptoxanthin, zeaxanthin and pro-vitamin A at the 8.05 bin. We also found matches to
annotated genes phytoene synthase, &-carotene desaturase and lycopene e-cyclase, and two
candidate genes for phytoene synthase at bin 6.01. We conclude that there are contrasting
situations in maize leaf and kernel concerning their carotene content, as well as in the number

and location of the identified QTLs.

Keywords: Zea mays, foliage, kernel, photosynthesis, pro-vitamin A.
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INTRODUCCION GENERAL

El maiz es un cultivo basico a nivel mundial, el cual ha sido ampliamente estudiado en los
ultimos afios, en ambitos tan diversos como su origen (Kato, 2009), evolucion (Gallagher ef al.,
2004), razas (Wellhausen et al., 1952), distribucion (Mera O., 2009) y mejoramiento (Hallauer,

1992). Ademas, se han desarrollado nuevas variedades o hibridos con ventajas agronémicas.

En 2009 se dio a conocer la secuencia completa de la linea de maiz B73 (Schnable et al.,
2009), la cual se puede encontrar en dos bases de datos principalmente: maizeGDB

(http://www.maizegdb.org/) (Sen et al., 2010) y Maizesequence

(http://www.maizesequence.org). Las bases de datos anteriores compilan informacion fenotipica,
marcadores moleculares y diversa informacion sobre el maiz. Esta informacion es de acceso libre
y susceptible de ser utilizada por los investigadores para generar innovaciones que contribuyan a

mejorar la alimentacion de la poblacion, valor nutritivo y rendimiento del cultivo.

El estudio del mejoramiento del rendimiento en maiz es un factor ampliamente discutido e
involucra muchos aspectos de la planta; uno de ellos es la tasa fotosintética (Ding et al., 2007).
En el proceso de la fotosintesis un aspecto primordial es la foto-oxidacion (Stahl y Sies, 2003).
Si la planta puede soportar mayor cantidad de luz, ésta no disminuird su tasa fotosintética y por
ende su rendimiento (Parry et al., 2011). Los carotenos son pigmentos que se encuentran en los
pléstidos de las hojas de las plantas y son los encargados de evitar este dafio luminico (Martin,

1995), de ahi la importancia de su estudio en plantas de maiz.

Algunos carotenos proporcionan un valor nutritivo cuando son consumidos por el ser
humano, ya que son precursores de la vitamina A (provitamina A). Su funcién es similar al de las
hojas en las plantas pero en la parte ocular. La provitamina A protege a los ojos contra la luz y
permite una mejor visibilidad. Personas deficientes en esta vitamina pueden llegar a presentar

ceguera o xeroftalmia (Schalch ef al., 2009).

Una manera de aprovechar la nueva tecnologia e informacion generada a través de varios

afnos sobre el maiz, la constituye la técnica denominada /oci de caracteres cuantitativos (QTLs).



Esta técnica explota el ligamiento a nivel cromosdmico y relaciona marcadores moleculares y un
fenotipo bajo estudio con el fin de encontrar regiones cromosOmicas relacionadas a dicho

fenotipo (Collard et al., 2005).

En la literatura actual no existen estudios sobre QTLs en hojas de maiz asociados a
carotenos y se conoce poco sobre el contenido de carotenos en este tejido. En grano, ain se
requiere estudiar el contenido de carotenos, y localizar regiones cromosomicas adicionales a las
reportadas en la bibliografia. Por lo anterior, los objetivos e hipdtesis de esta investigacion son

los siguientes:

1. Objetivos

1.1. Analizar el contenido de luteina, a-caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina y
total de carotenos en hojas de maiz e identificar regiones cromosdmicas asociadas al

contenido de carotenos en este tejido.

1.2. Evaluar el contenido de luteina, B-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina, provitamina A 'y
total de carotenos en granos de maiz, e identificar regiones cromosomicas y genes

candidatos asociados al contenido de carotenos.

2. Hipaotesis

2.1. En hoja, B-caroteno se presenta en mayor cantidad que en grano, y las regiones
cromosomicas involucradas en el contenido de carotenos en hoja son diferentes a las que

existen en grano.

2.2. En grano, luteina y zeaxantina son los carotenoides presentes en mayor cantidad, y las
lineas recombinantes de este estudio presentan nuevas regiones cromosoOmicas

relacionadas con la ruta de los carotenos.



Con el fin de abordar el tema de investigacién y dar cumplimiento a los objetivos
planteados y contrastar las hipdtesis, la tesis se estructurd, ademds de las secciones de
Introduccién General y Conclusiones Generales, en dos capitulos, presentados en el formato de
articulos cientificos. En el primer capitulo se discute la importancia de los carotenos en las hojas
debido a que disipan la energia luminica utilizada para la fotosintesis en las plantas, lo cual esta
relacionado con la tasa fotosintética y el rendimiento de los cultivos. Se determinaron los
contenidos de diferentes carotenoides y se relacionaron con marcadores moleculares mediante la
técnica de QTLs, definiéndose regiones cromosomicas asociadas con el contenido de carotenos.
El segundo capitulo estd basado en el estudio de los carotenos en el grano por ser precursores de
la vitamina A y esenciales en la alimentaciéon humana. Se evalu6 el contenido de distintos
carotenos y se vincularon con marcadores moleculares para distinguir QTLs o regiones

cromosomicas relacionadas con el contenido de carotenos.

3. Revision de literatura

3.1. Importancia del maiz

El maiz se origind y se disperso de la region central de la cuenca del rio Balsas en México
(Matsuoka et al., 2002). Este cultivo cuenta con una gran diversidad genética, y hasta el afo
2000 se habian reportado 59 razas mexicanas (Sanchez et al., 2000). Actualmente, el maiz es el
cultivo basico mas importante en México y de suma importancia en el resto del mundo. El
promedio anual de produccién mundial es de 5.1 t ha”, y destaca Estados Unidos con el mayor
rendimiento, 10.3 t ha™. México se ubica como uno de los principales paises productores con

menores rendimientos (2.8 t ha™) (FAOSTAT, 2011).

En M¢éxico, anualmente se consumen alrededor de 11 millones de toneladas de maiz blanco
en forma de tortillas, elaboradas mediante el proceso tradicional o utilizando harina de maiz. En
los hogares mexicanos, el maiz es un producto basico, que se consume principalmente en forma
de tortilla y platillos diversos. De acuerdo con la Camara Nacional del Maiz Industrializado, el
consumo per capita anual de tortilla de la poblacidon nacional es el proveniente de 105 kg de

maiz. De hecho, el mexicano obtiene 47% de las calorias diarias del maiz consumido en tortilla.



La importancia del maiz en la alimentacion del pueblo mexicano va mas alla de su contribucion a
la dieta y a la economia familiar, pues es origen de nuestras tradiciones y costumbres, conforma

la cultura ancestral y nos identifica como nacién (Polanco y Flores, 2008).

El maiz es utilizado desde su grano, hoja, tallo y espigas. Todas las partes de la planta,
incluyendo raices, sirven como abono o combustible. La cafia se usa en la fabricacion de
artesanias y en la construccion. La hoja sirve como envoltura de tamales y cigarros, para fabricar
objetos rituales o artesanales. El olote se emplea como combustible, alimento para animales y
como herramienta para desgranar mazorcas. Se consume en tortilla, elotes, pozole, esquites; se
prepara en huitlacoche, tostadas, tamales, y se elaboran bebidas como el atole y el tejate, ademas

de algunas que son embriagantes a partir de grano fermentado (Esteva, 2003).

En muchos paises en desarrollo con altos niveles de pobreza, incluyendo numerosas regiones
de México, el cultivo del maiz es una fuente importante para la nutricion de las familias. Aunque
desde la perspectiva nutricional el maiz es superior a muchos otros cereales, su contenido de
proteinas y vitaminas es deficiente, razon por la cual se explica el interés de los gobiernos
nacionales por el desarrollo de variedades de alta calidad proteinica, denominados QPM, por sus
siglas en inglés, que contribuyan a superar la desnutricion (Polanco y Flores, 2008). De igual
forma es deficiente en contenido vitaminico, que unido a toda la importancia del maiz, sigue
siendo esencial y justificada la investigacion cientifica en este cultivo tan basico de México y el

mundo, en especifico del incremento de su valor nutritivo.

3.2. Importancia y funcion de los carotenos

3.2.1. En las plantas

Los carotenos son pigmentos organicos que se producen predominantemente en
organismos fotosintéticos. En las plantas se observan en un espectro de color amarillo a rojo,
debido a su estructura molecular linear de C49 con mas de 11 enlaces dobles, lo que determina la
maxima excitacion y emision para dar como resultado dicho espectro de colores. En las plantas
se pueden apreciar principalmente en flores, frutos y o6rganos de almacenamiento. Estos

pigmentos isoprenoides, estan involucrados en la fotosintesis durante la cosecha de luz y la foto-



oxidacion; ademads, son precursores de moléculas de sefializacion en la respuesta a estrés biotico

y abidtico (Farré et al., 2010).

En las hojas verdes, los carotenos estan enmascarados por la clorofila de color verde, pero
cuando ésta se degrada en el otofio se pueden observar los pigmentos amarillo-anaranjado,

esenciales en la fotosintesis oxigénica (Telfer ef al., 2008).

Los organismos fotosintéticos son muy diversos y tienen una amplia variedad de complejos
proteinicos que contienen clorofilas y pigmentos accesorios como carotenos y ficobilinas. Hay
dos grandes complejos proteinicos de clorofila: (i) antena cosechadora de luz (LH), donde varias
moléculas de clorofila transfieren energia dentro y entre diferentes tipos de complejos, y (ii)
centro de reaccion (RC), donde se catalizan las primeras reacciones fotoquimicas y transferencia
de electrones. Los organismos oxigénicos (plantas superiores, algas y cianobacterias) utilizan el
agua como fuente de electrones y las reacciones ocurren en los fotosistemas I y II (PSI, PSII)

(Telfer et al., 2008).

La disipacion no fotosinténtica es un mecanismo presente en la mayoria de los organismos
oxigénicos, en donde los carotenos disipan el exceso de la energia al liberar calor sin provocar
algin dafo, asi se disminuye la sobre reduccion en el lado aceptor de electrones de RC del PSII
(Siefermann-Harms, 1987). La disipacion de energia estd ampliamente influenciada por el ciclo
de las xantofilas, las cuales regulan o limitan la luz a través de la de-epoxidacioén, donde se
remueven dos oxigenos de los grupos epoxi de la violaxantina, lo que resulta en un sistema de
nueve enlaces dobles, en 10 de anteraxantina y en 11 de zeaxantina. Este proceso puede durar
desde minutos hasta dias, segun el estrés al que esté sometida la planta (Demmig-Adams y

Adams III, 1996) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de las xantofilas.

El centro de reaccion del PSII contiene dos moléculas de B-caroteno. Su localizacion ha
sido muy debatida; sin embargo, observaciones espectroscOpicas ubican a una molécula casi
horizontal en el plano de la membrana (Carsy;) y a otra perpendicular a este plano (Carsgg). La
ultima estructura de rayos X a 3.0 A ubica a Carso; de lado de la proteina D2 y a Carago de la
proteina D1 (Loll et al., 2005) como se muestra en la Figura 2 de una estructura de
Thermosynechococcus elongatus (Protein Data Bank, nimero 2AXT). En la parte izquierda de
esta figura se observan las hélices a de la transmembrana que encierra a los pigmentos y en la

derecha se observan los cofactores que contienen dos carotenos (Car).



Figura 2. Estructura del complejo del centro de reaccion del fotosistema II.

