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INTRODUCCION

En el afio de 1975, el autor tuvo la oportunidad de ser asignado por el Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA), para trabajar en el Instituto de Nutricidn de Cen
troamérica y Panamé (INCAP), con el objeto de encontrar una metodologia apropiada y prac
tica para analizar répidamente aquellos genotipos de maiz que son el resultado de los traba-
jos de mejoramiento proteico que el programa de Maiz del ICTA, ha desarrollado. Como re-
sultado se obtuvo un método que aparentemente reunia las condiciones solicitadas por los fi-
togenetistas dedicados al mejoramiento de la calidad protéica del maiz.

Posteriormente tuve la oportunidad de tratar de probar en forma practica las bondades
y deficiencias de este método, los resultados aqui presentados son el fruto de esos estudios,
que espero puedan ser utilizados por aquellos que se dedican al mejoramiento del maiz, en su
aspecto nutricional, para bien de la mayoria de compatriotas que dependen de este grano ba
sico para su alimentacion. -

En el presente trabajo de tesis se presentan los resultados obtenidos en la fase del a-
nélisis de la prueba répida y en la comprobacién mediante anélisis cuantitativos.

Los objetivos del presente trabajo de investigacidn son los siguientes:

1. Determinar si es