El complejo de cosecha de luz II (LHCII) esta asociado con PSII, la estructura cristalizada
del complejo de cosecha de luz II de la espinaca (Spinacia oleracea) (Protein Data Bank, numero
IRWT) se puede ver en la Figura 3. Cada monomero tiene tres hélices, union a ocho clorofilas a,
seis clorofilas b (color verde), dos luteinas (color naranja), una neoxantina (color morado) y una
xantofila (color magenta). Las antenas CP47 y CP43 del PSII estan formadas por seis hélices
transmembranicas, las cuales en plantas y algas verdes solo permiten la union de la clorofila a y
B-caroteno, que actuan como intermediarios entre la antena y la luz capturada por LHC, en total
contiene 35-36 clorofilas a y 11 carotenos por cada RC. La antena del PSI es mas compleja, pues
ademas de las seis hélices contiene mas de 90 clorofilas a y 22 carotenos por cada RC. Todos los
carotenos estan unidos a las clorofilas por enlaces de vander Waals, lo que asegura una buena
transferencia de energia entre los dos tipos de pigmentos, una eficiente cosecha de luz y

fotoproteccion (Telfer et al., 2008).

Figura 3. Estructura del complejo de cosecha de luz II de la espinaca.



Debido a que en las hojas de las plantas los carotenos son esenciales en la disipacion de energia
durante la fotosintesis, las plantas con capacidad de incrementar dicha fotoproteccion o de
recuperarla facilmente después de un alto estrés luminico, representan una alternativa en el
mejoramiento genético debido a la relacion directa entre fotosintesis y rendimiento (Parry et al.,

2011).

3.2.2. En los animales

Los animales no pueden sintetizar carotenos pero pueden adquirirlos a través de su dieta.
Los cuatro carotenos: -caroteno, a-caroteno, y-caroteno y B-criptoxantina, son precursores de la
vitamina A en humanos, lo que significa que pueden convertirse en retinol, como se muestra en
cuadros punteados en la figura 4. El B-caroteno, estd presente en una amplia variedad de frutas
con colores de amarillo a anaranjado, en vegetales verde-oscuros y amarillos como brocoli,
espinaca, nabo verde, zanahoria, camote y calabaza. Otras fuentes de vitamina A son el higado,
la leche, la mantequilla, el queso y el huevo. La vitamina A es importante en el crecimiento
normal del cuerpo y en la reparacidon del tejido; ademas, el sistema inmunoldgico y la vision

dependen particularmente de esta vitamina (Farré ef al., 2010).

LCY-b

B-caroteno

LCY-e: e-licopeno ciclasa; LCY-b: B-licopeno ciclasa
i t [ES N A Cuadros punteados: Retinol
a-caroteno Fuente: Farré et al., 2010

Figura 4. Sintesis de -caroteno y a-caroteno a partir de licopeno.



Mas de 840 millones de personas en el mudo carecen de los alimentos requeridos para cubrir
sus necesidades basicas nutrimentales, y tres mil millones de personas sufren deficiencias
micronutrimentales. Los principales afectados son mujeres y nifios en las regiones del Sub-
Sahara de Africa, Sur y Sureste de Asia, Latinoamérica y el Caribe, quienes son susceptibles a
enfermedades por falta de los micronutrientes esenciales, basicamente de hierro, vitamina A,

yodo y zinc (Pfeiffer y McClafferty, 2007).

En México, se estima que cerca de 45 millones de personas presentan deficiencias
nutrimentales. Las mayores prevalencias de deficiencia de vitamina A se reportaron en los nifios
de las zonas rurales, en donde se observo en 26.9% de los menores de 12 afos, siendo el grupo
inferior a los 6 afios el mas afectado. Se estimd también deficiencia de vitamina A en las mujeres

en edad fértil y en las mujeres embarazadas (FAO, 2003).

Una causa de la deficiencia nutrimental es la mala alimentacion que predomina actualmente,
y es que se consumen indiscriminadamente productos de bajo valor nutricional. Se calcula que
22.3 millones de mexicanos que radican en zonas rurales padecen enfermedades relacionadas
con la desnutricidon, porque basan su alimentacion en productos de bajo aporte nutricional, como
es el maiz, lo cual implica gastos anuales del orden de 56 mil millones de pesos y ocasiona la

muerte de cerca de 200 mil personas al afio (Fuentes, 2008).

Una alternativa de solucion al problema de la desnutricion es la biofortificacion de productos
basicos como el maiz. En este rubro se han hecho experimentos de biofortificacion de tortillas,
comprobando que con ellas se incrementa la cantidad total de ADN cerebral y niimero de
neuronas, ademas de presentar menores indices de anemia y mejorar la fertilidad, demostrando
asi la importancia de una buena alimentacion en los seres vivos (Stylianopoulos et al., 2002).
Ademas, se sugiere el uso del mejoramiento genético para la obtencion de variedades con altos
contenidos de carotenos precursores de la vitamina A, y es precisamente en este punto donde

pueden incidir los resultados del presente estudio.
3.3. Biosintesis de carotenos y genes implicados

Los carotenos son tetraterpenoides y pueden comprender ocho precursores isoprenoides Cs

condensados que generan una estructura molecular linear de C49. En plantas, esta reaccion de



condensacion involucra el precursor isomérico isopentenil bifosfato (IPP) y el dimetilalil
bifosfato (DMAPP) que ocurre de novo dentro de los plastidos. IPP y DMPP se derivan
predominantemente de la ruta plastidial metileritritol 4-fosfato (MEP), aunque los mismos

precursores se forman en la ruta de acido mevaldnico (MVA) citosélico (Farré et al., 2010).

La formacion de carotenoides por la via mevalonica (MVA) independiente se lleva a cabo
con la union del piruvato y el grupo aldehido del grupo D-gliceraldehido 3 fosfato (G3P), dando
como resultado 1-deoxi-D-xilulosa S5-fosfato (DXP). Dicho compuesto sufre diferentes
modificaciones hasta formar 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4 fosfato (HMBPP), del cual se
deriva el isopentenil bifosfato (IPP) y el dimetilalil bifosfato (DMAPP). La condensacion de IPP
y DMAPP genera una molécula C;p denominada geranil pirofosfato (GPP). Por adiciones
sucesivas de IPP se forma el geranil-geranil difosfato (GGPP), por la union de 2 GGPP, la
eliminacion de un grupo bifosfato y un reacomodo esteroespecifico se forma el fitoeno (Cao)

(Fraser y Bramley, 2004).

A través de cuatro desaturaciones el fitoeno incoloro se convierte en licopeno con su
caracteristico color rojizo, por accion de la luz o precursores de cloroplastos continia un proceso
de isomerizacion para pasar del fitoenol5-cis al licopeno all-trans. Generalmente, el licopeno es
precursor de la ciclacion, la cual inicia con el ataque nucleofilico al C-2 terminal del doble
enlace C-1,2. De esta manera, se forman dos tipos de ciclos: o y P-ionona, los cuales se
diferencian por la posicion del doble enlace dentro del anillo del ciclohexano. Se han encontrado
dos tipos de ciclasas importantes en plantas superiores: la licopeno-g-ciclasa (LCY-E) que
introduce los anillos-¢, y la licopeno-f-ciclasa (LCY-B) que introduce los anillos B. De manera
interesante, LCY-B puede catalizar la introduccion de dos anillos-p al licopeno para formar -
caroteno via J-caroteno; sin embargo, LCY-E s6lo puede incorporar un anillo-e. Para la
formacion de a-caroteno deben interactuar ambas ciclasas. Se ha sugerido que la incapacidad de
la ciclasa-¢ de no poder afiadir mas que un anillo -&¢ provee un mecanismo de control en la

formacion ciclica de carotenoides (Fraser y Bramley, 2004).

En las plantas superiores las xantofilas son formadas enzimaticamente de la oxidacion de o y
B caroteno. La hidroxilacion del C-3 y C-3’ resulta en la formacion de luteina via a-criptoxantina

y zeaxantina via B-criptoxantina, y la catélisis es realizada por hidroxilasas. Los precursores
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directos del acido abscisico (ABA) son las zeaxantinas, violaxantinas y neoxantinas. La division
oxidativa de 9-cis-epoxicarotenoides es la principal reaccion especifica de biosintesis de ABA a
partir de la cual se obtienen las xantoxinas, las cuales son transportadas al citoplasma para ser

convertidas en aldehido abscisico y después de una oxidaciéon en ABA (North et al., 2007).

En maiz existen mutantes con genes involucrados en la ruta de los carotenos analizados en
grano y hoja. El mutante yellow 1 (yI) con endospermo blanco a amarillo palido con hojas
verdes o verde palido (Figura 1A) (Buckner ef al., 1990) esta asociado con la fitoeno sintasa

(Buckner et al., 1996).

El mutante viviparous 2 (vp2) y viviparous 5 (vp5) presentan el endospermo blanco, son
deficientes en carotenos y ABA, lo que se refleja en una germinacion prematura del grano. Estan
asociados a la fitoeno desaturasa (PDS), responsable de dos pasos de desaturacion para convertir
el fitoeno a {-caroteno. Vp2 mostro niveles de proteina y transcrito de PDS similares a una planta
silvestre (no mutante), mientras que vpS5 no presentd dicha proteina y mostrd niveles bajos de
transcrito, lo cual indica que vp5 codifica PDS y vp2 sélo puede estar involucrado en otro

mecanismo que regule la actividad de esta enzima (Li et al., 1996; Hable ef al., 1998).

El mutante white seedling 3 (w3) tiene endospermo blanco, sus plantulas son blancas,
algunas veces viviparo; el alelo w3-8686 presenta dormancia, endospermo blanco y plantulas
verde palido al crecer con luz tenue. Presenta acumulacion de fitoeno, fitoflueno, C-caroteno. (Li

et al., 1996; Andorf et al., 2010).

El mutante viviparous 9 (vp9) presenta el endospermo blanco, esta asociado a la &-caroteno
desaturasa, responsable de dos pasos de saturacion de la {-caroteno a licopeno (Matthews et al.,

2003; Li et al., 2007).

Algunas enzimas importantes de la ruta de los carotenoides en maiz no han sido clonadas.
Sobresale la licopeno B-ciclasa y e-ciclasa, las cuales convierten una cadena recta de licopeno en

B- y a-caroteno al anadir dos anillos B al B-caroteno y un anillo B y uno ¢ al a-caroteno.

El locus de la e-ciclasa licopeno altera el flujo del a-caroteno a la via por p-caroteno. Cuatro

polimorfismos explicaron el 58% de la variacion de estas ramas y tres veces la diferencia de los
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componentes de la provitamina A. La seleccion favorable de los alelos IcyE con marcadores
moleculares permitiria desarrollar mejoramientos mas efectivos en la produccion de maiz con
altos contenidos de provitamina A (Harjes et al., 2008). Por lo anterior aiin se requiere estudiar y
analizar las enzimas de los carotenos y otras posibles isoformas que puedan estar relacionadas

con la produccién de provitamina A.

3.4. Loci de Caracteres Cuantitativos (QTLs)

El maiz cuenta con 10 cromosomas y mas de 2000 marcadores disponibles en la red; ademas,
se ha publicado la secuencia del genoma de la linea de maiz B73 (Schnable et al., 2009). Esta
informacion constituye un gran soporte para realizar investigacion de mejoramiento genético a
través de seleccion asistida por marcadores con base en la busqueda de regiones cromosémicas
relacionadas con un fenotipo mediante la técnica de QTLs, lo que puede conducir a un mejor

entendimiento del funcionamiento de este importante cultivo.

La técnica de QTLs se basa en el ligamiento genético entre marcadores moleculares y genes
responsables de la expresion de un carécter, distinguiendo asi regiones de un genoma que
contienen los genes asociados a la caracteristica cuantitativa de interés, determinando dicha
asociacion con ayuda de métodos estadisticos. Asi, la seleccion favorable de alelos de enzimas
de la ruta de los carotenos a través de marcadores moleculares es importante para desarrollar
metodologias de mejoramiento mas efectivas en la produccion de maiz con altos contenidos de

provitamina A (Collard et al., 2005).

Gracias a técnicas de QTLs se han identificado tres principales regiones que regulan el
contenido de carotenos en maiz (Wong et al., 2004); en una de ellas se encontr6 el locus de la
Lyc-E, la cual altera el flujo del a-caroteno a la via de B-caroteno (Harjes et al., 2008). Sin
embargo, aun se carece de suficiente informacion tanto en granos como otros tejidos del maiz
(e.g. hojas) que estan altamente relacionadas a los carotenos y pudieran dar informacion basica

para el estudio en grano.
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CAPITULO 1. QTLs ASOCIADOS AL CONTENIDO DE CAROTENOS EN HOJAS DE
MAIZ (Zea mays L.)"

1.1. Resumen
Los carotenos son pigmentos antioxidantes que captan fotones dentro del espectro de luz visible
y protegen a los tejidos de las plantas contra la foto-oxidacion, lo cual esta relacionado con la
tasa fotosintética y rendimiento de los cultivos. La biosintesis de los carotenos ocurre dentro de
los plastidos, donde se sintetizan a partir de la via mevalonica independiente y en la cual
participan mas de 10 enzimas y un numero de factores atin no determinado. Con el objetivo de
identificar regiones cromosomicas de maiz (Zea mays L.) asociadas al contenido de carotenos, se
midio6 el contenido de estos compuestos en hojas de 200 lineas endogamicas recombinantes de
maiz de la cruza B73 x Mol7 sembradas en Irapuato, México, en el ciclo primavera-verano
2009. Los QTLs localizados fueron para luteina, a-caroteno, P-caroteno, B-criptoxantina y
zeaxantina. El caroteno presente en mayor cantidad en las hojas fue B-caroteno (80 % del total de
carotenos) y el menor B-criptoxantina (0.2 %). Se detectaron 21 QTLs significativos en los
cromosomas 1, 2,4, 5, 6, 7y 8. En el bin 1.07 se localizé un QTL altamente significativo (p <

0.001) con valor aditivo alto para luteina (-89.16 pg g”' PMS, r*=0.07), a-caroteno (-25.41 pug g’
PMS, r*=0.07) y B-caroteno (-674.98 pg g”' PMS, 1°=0.09). Un QTL de -criptoxantina en el

cromosoma 8 se detectd con el marcador psy2 que es paradlogo de la enzima fitoeno sintasa, y
otro coincidié con un QTL evaluado para acido abscisico, relacionado al gen caroteno
dioxigenasa. Se infiere que en el genoma de maiz existen muchos factores aun no identificados
relacionados al contenido de carotenos en hojas verdes y los nuevos QTLs identificados en este
estudio podrian ayudar a encontrar nuevos genes o factores que determinan el contenido de
carotenos en hojas de maiz.

Palabras Clave: Gramineas, Loci de Caracteres Cuantitativos, carotenoides, follaje.

" Enviado para su publicacién como articulo cientifico en la revista Agrociencia
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1.2. Introduccion

Los carotenoides son pigmentos naturales de color amarillo a rojo producidos por los
organismos autétrofos (Farré et al., 2010), los cuales son relevantes en la nutricion humana y
animal (Pfeiffer y McClafferty, 2007). En las plantas, los carotenoides estan involucrados en la
fotosintesis, ya sea como antenas accesorias durante la cosecha de luz, o como antioxidantes que
protegen las membranas contra la foto-oxidacion (Demmig-Adams y Adams III, 1996). Estos
compuestos afectan el rendimiento de las plantas, ya que en parte determinan la tasa fotosintética
y eficiencia en la captura de energia solar (Parry et al., 2011); ademas, son precursores de
moléculas de senalizacion en la respuesta de estrés bidtico y abiodtico, como el acido abscisico
(ABA) (North et al., 2007).

En hojas verdes, la biosintesis de carotenos ocurre en las membranas internas de los
cloroplastos (Gallagher ef al., 2004) y se sintetizan por la via mevalonica independiente (Fraser y
Bramley, 2004) (Figura 1.1).

En maiz (Zea mays L.) se conocen varios mutantes de genes involucrados en la ruta de los
carotenos, tanto en granos como en hojas. El mutante yellow 1 (y1) estd asociado con la enzima
fitoeno sintasa 1 (PSY) y presenta semillas blancas (Buckner et al, 1996). Los mutantes
viviparous 2 (vp2) y viviparous 5 (vp35) presentan endospermo blanco, son deficientes en
carotenos y ABA, lo que se refleja en una germinacion prematura del grano, y estan asociados a
la fitoeno desaturasa (PDS) (Li ef al., 1996; Hable et al., 1998). El mutante white seedling (w3)
tiene endospermo blanco, algunas veces viviparo, sus hojas son blancas y acumulan fitoeno (Li
et al., 1996). El mutante viviparous 9 (vp9), con endospermo blanco, se asocia con la &-caroteno

desaturasa (ZDS) (Matthews et al., 2003; Li et al., 2007). A pesar de que se conocen muchos
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mutantes de carotenos en maiz (Figura 1.1), alin no se han identificado todas las enzimas de la

ruta, ni se han mapeado todos los genes relevantes.
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Figura 1.1 Ruta mevalonica independiente de los tetraterpenoides.
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Una manera de localizar regiones en los cromosomas relacionadas con una caracteristica
fenotipica especifica es mediante la identificacion de loci de caracteres cuantitativos (QTL). La
técnica se basa en el desequilibrio de ligamiento y hace uso de herramientas estadisticas al
asociar marcadores moleculares con un fenotipo en particular. Los resultados permiten ubicar
regiones cromosOmicas que contienen uno o varios genes responsables de la caracteristica
cuantitativa de estudio (Collard et al., 2005). En la literatura actual no existen estudios sobre
QTLs en hojas de maiz asociados a carotenos, por lo que el objetivo de esta investigacion fue
evaluar el contenido de luteina, B-caroteno, a-caroteno, B-criptoxantina, y zeaxantina, asi como

localizar los QTLs respectivos en este tejido fotosintético.

1.3. Materiales y métodos

Material vegetativo y siembra
Se utilizaron lineas endogémicas recombinantes (RILs, por su siglas en inglés) de maiz
derivadas de la poblacion IBM, proveniente de la cruza entre las lineas B73 y Mo17 (Lee et al.,
2002). La semilla original de las IBM-RILs se obtuvo del banco de germoplasma Maize Genetics
Cooperation Stock Center de Estados Unidos. Las plantas crecieron en un sustrato de peat moss
y vermiculita (en proporciones de 1:1). Los genotipos se sembraron de manera sistematica con
cuatro repeticiones cada uno en una maceta de 25 cm de didmetro y 25 cm de altura, dentro de un
invernadero con luz solar natural y condiciones de temperatura y humedad semicontroladas,
ubicado en Irapuato, México (20° 43° 06.19” latitud N, 101° 19° 44.53” longitud O, 1,730
msnm). La densidad de poblacién fue de 5.7 plantas m™. El manejo agronémico de riego,
fertilizacion y control de plagas fue el Optimo para las condiciones de crecimiento en

invernadero.

21



Muestreo y extraccion de carotenos

Se obtuvieron muestras de 200 lineas IBM-RILs a los 65 d después de la siembra (DDS)
(10* hoja desarrollada). Para la cosecha se usaron solo hojas verdes, saludables y homogéneas.
Por cada RIL se mezcld la cuarta hoja de cuatro plantas diferentes. El tejido se colocod en
nitrogeno liquido, se triturd y se tomaron dos submuestras que se liofilizaron por 36 h. El tejido
seco se molid con un molino Retsch MM 301 (Haan, Alemania) por 30 s a una frecuencia de
1/30 Hz. La extraccion de carotenos se realizoé de 20 mg de tejido seco, con la técnica modificada
de (Kurilich y Juvik, 1999): después de agregar 500 pL de etanol mas 3,5-Di-tert-4-
butilhidroxitolueno (BHT) 1 % y mezclar con agitador tipo vortex, la muestra se coloco a 80 °C
por 5 min, se agregaron 20 pL de KOH 80 % y se sometio a 80 °C por 20 min; después, la
muestra fue colocada en hielo y se afiadieron 500 puL de agua destilada a 4 °C. Se agregaron 500
puL de hexano en un primer lavado, y en el segundo se utilizaron 250 pL de hexano. El

sobrenadante de 750 uL se separd, se desecd y se resuspendio con 200 puL. de etanol absoluto.

Cuantificacion de carotenos

Se inyectaron 20 pL de las muestras en un sistema de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) (Agilent Techologies serie 1200, Santa Clara, CA, EUA) acoplado a una
columna YMC Carotenoid, 5 um 4.6 x 150 mm de (Waters, Milford, MA, EUA). Como fase
movil se utilizdé una mezcla de metanol/acetonitrilo/diclorometano/BHT 55/40/5/1 (v/v/v/p) con
una elucion isocratica de los compuestos a una temperatura de columna de 40 °C. Se utilizé un
detector de arreglo de diodos para registrar la absorbancia a tres longitudes de onda
simultaneamente: 420, 450 y 473 nm. Los picos de los cromatogramas se integraron

manualmente. Los valores de las areas a las tres longitudes de onda se promediaron y se
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utilizaron para determinar el contenido de los carotenos. Los tiempos de retencion se obtuvieron
con los estandares puros (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA): a-caroteno (05784), B-caroteno
(C4582) y zeaxantina (14681), (CaroteNature, Lupsingen, Suiza): luteina (0133) y pB-
criptoxantina (0055). Los datos se analizaron con las funciones estadisticas de la hoja de calculo
Excel para obtener un resultado final en microgramos de carotenos por gramo de peso de la
materia seca (ug carotenos g PMS). El contenido total de carotenos se calculd como la suma de

luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, B-caroteno y a-caroteno.

Analisis estadistico de QTLs
En el analisis de QTLs los valores fenotipicos fueron los datos obtenidos de contenido de
carotenos en cada una de las 200 RILs. Los datos genotipicos se basaron en 2,039 marcadores
moleculares correspondientes a la poblacion IBM-RIL 302 contenidos en la base de datos de

maizeGDB (www.maizegdb.org). La distancia promedio de los marcadores utilizados fue 4.4 cM

en los 10 cromosomas. Los datos se evaluaron con el paquete de qtl en R y bioconductor
(Broman y Wu, 2010) y se realiz6 un analisis de varianza (“Im” y “anova”) en R version 2.11.1
(31-05-2010). Para localizar QTLs significativos se distinguieron picos con una probabilidad p <

0.001 y se estimaron sus valores aditivos.

Analisis bioinformatico
El anélisis bioinformatico consistid en analizar la posible asociacion de genes conocidos de
la ruta de los carotenos con los QTLs obtenidos en este trabajo. La localizacion de los genes y
los mutantes se determind con base en busquedas en las bases de datos de Maizesequence

(http://www.maizesequence.org/) y MaizeGDB (http://www.maizeGDB.org/).
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1.4. Resultados y discusion
Contenido de B-caroteno en hojas
El contenido total de p-caroteno en hojas maduras de maiz fue similar al reportado en hojas
maduras de tabaco (Nicotiana tabacum) (Cuadro 1.1); sin embargo, la concentracion fue 10.7
veces mayor al reportado en hojas de plantas jovenes de Arabidopsis thaliana (Carol et al., 1999)
y 50 veces mas que en las hojas de Nicotiana glauca (40-65 DDS) (Zhu et al., 2007). Lo anterior
indica que el contenido de carotenos en hojas puede variar considerablemente segun la especie, y
probablemente también sea afectado por la edad fisiologica de las hojas. Existié una tendencia

similar en el contenido de luteina y en la razon B-caroteno/luteina (1.1).

Cuadro 1. 1 Contenido de carotenos en hojas de diferentes especies y plantas de diferentes

edades.
Especie (edad fisiologica) B-caroteno’ Luteina’ B-car/lut Referencia
Zea mays (7 DDS) 514£29 432425 1.190 (Kay y Phinney, 1956)
Zea mays (B73) (65 DDS) 5,339£1,816  1,142+278 4.675 Este estudio
Arabidopsis thaliana 500 750 0.667 (Carol et al., 1999)
Nicotiana tabacum 5,200+1,200 10,300+2,100 0.505 (Ralley et al., 2004)
Nicotiana tabacum 1,390+280 1,111+250 1.251 (Hasunuma et al., 2008)
Nicotiana glauca (7-21 DDS) 69 162 0.426 (Zhu et al., 2007)
Nicotiana glauca (40-56 DDS) 103 123 0.836 (Zhu et al., 2007)

DDS: Dias después de la siembra. | pg carotenos g”' PMS. B-caroteno/luteina: B-car/lut

La razon B-caroteno/luteina indica la reparticion metabodlica en las dos ramas de la ruta, y
refleja los niveles de actividad y afinidad por el sustrato de las enzimas LYC-E y LYC-B en
estos tejidos (Figura 1.1). Las hojas de maiz tienen una relacion mayor de -caroteno/luteina que
contrasta con los valores menores a 1 en hojas de otras especies vegetales (Cuadro 1.1), lo que
resulta interesante, ya que para producir el arroz dorado transgénico con alto contenido de

carotenos, se utilizd una enzima PSY heter6loga de maiz (Paine et al., 2005), y no una de
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bacterias o de Arabidopsis thaliana como en muchos otros estudios, lo cual implica que el
genoma de maiz puede ser una fuente valiosa de genes para entender la funcion de los carotenos
en otras especies vegetales.
Perfil de carotenos en hojas de maiz de la poblacion IBM-RILs

Después de confirmar que hay fuertes variaciones genéticas en el contenido de B-caroteno y
luteina, se analizo el perfil completo de compuestos carotenoides en hojas de las 200 IBM-RILs,
cuyo resultado se muestra en la Figura 1.2 a manera de una grafica boxplot que analiza las
medias, las amplitudes intercuartiles y la desviacion estandar del contenido de carotenos en las

muestras evaluadas.
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Figura 1. 2 Contenido de compuestos carotenoides en hojas de las IBM-RILs.

En relacion al contenido total de carotenos medido en las hojas de los IBM-RILs, el B-
caroteno fue el metabolito que presentd mayor concentracion con base en el peso de la materia
seca (80 %), seguido de luteina (17.1 %), zeaxantina (1.4 %), a-caroteno (1.4 %) y pB-
criptoxantina (0.2 %). Este perfil de compuestos carotenoides contrasta con el tipico de granos de
maiz, en los cuales la zeaxantina y la luteina son los compuestos dominantes, y el $-caroteno esta

presente en concentraciones menores (Berardo et al., 2004; Ortiz-Monasterio et al., 2007).
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La razén por la que el B-caroteno es dominante en las hojas de maiz atn se desconoce; quiza
se debe a sus propiedades quimicas fuertemente hidrofobicas, porque es ubicuo en todos los
organismos fototrépicos oxigénicos (Britton, 2008), y porque estd intimamente asociado con los
centros de reaccion fotosintéticos de las clorofilas, especificamente en el fotosistema II (PS IT) de
los cloroplastos y la fotoproteccion (Trebst y Depka, 1997). La luteina es un compuesto menos
hidrofobico y estd asociada con la cosecha de luz y su capacidad antioxidante (Telfer et al.,
2008; Ruban y Johnson, 2010); también forma parte del PSII y estd involucrada en la
transferencia de energia de las clorofilas b y a (Polivka y Frank, 2010). La zeaxantina,
igualmente menos hidrofobica que el B-caroteno, esta involucrada en la disipacion del exceso de
energia luminica capturada durante la fotosintesis (Ruban y Johnson, 2010), e interviene en la
transferencia de energia a la clorofila a (Connelly et al., 1997). La B-criptoxantina y el a-
caroteno son hidrofébicos (Telfer et al., 2008), pero no se les conocen funciones fotosintéticas,
razon por la que posiblemente se encuentran en bajas concentraciones en hojas y presentan una
menor actividad antioxidante.

Analisis de QTLs de carotenos

Se identificaron QTLs en una primera aproximacion mediante el mapeo de las regiones
cromosomicas para identificar genes regulatorios. El Cuadro 1.2 muestra los marcadores que
representaron picos con p < 0.001 de las IMB-RILs para a-caroteno, luteina, B-caroteno, [3-
criptoxantina y zeaxantina, en los cromosomas 1, 2, 4, 5, 6, 7 y 8 del genoma de esta poblacion
de maiz.

Los marcadores con mayor efecto aditivo para luteina fueron umc2239 en el cromosoma 1y
asg73 en el cromosoma 5. Para los otros compuestos, la mayor aditividad se encontrd para los

marcadores umc2239 (o-caroteno y P-caroteno), cdo507b (B-criptoxantina) y mmpl69
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(zeaxantina). Sobresale el marcador umc2239 ubicado en el bin 1.07, ya que fue altamente

significativo (p < 0.0001) y tuvo un valor aditivo alto para a-caroteno, luteina y B-caroteno. En

esta region se ubicaron 11 genes que aun no se encuentran anotados en la base de datos de

Maizesequence, pero podrian ser genes regulatorios de algunas de las enzimas de la ruta de los

carotenos.

Cuadro 1. 2 QTLs para carotenos medidos en hoja de maiz de IMB-RILs.

No. Marcador Bin Pos (cM) Inicio (pb)  Fin (pb) P-value r° V. AT
a-Caroteno

1 AYI110393  1.03 302.8 51,157,714 51,657,713 0.00040 0.07132 -21.8907

2 AW400087 1.03 287.2 51,160,033 51,660,032  0.00011 0.08498 -22.2197

3 umc2239 1.07 630.6 201,781,351 202,281,350 0.00060 0.07199 -25.4108

4 AY109592  2.09 601.6 221,951,477 222,451,476 0.00009 0.12822 30.0308

5 umcl019 5.06 469.6 189,831,779 190,331,778 0.00067 0.05951 -19.4701

6  phi328175 7.04 4729 157,224,638 157,724,637 0.00088 0.06582 20.0561

Luteina

7 umc2239 1.07 630.6 201,781,351 202,281,350 0.00083 0.06845 -89.1583

8 bnl6.32 1.11 968 296,590,319 297,090,318 0.00043 0.07868 77.8488

9 asg73 502 121.5 9,030,040 9,530,039 0.00001 0.09743 -86.4633

10 umcl587 5.02 128.7 9,878,541 10,378,540  0.00048 0.06291 -69.6535
B-Caroteno

11 wumc2239 1.07 630.6 201,781,351 202,281,350 0.00008 0.09371 -674.9790

12 phi251315 2.07 403.4 195,264,541 195,764,540 0.00097 0.08632 -664.4012

13 umcl682 4.01 47.6 2,602,044 3,102,043 0.00065 0.06016 -442.8758

B-Criptoxantina

14 umc2278 4.00 0 359,891 859,890 0.00015 0.08244 -4.1683

15 ufg26 4.00 6.7 592,526 1,092,525 0.00052 0.06222 -3.5924

16 ufg52 4.00 11.7 593,464 1,093,463 0.00072 0.06070 -3.4030

17 ¢do507b 5.06 460.6 202,434,077 202,934,076 0.00013 0.08267 -4.4731

18  umcl020 6.05 288.8 123,638,110 124,138,109 0.00028 0.06727 3.8954

19  psy2 8.07 447 166,729,793 167,229,792 0.00765 0.03742 -2.7015
Zeaxantina

20  mmp43 501 733 3,472,750 3,972,749 0.00039 0.07124 -11.4803

21 mmpl69 5.06 456.8 201,822,886 202,322,885 0.00005 0.09406 -12.8338

V. A.: Valor aditivo | pg carotenos g PMS (B73 = 1; Mol7 =-1).
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Correspondencia con QTLs previamente reportados para otras caracteristicas

Algunas caracteristicas fenotipicas y metabolicas pueden estar relacionadas con el contenido
de carotenos, es por ello que se reviso la co-localizacion de los QTLs con otros reportados. El
QTL de zeaxantina (marcador mmp43) se encuentra cerca del rango de marcadores (77 a 115 cM
del bin 5.01) de un QTL previamente descrito para “Contenido de ABA” que presenta un gen
candidato de caroteno dioxigenasa (CCD-EST) (Capelle et al., 2010), el cual esta involucrado en
la ruptura oxidativa de carotenos que permite formar fragancias (B-inonoa, geraniol, B-
damascenona). CCD-EST conlleva a la sintesis de fitohormonas (ABA) y estimula el crecimiento
de micorrizas, antifungicidas y feromonas (Matthews y Wurtzel, 2008). El marcador asg73 esta
dentro del intervalo 83 a 122 en el bin 5.02 del QTL “Desecacion, DW 60 4” que contiene el
gen candidato de la dehidrina Rab28, una proteina LEA (Late Embryogenesis Abundant)
involucrada en procesos de resistencia a la desecacion (Capelle et al., 2010). Los dos ejemplos
anteriores dan indicio de que algunos de los genes ubicados en los marcadores significativos para
los IBM-RILs pueden estar involucrados en vias alternas de proteccion a estrés bidtico y
abiotico.

Correspondencia con QTLs previamente reportados para granos

El QTL de zeaxantina (mmp43) identificado en este estudio (Cuadro 1.2) estd a una
proximidad de 6 a 12 cM de cuatro QTLs de grano (dos de carotenos totales, uno de B-caroteno y
otro de luteina) localizados en las RILs de maiz de la cruza By804 x B73 (Chander et al., 2008).

Los QTLs encontrados para hoja no coincidieron con los QTLs descritos en la cruza W64a x
A632 para carotenos en grano, donde se identificaron QTLs en el cromosoma 6 (14 a 25 cM),
cromosoma 7 (80 a 85 cM) y cromosoma 8 (54 a 88 cM) (Wong et al., 2004). Una posible razon

es que la cruza B73 x Mol7 utilizada en este estudio puede generar QTLs diferentes a los
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reportados en otras cruzas como la W64a x A632 (Wong et al.,, 2004), o que las rutas
biosintéticas de hoja y de grano se regulen de forma diferente en la planta y existan conjuntos
separados de genes y factores que determinen el contenido de carotenos en cada tejido; ejemplo
de ello es el mutante y/ (PSY) que carece de carotenos en el grano, pero presenta hojas
normales, lo que indica que existen diversos paralogos e isoformas para cada paso enzimatico,
que se expresan diferencialmente en los diversos tejidos. Este fue el caso de la enzima fitoeno
sintasa 2 (psy2), para la cual el QTL de B-criptoxantina tuvo una significancia de p = 0.0076
(Cuadro 1.2), probablemente se debe a que en tejidos fotosintéticos sus funciones predominantes
son la cosecha de luz y la foto-proteccion (Delgado-Vargas ef al., 2000); en cambio, en el grano
los carotenos son precursores del ABA como se demuestra en los mutantes viviparous 2y 5 de
maiz (Li et al., 1996; Hable et al., 1998). Esta fitohormona, ademas de asegurar la latencia en
semillas, es mediador de la muerte celular programada en el grano de maiz (Young y Gallie,
2000).
Correspondencia de QTLs con enzimas conocidas de la ruta

Se realiz6 una busqueda bioinformatica en las bases de datos http://www.maizesequence.org

y http://www.maizegdb.org (Andorf et al., 2010) para determinar la eventual correspondencia

entre los QTLs identificados y las enzimas conocidas de la ruta de los carotenos (Cuadro 1.3). De
los 21 QTLs identificados (Cuadro 1.2) s6lo el QTL correspondiente al marcador psy2 (p=0.007)
coincide con la region del gen de fitoeno sintasa 2 (GRMZM2G149317), uno de los 18 genes
anotados de la ruta de los carotenos (Cuadro 1.3). Los demas genes se encuentran a una distancia
de mas de 800 kb de los picos significativos de los QTLs, lo cual indica la posible existencia de
enzimas aun no identificadas que determinan el contenido de carotenos en hojas de maiz, y sus

genes codificantes podrian localizarse en los QTLs identificados en este estudio.
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Cuadro 1.3 Genes de la ruta de los carotenos en el genoma completo de maiz (B73).

Gen / Mutante Descripcion Bin Localizacion (pb)
Mutante PDS viviparous 5 (vp5) 1.02 17,596,049 - 17,596,364
GRMZM2G410515  Fitoeno desaturasa 1.02 17,660,941-17,667 054
Mutante Albescent plant 1 (all) 2.00 1,337,904 - 1,790,108
GRMZM?2G164318  Beta-caroteno hidroxilasa 2.03 15,865,938 - 15,868,219
GRMZM2G158657  Caroteno dioxigenasa 2.03 19,458,968 - 19,461,625
GRMZM2G127139  Zeaxantina epoxidasa 2.04 44 440,299-44 449,237
GRMZM2G027219  Violaxantina de-epoxidasa 2.05 74,086,504-74,089,290
Mutante white seedling 3 (w3) 206-2.08 196,267,019 -203,715,282
GRMZM?2G106531  Caroteno isomerasa 2 2.09 226,366,352 - 226,371,341
GRMZM?2G446858  Caroteno dioxigenasa 3.07 197,015,856 - 197,019,350
GRMZM2G108457  Caroteno isomerasa 1 4.08 200,869,070 - 200,873,710
Mutante PDS viviparous 2 (vp2) 503-5.04 62,845,784 - 79,299,122
Mutante LYCB pink scutelluml (psl) 5.04 100,000,771 - 99,998,496
GRMZM?2G403196  Licopeno beta-ciclasa 5.04 100,700,176-100,702,145
GRMZM5G849107  Licopeno beta-ciclasa 5.04 100,700,176 - 100,702,026

Similar a fitoeno
GRMZM2G139650  dehidrogenasa 5.04 101,172,186 - 101,181,639
GRMZM?2GO011915  Fitoeno sintasa 6.01 55,671,246 - 55,674 458
Mutante PSY1 yellow endosperml (yl o psyl) 6.02 80,876,391 - 80,876,153
GRMZM?2G300348  Fitoeno sintasa 6.02 82,017,148-82,021,007
Mutante ZDS viviparous 9 (vp9) 7.02 17,354,856 - 17,355,355
GRMZM2G454952  Zeta-caroteno desaturasa 7.02 17,470,585 - 17,479,020
GRMZM2G164967  Caroteno dioxigenasa 7.02 87,192,392 - 87,195,740
GRMZM?2G012966  Licopeno epsilon-ciclasa 8.05 138,882,594 - 138,889,812
GRMZM2G149317  Fitoeno sintasa 2 8.07 168,273,042 - 168,276,092
GRMZM2G057243  9,10-9,10 caroteno dioxigenasa 9.07 152,086,899 - 152,092,882
GRMZM2G382534  Beta-caroteno hidroxilasa 9.07 153,692,212 - 153,694,57
GRMZM2G179564  Fitoeno sintasa 3 10.02 4,705,086 - 4,705,639
Mutante CRTISO pale yellow 9 (y9) 1002 10.04 16,286,920 - 26,599,216
GRMZM?2G152135  Beta-caroteno hidroxilasa 10.05 136,057,100 - 136,060,219

Fuentes: http://www.maizesequence.org y http://www.maizegdb.org. Consulta 17/01/2011.
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1.5. Conclusiones

El analisis de los resultados mostrd que B-caroteno es el caroteno mayoritario en las hojas de
maiz, en tanto que [-criptoxantina se encuentra en menor cantidad comparativamente. Se
identificaron 21 QTLs en hojas de maiz para carotenos, localizados en los cromosomas 1, 2, 4, 5,
6, 7y 8; de estos QTLs, 6 correspondieron a a-caroteno, 4 a luteina, 3 a B-caroteno, 6 a -
criptoxantina y 2 a zeaxantina. El QTL psy2 asociado al gen GRMZM2G149317 corresponde al
gen de la fitoeno sintasa 2. E1 QTL asociado al marcador umc2239 fue el mas significativo (p <

0.001) y con mayor valor aditivo para luteina, a-caroteno y -caroteno.
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CAPITULO 2. QTLs ASOCIADOS AL CONTENIDO DE CAROTENOS EN GRANOS
DE MAIZ (Zea mays L.)*
2.1. Resumen

Una alternativa de solucion al problema de la desnutricion humana es la biofortificaciéon de
productos basicos de consumo como el maiz (Zea mays L.). La deficiencia de vitamina A
ocasiona principalmente xeroftalmia en el ser humano. Los carotenos se sintetizan a partir de la
via mevalonica independiente, donde se genera el B-caroteno, principal precursor de la vitamina
A. Una forma de identificar regiones cromosomicas asociadas con la via de los carotenos es
mediante la identificacion de loci de caracteres cuantitativos (QTLs), por lo que el objetivo de
esta investigacion fue evaluar el contenido de carotenos y localizar QTLs en lineas
recombinantes (RIL) de la poblacion de maiz IBM-302. Los resultados mostraron que el
contenido de B-caroteno en los granos de las IBM-RIL represento el 10% del contenido total de
carotenos en el grano. Se identificaron 99 QTLs en los cromosomas 6, 7, 8, 9 y 10, con dos

marcadores significativos sobresalientes (umcl2a y umcl777) en luteina (1’=0.15 y 0.25), p-
caroteno (r°=0.08 y 0.06), B-criptoxantina (°=0.14 y 0.16), zeaxantina (r°=0.08y 0.07) y
provitamina A (r*20.1 y 0.09) en el bin 8.05, como regioén fuertemente relacionada con el

contenido de caroteno. En otros QTLs se encontraron concordancias con genes previamente
anotados de fitoeno sintasa, &-caroteno desaturasa y licopeno e-ciclasa, con QTLs identificados
en otros experimentos y dos genes candidatos para fitoeno sintasa. Por la gran cantidad de QTLs
identificados, se concluye que los mecanismos de control genético para la sintesis de carotenos
son variados y complejos, generando fenotipicamente una gran variabilidad en el contenido de
carotenos en grano.

Palabras Clave: Zea mays, loci de caracteres cuantitativos, carotenoides, semilla, provitamina A

> Contribucién escrita con formato de articulo cientifico para ser enviada para su publicacién a la revista
Agrociencia
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2.2. Introduccion

Los carotenos son precursores de la vitamina A (Fraser y Bramley, 2004), y el ser humano
los ingiere a través de productos animales y vegetales. La deficiencia de vitamina A (VAD)
ocasiona xeroftalmia, ceguera, anemia, reduce las defensas del organismo, afecta el crecimiento
celular, la reproduccion e incrementa el riesgo de muerte en humanos (Britton, 2009; WHO,
2009). A nivel mundial se estima que 925 millones de personas se encuentran desnutridas (FAO,
2010). En México, la tltima encuesta nacional de nutricion en 1999 estim6 que el 23% de nifios
entre 0 y 12 afios tuvieron VAD (Villalpando-Hernandez et al., 2001; FAO, 2003).

Una alternativa al problema de la desnutricion humana es la biofortificacion de cultivos
basicos como el maiz (Zea mays L.), o su mejoramiento genético para hacerlos mas nutritivos. El
consumo de maiz en tortilla de la poblacion es de 105 kg per capita, 1o que representa 47% de
las calorias diarias (Polanco y Flores, 2008). El consumo de este grano con mejores valores
nutricionales en una época donde la mala alimentacion predomina seria importante para evitar la
desnutricion.

En el grano, la biosintesis de carotenos ocurre en las membranas de los cromoplastos y
amiloplastos (Gallagher et al., 2004). Los carotenos de las plantas se sintetizan por la via
mevalonica independiente, se genera isopentenil pirofosfato (IPP) a partir de piruvato y
gliceraldehido-3-fosfato. Cuatro moléculas de IPP se polimerizan para formar el geranil-geranil
pirofosfato (GGPP) que contiene 20 atomos de carbono. A partir de dos unidades de GGPP se
produce el fitoeno, dando inicio asi a la ruta de los tetra-terpenoides y la formacién de los
compuestos carotenoides de las plantas. Después de cuatro desaturaciones, el fitoeno incoloro se
convierte en licopeno, de color rojizo. El licopeno es el precursor de las reacciones de ciclacion
en donde la ruta se divide en dos ramas. En la primera rama participa la licopeno-¢-ciclasa

(LYC-E) que introduce los anillos-g, se produce a-caroteno, a-criptoxantina y finalmente luteina.
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En la segunda participa la licopeno-p-ciclasa (LY C-B) que introduce los anillos B, se produce [3-

caroteno, B-criptoxantina y zeaxantina. Por esta segunda rama es que también se generan otras

xantofilas fotosintéticas, y después de varias reacciones, el ABA (Fraser y Bramley, 2004)

(Figura 2.1).
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Fuentes: Li et al., 1996; Fraser y Bramley, 2004; Wong et al., 2004; http://www.maizesequence.org.

Figura 2. 1 Ruta mevalonica independiente de los tetraterpenoides con genes.
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En maiz se conocen varios mutantes de genes involucrados en la ruta de los carotenos. El
mutante yellow I (y1) presenta semillas blancas y estd asociado con la enzima fitoeno sintasa 1
(PSY1) (Buckner et al., 1990). Los mutantes viviparous 2 (vp2) y viviparous 5 (vp5) presentan
endospermo blanco, son deficientes en carotenos y ABA, lo que se refleja en una germinacion
prematura del grano y estan asociados a la fitoeno desaturasa (PDS) (Li ef al., 1996; Hable et al.,
1998). El mutante white seedling (w3) tiene endospermo blanco, algunas veces viviparo y
acumula fitoeno (Li et al., 1996). El mutante viviparous 9 (vp9) con endospermo blanco, se
asocia con la &-caroteno desaturasa (ZDS) (Matthews et al., 2003; Li ef al., 2007). Existen otros
genes asociados a un fenotipo deficiente en carotenos como albescent plant 1 (all), pink

scutellum 1 (psl) y pale yellow 9 (y9) (www.maizesequence.org). A pesar de que se conocen

muchos mutantes de carotenos en maiz, aun no se han identificado todas las enzimas de la ruta,
ni se han mapeado todos los genes relevantes (Cuadro 2.1).

Ademas del uso de mutantes en la identificacion cualitativa e individual de ciertos genes,
una manera de localizar regiones en los cromosomas relacionadas con una caracteristica
fenotipica especifica es mediante la identificacion de /oci de caracteres cuantitativos (QTLs). La
técnica se basa en la existencia de desequilibrio de ligamiento, y por medio de herramientas
estadisticas se asocian marcadores moleculares con un fenotipo en particular. El resultado son
regiones cromosOmicas que contienen uno o varios genes responsables de la caracteristica
cuantitativa bajo estudio (Collard et al., 2005).

En este contexto, la presente investigacion tuvo como finalidad cuantificar el contenido de
diferentes carotenos en grano de maiz, identificar y localizar nuevas regiones cromosomicas

relacionadas con la sintesis y acumulacion de luteina, B-caroteno, a-caroteno, B-criptoxantina,
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zeaxantina y carotenos totales en un grupo de lineas derivadas de la poblacion de maiz amarillo

IBM (Intermated B73 x Mol7).

2.3. Materiales y métodos

Material vegetal

Se utilizaron 250 lineas endogémicas recombinantes (RIL, por su siglas en inglés) derivadas
de la poblacion de maiz amarillo IBM (Intermated B73 x Mo17), proveniente de la cruza entre

las lineas B73 y Mol7 (Lee et al., 2002). La semilla original de las IBM-RIL se obtuvo del

banco de germoplasma Maize Genetics Cooperation Stock Center de los Estados Unidos.

Extraccion de carotenos

El grano seco se proceso en un molino Retsch MM 301 (Haan, Alemania) durante 1.5 min a
una frecuencia de 1/30 Hz. La extraccion de carotenos se realizd a partir de 50 mg de tejido, con
la técnica modificada por (Kurilich y Juvik, 1999). Después de agregar 500 uL de etanol + 3,5-
Di-tert-4-butilhidroxitolueno (BHT) 1% y mezclar con agitador tipo vortex, la muestra se
mantuvo a 80 °C durante 5 minutos, luego se agregaron 10 pLL de KOH 80% y se someti6é a 80°C
por 10 minutos. Posteriormente se colocd en hielo y se afiadieron 500 pL de agua fria y 250 uL.
de hexano en un primer lavado, se realizaron dos lavados adicionales con 250 pL de hexano. El
sobrenadante de 750 pL se desecd y se resuspendido en 200 puL de etanol absoluto. Este
procedimiento permite la extraccion de carotenos totales, los cuales posteriormente se

cuantifican por separado.
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Cuadro 2. 1 Genes y mutantes de la ruta de los carotenos en el genoma de maiz B73.

Gen / Mutante Descripcion Bin Localizacion (pb)
Mutante PDS Viviparous 5 (vp5) 1.02 17,596,049 - 17,596,364
GRMZM2G410515  Fitoeno desaturasa 1.02 17,660,941-17,667,054
Mutante Albescent plant 1 (all) 2.00 1,337,904 - 1,790,108
GRMZM2G164318  Beta-caroteno hidroxilasa 2.03 15,865,938 - 15,868,219
GRMZM2G158657  Caroteno dioxigenasa 2.03 19,458,968 - 19,461,625
GRMZM2G127139  Zeaxantina epoxidasa 2.04 44.440,299-44,449,23
GRMZM2G027219  Violaxantina de-epoxidasa 2.05 74,086,504-74,089,29
Mutante white seedling 3 (w3) 2.06-2.08 196,267,019 - 203,715,282
GRMZM2G106531  Caroteno isomerasa 2 2.09 226,366,352 - 226,371,341
GRMZM2G446858  Caroteno dioxigenasa 3.07 197,015,856 - 197,019,350
GRMZM2G108457  Caroteno isomerasa 1 4.08 200,869,070 - 200,873,710
Mutante PDS viviparous 2 (vp2) 5.03-5.04 62,845,784 - 79,299,122
Mutante LYCB pink scutelluml (psl) 5.04 100,000,771 - 99,998,496
GRMZM2G403196  Licopeno beta-ciclasa 5.04 100,700,176-100,702,145
GRMZM5G849107  Licopeno beta-ciclasa 5.04 100,700,176 - 100,702,026

Similar a fitoeno
GRMZM2G139650  dehidrogenasa 5.04 101,172,186 - 101,181,639
GRMZM2GO011915  Fitoeno sintasa 6.01 55,671,246 - 55,674,458
Mutante PSY'1 yellow endosperml (y1 o psyl) 6.02 80,876,391 - 80,876,153
GRMZM2G300348  Fitoeno sintasa 6.02 82,017,148-82,021,007
Mutante ZDS viviparous 9 (vp9) 7.02 17,354,856 - 17,355,355
GRMZM2G454952  Zeta-caroteno desaturasa 7.02 17,470,585 - 17,479,020
GRMZM2G164967  Caroteno dioxigenasa 7.02 87,192,392 - 87,195,740
GRMZM2G012966  Licopeno epsilon-ciclasa 8.05 138,882,594 - 138,889,812
GRMZM2G149317  Fitoeno sintasa 2 8.07 168,273,042 - 168,276,092
GRMZM2G057243  9,10-9,10 caroteno dioxigenasa 9.07 152,086,899 - 152,092,882
GRMZM2G382534  Beta-caroteno hidroxilasa 9.07 153,692,212 - 153,694,57
GRMZM2G179564  Fitoeno sintasa 3 10.02 4,705,086 - 4,705,639
Mutante CRTISO pale yellow 9 (9) 10.02 10.04 16,286,920 - 26,599,216
GRMZM2G152135  Beta-caroteno hidroxilasa 10.05 136,057,100 - 136,060,219

Fuente: http://maizesequence.org (Consulta: 17/01/2011) (Andorf et al., 2010).
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Cuantificacion de carotenos

Se inyectaron 20 pL de las muestras en un sistema de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) (Agilent Techologies Serie 1200, Santa Clara, CA, Estados Unidos) acoplado
a una columna YMC Carotenoid, 5 um 4.6 x 150 mm (Waters, Milford, MA, Estados Unidos).
Como fase movil se utiliz6 una mezcla de metanol/acetonitrilo/diclorometano/BHT 55/40/5/1
(v/v/v/p) con una elucion isocratica de los compuestos a una temperatura de columna de 40 °C.
Se utiliz6é un detector de arreglo de diodos para registrar la absorbancia a tres longitudes de onda
simultaneamente: 420, 450 y 473 nm. Los picos de los cromatogramas se integraron
manualmente. Los valores de las areas a las tres longitudes de onda se promediaron y se
utilizaron para determinar el contenido de los carotenos. Los tiempos de retencion se obtuvieron
con los estandares puros (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA): B-caroteno (C4582) y
zeaxantina (14681), (CaroteNature, Lupsingen, Suiza): luteina (0133) y B-criptoxantina (0055).
Los datos se analizaron con las funciones estadisticas de una hoja de calculo Excel (Microsoft)
para obtener un resultado final en microgramos de carotenos por gramo de peso de la materia
seca (ug carotenos g PMS). El contenido total de carotenos se calculd como la suma de luteina,
zeaxantina, -criptoxantina y B-caroteno. El contenido de provitamina A se calculd con la suma

del valor de B-caroteno y la mitad del valor de B-criptoxantina.

Analisis de QTLs

Los valores fenotipicos fueron los datos obtenidos de contenido de carotenos en grano de
cada una de las 250 RIL. Los datos genotipicos se basaron en 2,039 marcadores moleculares
correspondientes a la poblacion IBM-RIL 302, que pueden ser descargados en la base de datos

de maizeGDB (www.maizegdb.org). La distancia genética promedio entre los marcadores
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utilizados fue de 4.4 cM en los 10 cromosomas. Los resultados se obtuvieron con el paquete de
qtl en Ry bioconductor (Broman et al., 2003) y se realiz6é un analisis de varianza en R version

2.11.1; para localizar QTLs significativos se distinguieron picos con P <0.001.

Analisis bioinformatico

El anélisis bioinformatico consistié en la comparacion de genes conocidos de la ruta de los
carotenos en relacion con los QTLs obtenidos en el andlisis de este trabajo. La localizacion de
los genes y mutantes se determind con base en busquedas en las bases de datos de

Maizesequence (http://www.maizesequence.org/) y Maize GDB (http://www.maizeGDB.org/).

2.4. Resultados y discusion

Perfil de carotenos en granos de maiz

Se cuantificd B-criptoxantina, zeaxantina, luteina, f-caroteno y se calculd la suma total de
carotenos y provitamina A. La Figura 2.2 muestra los resultados a manera de una grafica de caja
y ejes que exhibe las medias, las amplitudes intercuartiles y la desviacion estandar del contenido
de carotenos en las muestras evaluadas. Del contenido total de carotenos medido en las granos de
los IBM-RILs, la luteina fue el metabolito que presentd mayor contenido (32.3%), seguida de
zeaxantina (22.7%), B-criptoxantina (10.6%) y B-caroteno (10.6%) (Figura 2.2). Las IBM-RIL se
comportaron en contenido de carotenos de manera similar a un grupo de RIL de maiz By804 x
B73 (Chander et al., 2008), donde la luteina también represent6 la mayoria de los carotenos
(72%), siguiendo la zeaxantina (15%), B-criptoxantina (3%) y B-caroteno (5%). Sin embargo, las
RIL de maiz W64a x A632 presentaron mayor contenido de zeaxantina (54%) que de luteina

(27%) (Wong et al., 2004).
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Figura 2. 2 Contenido de compuestos carotenoides en granos de maiz de IBM-RILs.

Con respecto al total de carotenos, se observo una gran variabilidad dentro de las IMB-
RIL (Figura 2.2). Sin embargo, su contenido promedio fue semejante al promedio de las RIL

By204 x B73 y al maiz B73 (Cuadro 2.2).

Cuadro 2. 2 Contenido de carotenos en grano maiz obtenidos en este estudio y comparacion
con otras fuentes.

RIL Zea mays B-car’ Luteina’ Tot car’ B-car/lut  Referencia
IBM (B73 x Mol7) 1.02+1.3  3.11+x1.7  9.68+4.3 0.33 Este estudio
Promedio 24

genotipos 0.88+0.7 13.1+7.2 37.93£16.2 0.067 (Berardo et al., 2004)

Wo6da x A632(1996) 1.05+0.1 4.95£0.1 1622404 0212  (Wong et al., 2004)
W6da x A632(1997) 0.33+0.01 3.59£0.2  15.23+0.3 0.092  (Wong et al., 2004)
By804 x B73(2004)  0.46+0.04 8.02+0.5  10.68+0.5 0.057  (Chander et al., 2008)
By804 x B73(2005)  0.57+0.05 6.69£0.6  9.73+0.4  0.085 (Chander et al., 2008)
B73 0.36£0.02 525404  9.85+0.6  0.069  (Chander et al., 2008)

" ug carotenos g PMS p-car: B-caroteno Tot car: Total carotenos p-car/lut : p-caroteno/Luteina
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En el Cuadro 2.2 se observa que los granos evaluados en las RIL de la cruza W64a x
A632 (Wong et al., 2004), RIL de By804 x B73 (Chander et al., 2008), el promedio de 25
genotipos de maiz (Berardo et al., 2004) y el maiz B73 (Chander ef al., 2008) tuvieron una baja
proporcion de [B-caroteno, con porcentajes de 2.2 a 10% en relacion al total de carotenos
medidos.
Adicionalmente, se calcul6 la razon B-caroteno/luteina (B-car/lut) debido a que es indicativa
de la reparticiéon metabodlica entre las dos ramas de la ruta, y refleja los niveles de actividad y
afinidad por el sustrato de las enzimas LYC-E y LYC-B en estos tejidos (Figura 2.1). Se
detectaron valores bajos en la razon B-car/lut en las IBM-RILs, en otras poblaciones de RIL, en
diferentes genotipos de maiz y en el maiz B73 (Cuadro 2.2), lo que demuestra la baja actividad
de la enzima LYC-B en relacion con LYC-E.
Todas las variables correlacionadas significativamente fueron positivas (Cuadro 2.3), lo que
sugiere una asociacion entre [-caroteno, P-criptoxantina y zeaxantina. Esto se asemeja a lo
obtenido en las RIL By804 x B73, con excepcion de la correlacion con luteina, B-caroteno y -

criptoxantina (Chander et al., 2008).

Cuadro 2. 3 Correlaciones de Pearson entre diferentes tipos de carotenos en grano.

Caroteno Luteina Zeaxantina B-criptoxantina
Zeaxantina 0.19685

B-criptoxantina -0.3310 0.66356**

-caroteno 0.15337 0.68743** 0.80399**

*= Significancia P < 0.05, ** = Alta significancia P < 0.01.

La principal funcion de los carotenos en el grano es ser precursores del ABA en los mutantes
viviparous 2 'y 5 de maiz (Li et al., 1996; Hable et al., 1998). Esta fitohormona ademas de

conferir latencia a las semillas, es mediador de la muerte celular programada en el grano de maiz
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(Young y Gallie, 2000). Es posible que el bajo contenido de B-caroteno en los granos esté
relacionado con requerimientos reducidos de ABA, pues por tratarse de una hormona vegetal
¢sta funciona a muy bajas concentraciones en la planta, y el ABA proviene precisamente de
dicha rama (Figura 2.1). No obstante, para fines alimenticios, seria de gran importancia

incrementar este metabolito debido a sus amplios beneficios en la nutricion humana.

Analisis de QTLs de carotenos
Se identificaron QTLs en el mapeo de las regiones cromosdmicas para identificar genes
regulatorios. Los cuadros 2.4 a 2.9 muestran los marcadores que presentaron picos con P < 0.001
de las IBM-RIL para luteina, B-caroteno y B-criptoxantina, zeaxantina, provitamina A y total de
carotenos, que se ubicaron en los cromosomas 6, 7, 8, 9y 10 (Figura A 2 y Figura A 3).

Los resultados de los valores aditivos indican que los alelos favorables que poseen efecto
aditivo para B-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina, provitamina A y total carotenos se debieron
al parental Mo17; en contraste, para luteina fue el parental B73.

El marcador con el mayor efecto aditivo para luteina fue umcl777 en el cromosoma 8. Para
los otros compuestos, el mayor valor aditivo se encontrd para los marcadores umcl340 (p-
caroteno y provitamina A), bnlgl651 (P-criptoxantina y zeaxantina), y AYI110213 (total
carotenos). Sobresalen los marcadores umci2a y umcl777 en el bin 8.05, ya que fueron
altamente significativos (P < 0.0001) con todos los carotenos evaluados. En estas regiones se
ubicaron 15 genes que ain no estan anotados en la base de datos de Maizesequence, que podrian
ser genes regulatorios de las enzimas de la ruta de los carotenos o rutas proximas, ya que el
marcador umcl777 estd asociado con el locus gar3 de respuesta a giberelinas (Ogawa et al.,

1999).
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Cuadro 2. 4 QTLs de luteina medidos en grano de maiz de IBM-RILs.

No. Marcador Bin Pos (cM) P-value r V. A
1 mmp75 7.02 155.2 0.001 0.053 -0.388
2 psr371b 7.02 160.7 0.000 0.062 -0.450
3 bnlgll176 8.04 330.4 0.000 0.081 0.531
4 AY104566 8.05 342 0.001 0.052 0.430
5 mmpl5 8.05 305.6 0.000 0.155 0.732
6 umcl263 8.05 311.5 0.000 0.135 0.677
7 mmp195b 8.05 361.2 0.000 0.096 0.515
8 umcl846 8.05 357.9 0.000 0.092 0.549
9 bnlg666 8.05 324.5 0.000 0.167 0.757
10 bnlg2181 8.05 366.8 0.000 0.168 0.741
11 bnlgl62 8.05 367 0.000 0.167 0.760
12 rz390a 8.05 373.5 0.000 0.139 0.714
13 umcl889 8.05 332.1 0.000 0.187 0.803
14 umcl2a 8.05 329.9 0.000 0.145 0.731
15 bnlgl651 8.05 331.6 0.000 0.161 0.744
16 csu292 8.05 358.4 0.000 0.098 0.563
17 umc1340 8.05 334.9 0.000 0.134 0.657
18 hdal03 8.05 336.4 0.000 0.160 0.712
19 umcl316 8.05 338.9 0.000 0.229 0.896
20 isul14 8.05 339.9 0.000 0.202 0.853
21 umcl777 8.05 382.9 0.000 0.247 0.918
22 bnll12.30a 8.05 342.8 0.000 0.169 0.801
23 umc1960 8.06 413.2 0.001 0.049 0.404
24 umcll149 8.06 371.2 0.001 0.046 0.384
25 mmp32 8.06 416 0.001 0.051 0.391
26 bnlgl823 8.07 440.7 0.001 0.047 0.375
27 umcl005 8.08 483 0.000 0.060 0.425
28 umcl933 8.08 496.3 0.000 0.094 0.544
29 AY110053 8.08 550.4 0.000 0.080 0.506

V. A.: Valor aditivo en pg carotenos g' MS (B73 = 1; Mol7 = -1).
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Cuadro 2.5 QTLs de B-caroteno medidos en grano de maiz de IBM-RILs.

No. Marcador Bin Pos (cM) P-value r V.A.S
30 psri60a 6.01 87.7 0.000 0.062 -0.306
31 uckl 6.01 75.5 0.001 0.050 -0.298
32 rz242a 6.01 106.7 0.000 0.065 -0.314
33 umc1006 6.02 103.9 0.000 0.059 -0.321
34 rz444e 6.05 123.7 0.000 0.067 -0.319
35 AY104566 8.05 342 0.000 0.067 -0.334
36 mmpl5 8.05 305.6 0.000 0.055 -0.335
37 psbl07a 8.05 314.1 0.001 0.055 -0.313
38 ufg74 8.05 320.9 0.001 0.051 -0.311
39 umcl2a 8.05 329.9 0.000 0.075 -0.385
40 csu292 8.05 358.4 0.000 0.063 -0.337
41 umcli340 8.05 334.9 0.000 0.108 -0.429
42 umcl777 8.05 382.9 0.000 0.056 -0.329
43 umc20 9.03 233.1 0.001 0.049 -0.286
44 ufg68 9.04 290 0.001 0.053 -0.287
45 AY110060 10.01 22.3 0.001 0.057 -0.295

+V. A.: Valor aditivo en pg carotenos g MS (B73 = 1; Mo17 =-1).

Cuadro 2. 6 QTLs de p-criptoxantina medidos en grano de maiz de IBM-RILs.

No. Marcador Bin Pos (¢cM) P-value r V.A.
46 umcl562 8.05 310.9 0.000 0.117 -0.385
47 umcl959 8.05 309.7 0.000 0.105 -0.367
48 ufg80 8.05 317 0.000 0.067 -0.284
49 umcl846 8.05 357.9 0.000 0.120 -0.381
50 bnlg666 8.05 324.5 0.000 0.138 -0.410
51 bnlgl62 8.05 367 0.000 0.133 -0.403
52 umcl2a 8.05 329.9 0.000 0.144 -0.440
53 bnlgl651 8.05 331.6 0.000 0.165 -0.462
54 umcl316 8.05 338.9 0.000 0.159 -0.444
55 umcl777 8.05 382.9 0.000 0.158 -0.438

V. A.: Valor aditivo en pg carotenos g' MS (B73 = 1; Mol7 = -1).



Cuadro 2. 7 QTLs de zeaxantina medidos en grano de maiz de IBM-RILs.

No. Marcador Bin Pos (cM) P-value r V.A.S
56 bnlg666 8.05 324.5 0.000 0.067 -0.234
57 bnlgl62 8.05 367 0.000 0.069 -0.239
58 umcl2a 8.05 329.9 0.000 0.084 -0.268
59 bnlgl651 8.05 331.6 0.000 0.103 -0.291
60 isul 14 8.05 339.9 0.000 0.107 -0.291
61 umcl777 8.05 382.9 0.000 0.069 -0.235
62 bnli2.30a 8.05 342.8 0.000 0.072 -0.255
63 asg?2 10.04 221.6 0.001 0.050 -0.191

V. A.: Valor aditivo en pg carotenos g' MS (B73 = 1; Mol7 = -1).

Cuadro 2. 8 QTLs de provitamina A medidos en grano de maiz de IBM-RILs.

No. Marcador Bin Pos (¢cM) P-value r VA
64 psri60a 6.01 87.7 0.001 0.059 -0.399
65 rz242a 6.01 106.7 0.000 0.059 -0.399
66 umc1006 6.02 103.9 0.001 0.048 -0.378
67 rz444e 6.05 123.7 0.001 0.062 -0.414
68 umcl562 8.05 310.9 0.000 0.068 -0.484
69 mmpl5 8.05 305.6 0.000 0.076 -0.515
70 psbl107a 8.05 314.1 0.000 0.074 -0.488
71 ufg74 8.05 320.9 0.000 0.073 -0.500
72 bnlgl62 8.05 367 0.000 0.066 -0.469
73 umcl2a 8.05 329.9 0.000 0.102 -0.605
74 csu292 8.05 358.4 0.000 0.083 -0.523
75 umcli340 8.05 334.9 0.000 0.130 -0.631
76 hdal03 8.05 336.4 0.000 0.118 -0.599
77 isul 14 8.05 339.9 0.000 0.099 -0.550
78 umcl777 8.05 382.9 0.000 0.090 -0.548

"V. A.: Valor aditivo en pg carotenos g PMS (B73 = 1; Mol17 = -1).



Cuadro 2.9 QTLs de total carotenos medidos en grano de maiz de IBM-RILs.

No. Marcador Bin Pos (¢cM) P-value r V.A.
79 umcil229 6.01 65.8 0.000 0.066 -1.127
80 uaz232b 6.01 79.2 0.000 0.088 -1.274
81 umc2056 6.01 99 0.000 0.081 -1.248
82 cdo545 6.01 71.7 0.000 0.090 -1.356
83 psri60a 6.01 87.7 0.000 0.082 -1.273
84 uckl 6.01 75.5 0.000 0.084 -1.276
85 mmp160 6.01 80.8 0.000 0.082 -1.274
86 AY110213 6.01 98.4 0.000 0.112 -1.464
87 mmp20 6.01 84.8 0.000 0.075 -1.166
88 mmp4 6.01 95.1 0.000 0.077 -1.215
89 isuO85a 6.02 53.6 0.000 0.065 -1.116
90 umcl083 6.02 127.8 0.000 0.092 -1.300
91 mirl 6.02 106 0.000 0.103 -1.390
92 bnlg2191 6.02 148.7 0.000 0.055 -1.016
93 agrrl89 6.04 124.5 0.000 0.086 -1.286
94 umclllb 7.03 332.9 0.000 0.065 -1.144
95 npi389 7.03 308.3 0.000 0.068 -1.160
96 umcli0a 7.03 318.7 0.000 0.071 -1.211
97 umc2357 8.08 514.2 0.001 0.053 0.987
98 umcl673 8.08 502.9 0.000 0.058 1.053
99 AY103806 8.08 569 0.000 0.059 1.043

"V. A.: Valor aditivo en pg carotenos g’ MS (B73 = 1; Mol7 =-1)

Correspondencia de QTLs con mutantes y genes conocidos

Se realiz6 una busqueda de literatura sobre la ubicacion de mutantes y genes de enzimas
de la ruta de los carotenos identificados hasta ahora (Cuadro 2.1), para compararlos con los
marcadores de los QTLs identificados (Figura 2.3). El marcador psri60a (total carotenos) se
aproximé al gen fitoeno sintasa (PSY) por 970 x 10° pb en el bin 6.01 y al gen fitoeno sintasa,
precursor cloropldstico en el bin 6.02 por 2.2 x 10° pb. El mutante respectivo yI se acercé con el

marcador mmp4 (total carotenos) por ~1 x 10° pb en el bin 6.02.
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De la misma forma, para el gen PSY, pero en el bin 8.08 los marcadores mas proximos
fueron: AY103806 (Total carotenos) por 3.3 x 10° pb; AY110053, umc1933 (luteina) y umc1673
(Total carotenos) por ~1.8 x 10° pb , bnlgI823 (luteina) 1.4 x 10° pb, umc1005 (luteina) 573
x10° pb, umc2357 (Total carotenos) 500 x 10° pb (Figura 2.3). El marcador mmp75 (luteina) se
aproximé al gen (-caroteno desaturasa por 2.6 x 10° pb y al mutante vp9 relacionado a esta

enzima, por ~2.8 x10° pb en el bin 7.02.

Existieron varios QTLs proximos al gen licopeno e-ciclasa (LYC-E) ubicados en el bin
8.05: los marcadores hdal03 (luteina y provitamina A) por 1.4 x 10° pb, umc1316 (luteina y p-
criptoxantina) e isul/l4 (luteina, zeaxantina y provitamina A) por ~1.2 x 10° pb, bnl12.30a
(luteina) por 1 x 10° pb y el mas cercano es umcl777 (luteina, B-caroteno, zeaxantina y

provitamina A) por 421 x 10° pb.

El resto de los marcadores identificados como QTLs se alejaron a mas de 3.3 x 10° pb de la
ubicacion de algun mutante o gen de la ruta de los carotenos. Lo anterior refleja 26 QTLs
relacionados a una enzima conocida de la ruta y 73 QTLs que podrian contener nuevas isoformas
de la ruta, factores de transcripcion o proteinas regulatorias que determinan la actividad de un

conjunto de enzimas relacionadas al contenido de carotenos en el grano.
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Mutantes

y1: yellow 1

vp2: viviparous 2
vp5: viviparous 5
w3: white seedling
vp9: viviparous 9

Genes

HYD-B: B-caroteno hidroxilasa
CCD: Caroteno dioxigenasa
CRTISO: Caroteno isomerasa
PDS: Fitoeno dehidrogenasa
LCY-B: B-licopeno ciclasa

PSY: Fitoeno sintasa

LCY-E: e-Licopeno ciclasa
ZDS: {-caroteno desaturasa
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QTLs

LUT: luteina

BCAR: B-caroteno

BCRIP: B-criptoxantina
ZEA: zeaxantina

PROA: provitamina A
TOTCAR: total de carotenos

Figura 2. 3 QTLs de grano de las IMB-RILs en los 10 cromosomas del maiz.

Genes candidatos
GRMZM2G011655: C_PSY_55
GRMZM2G386051: C_PSY_51



Los QTLs mas frecuentes en luteina, B-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina y provitamina A
se encontraron en el bin 8.05, entre la posicion 329 ¢cM y 382 c¢M entre los marcadores umci2a 'y
umcl777, lo cual no corresponde con los QTLs encontrados para grano en lineas de la cruza
Wo64da x A632 (Wong et al., 2004), que abarca de 54 a 88 c¢cM en el cromosoma 8. Tampoco
existieron coincidencias con los QTLs del cromosoma 6 de 14 a 25 ¢cM y el cromosoma 7 de 80 a

85 cM reportado por ese mismo grupo de investigadores.

En las RIL By804 x B73 (Chander ef al., 2008) se identificaron 33 QTLs relacionados con
carotenos. Debido a la amplia utilizacion del maiz B73 se esperaba una mayor coincidencia de
QTLs con los obtenidos en este estudio. Sin embargo, s6lo dos marcadores se aproximaron al
QTL de a-caroteno ubicado a 112 ¢cM (Chander et al., 2008), el umcl1006, asociado al fenotipo
de provitamina A en el bin 6.02 en la posicion 103.9 ¢cM y el mirl, asociado a carotenos totales a
106 cM. Los resultados reflejan divergencia entre las poblaciones; ademads, en la cruza IBM, el
maiz B73 es utilizado como progenitor femenino y no como progenitor masculino, como ocurrio
en la cruza By804 x B73, de manera que eventualmente los efectos maternos pudieran introducir
alguna confusion, maxime que los carotenoides participan en organelos de herencia materna

como cloroplastos en procesos tan importantes como las reacciones luminosas de la fotosintesis.

En una poblacion de RIL, la LHRF Fs.4, se analizaron QTLs relacionados con la desecacion
y contenido de ABA (Capelle et al., 2010). Dos QTLs de desecacion coincidieron con los
obtenidos en este experimento. E1 QTL %DW _60 5, afin al gen Rab17, se localiz6 en el bin 6.05
en la posicion 148 cM, lo que coincidio con el QTL Total carotenos asociado con el marcador
bnlg2191 alos 148.7 cM. Otro QTL relacionado a la desecacion, %DW_ 80 6, en el bin 9.07 a

291 c¢M, coincidio6 con el QTL B-caroteno (marcador ufg68) a 290 cM. Un QTL de contenido de
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ABA, ABA endosperm_80 2 afin al gen caroteno dioxigenasa ubicado en el bin 9.07 a 279 cM

se aproximo al QTL para -caroteno (marcador ufg68) por 11 cM.

Correspondencia de QTLs con genes candidatos de la ruta de los carotenos

Se realiz6 una busqueda bioinformatica de las secuencias reportadas de Arabidopsis thaliana
y maiz para enzimas de la ruta de los carotenos con el fin de determinar si los QTLs identificados
corresponden a enzimas previamente conocidas. La lista de genes candidatos obtenida por
medios bioinformaticos amplia la limitada lista de mutantes que se conocen de carotenos en
maiz. En este caso se agregaron dos genes candidatos sin funcidén conocida en la base de datos
pero que al realizar la comparacion de secuencias usando BLAST aparecieron como fuertes

candidatos para fitoeno sintasa.

El marcador psri60a se asocid6 a un QTL para B-caroteno, provitamina A y total de
carotenos en el bin 6.01, coincidente con un gen candidato para fitoeno sintasa
(GRMZM2GO011655). Igualmente, los marcadores AY110213 y mmp20 relacionados con el QTL
de Total carotenos en el bin 6.01 coincidieron con otro gen candidato para fitoeno sintasa

(GRMZM2G386051) (Figura 2.3).

Finalmente, se localizaron QTLs involucrados en el contenido de carotenos en grano y se
ubicaron genes candidatos, lo que refleja la utilidad del analisis estadistico cuantitativo,

molecular y bioinformatico para la ubicacion de regiones gendmicas y genes de interés.
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2.5. Conclusiones

El contenido de B-caroteno se encontrd en bajas concentraciones en el grano de maiz de la
poblacion IBM 302, mientras que luteina y zeaxantina representaron mas de la mitad del
contenido total de carotenos. Se identificaron 99 QTLs en el grano de maiz para carotenos,
localizados en los cromosomas 6, 7, 8, 9 y 10, de los cuales 29 correspondieron a luteina, 16 a -
caroteno, 10 a [-criptoxantina, 8 a zeaxantina, 15 a provitamina A y 21 a total carotenos.
Sobresalieron los QTLs asociados a los marcadores umcl2a y umcl777 por ser los mas
significativos (P < 0.0001) para luteina, B-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina y provitamina A.
Existi6 correspondencia entre los QTLs detectados y genes asociados con mutantes
principalmente de fitoeno sintasa, {-caroteno desaturasa y licopeno e-ciclasa. Se identificaron
dos genes candidatos para fitoeno sintasa en el bin 6.01 (GRMZM2GO11655 y
GRMZM2G386051) de los QTLs localizados en este estudio.
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CONCLUSIONES GENERALES

. El analisis de los resultados mostré que B-caroteno es el caroteno mayoritario en las hojas
de maiz, pues represento el 80% del total de carotenos.

. Las hojas de maiz contienen al menos 8 veces mas B-caroteno que el grano, lo que indica
que las hojas pueden ser una alternativa de estudio de la ruta de los carotenos para
incrementar 3-caroteno en grano.

. Los QTLs en hoja fueron diferentes a los localizados en grano, se localizaron en
diferentes cromosomas o en diferentes regiones dentro del mismo cromosoma. En hoja se
localizaron en los cromosomas 1, 2, 4, 5, 6, 7 y 8, mientras que en grano en los
cromosomas 6, 7, 8,9 y 10.

. El contenido de luteina en grano representd el 32.3% del contenido de carotenos y
zeaxantina 22.7%, mientras que el contenido de B-caroteno solo fue del 10%.

Se encontraron regiones de QTLs ubicadas anteriormente para carotenoides en grano, se
agregaron nuevas regiones a las ya identificadas y se localizaron genes candidatos que
pudieran estar involucrados en la biosintesis de carotenos.

Se encontrd una mayor cantidad de QTLs (99) en grano que en hoja (25), lo que puede
significar que el contenido de carotenos esta regulado por un niimero mayor de genes en

grano que en tejido fotosintético.

PERSPECTIVAS

Los nuevos QTLs identificados en este trabajo seran importantes para la localizacion de

nuevos genes o factores que determinen el contenido de carotenos en maiz. Una manera de

corroborarlo seria mediante la evaluacion de los genes existentes en el QTL asociado con el

marcador umc2239 en hoja ubicado en el bin 1.07 y los genes candidatos en grano

(GRMZM2GO011655 y GRMZM2G386051) asociados con los marcadores AY110213 y mmp20,

localizados en el bin 6.01, para determinar si su funcion esta relacionada con el contenido de

carotenos.
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Cuadro A 1. Posicion fisica de los marcadores significativos para los QTLs de grano.

Marcador Bin Posicion (cM) Inicio (pb) Final (pb)
umcl229 6.01 65.8 22,080,015 22,580,014
uaz232b 6.01 79.2 31,455,997 31,955,996
cdo545 6.01 71.7 42,235,704 42,735,703
psri60a 6.01 87.7 54,200,299 54,700,298
uckl 6.01 75.5 57,389,240 57,889,239
mmp160 6.01 80.8 65,063,598 65,563,597
AY110213 6.01 98.4 67,389,636 67,889,635
mmp20 6.01 84.8 70,569,176 71,069,175
rz242a 6.01 106.7 72,846,796 73,346,795
mmp4 6.01 95.1 79,237,574 79,737,573
isu085a 6.02 53.6 86,888,666 87,388,665
umcl006 6.02 103.9 87,211,702 87,711,701
umcl083 6.02 127.8 87,396,593 87,896,592
mirl 6.02 106 87,538,246 88,038,245
bnlg2191 6.02 148.7 91,944,378 92,444,377
agrrl89 6.04 124.5 119,605,709 120,105,708
rz444e 6.05 123.7 152,026,210 152,526,209
mmp75 7.02 155.2 20,135,523 20,635,522
psr371b 7.02 160.7 49,456,487 49,956,486
umclllb 7.03 332.9 132,643,750 133,143,749
npi389 7.03 308.3 136,948,518 137,448,517
umcl10a 7.03 318.7 140,860,239 141,360,238
bnlgl176 8.04 330.4 120,745,223 121,245,222
AY104566 8.05 342 123,302,835 123,802,834
umcl562 8.05 310.9 124,268,998 124,768,997
mmpl5 8.05 305.6 124,271,184 124,771,183
umcl959 8.05 309.7 125,782,989 126,282,988
umcl263 8.05 311.5 126,374,691 126,874,690
psb107a 8.05 314.1 127,611,329 128,111,328
mmp195b 8.05 361.2 128,810,029 129,310,028
ufg80 8.05 317 129,130,950 129,630,949
umcl846 8.05 357.9 129,144,194 129,644,193
ufg74 8.05 320.9 130,610,543 131,110,542
bnlg666 8.05 324.5 132,239,980 132,739,979
bnlg2181 8.05 366.8 132,239,980 132,739,979
bnlgl62 8.05 367 132,239,980 132,739,979
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Marcador Bin Posicion (cM) Inicio (pb) Final (pb)

rz390a 8.05 373.5 132,900,895 133,400,894
umcl889 8.05 332.1 133,102,106 133,602,105
umcl2a 8.05 329.9 133,175,804 133,675,803
bnlgl651 8.05 331.6 133,234,118 133,734,117
csu292 8.05 358.4 134,220,347 134,720,346
umcl340 8.05 334.9 134,483,218 134,983,217
hdal03 8.05 336.4 136,957,248 137,457,247
umcl316 8.05 338.9 137,230,888 137,730,887
isull4 8.05 339.9 137,439,761 137,706,774
umcl777 8.05 382.9 137,960,988 138,460,987
bnll2.30a 8.05 342.8 139,961,960 140,461,959
umcl960 8.06 413.2 158,695,027 159,195,026
umcl 149 8.06 371.2 158,747,061 159,247,060
mmp32 8.06 416 158,885,981 159,385,980
bnlgl823 8.07 440.7 166,341,155 166,841,154
umc2357 8.08 514.2 168,776,121 168,776,685
umcl005 8.08 483 168,849,391 169,349,390
umcl933 8.08 496.3 170,105,324 170,605,323
umcl673 8.08 502.9 170,295,989 170,795,988
AY110053 8.08 550.4 170,512,840 170,513,273
AY103806 8.08 569 171,577,856 172,077,855
umc20 9.03 233.1 93,149,678 93,649,677
ufg68 9.04 290 115,684,900 116,184,899
AY110060 10.01 223 1,697,903 2,197,902

asg?2 10.04 221.6 116,562,564 117,062,564

Fuente: Andorf et al., 2010.
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Mazorca autopolinizada segregando para yl

Hojas de maiz yl (arriba) y plantas
(grano blanco)

normales (abajo)

Mazorca autopolinizada que segrega grano Mazorca segregando para vp5 (granos
blanco viviparo (vp2) con embriones secos incoloros germinando prematuramente
germinando parcialmente. con coleoptilos blancos).

Mazorca autopolinizada segregando vp9,
grano  blanco, ocasionalmente con
germinacion prematura

Mutante whiteseedling 3 (w3) y plantula normal

Planta mutante albina (a/l)

Fuente: http://www.maizegdb.org/cgi-bin/phenovarimages.cgi?id=113268 (Consulta: 21/10/2010)

Figura A 1 Fenotipos deficientes en carotenos en maiz.
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Figura A 2. Representacion de cromosomas 1 al 5 con marcadores y QTLs de IBM-RILs.
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Figura A 3. Representacion de cromosomas 6 al 8 con marcadores y QTLs de IBM-RILs.
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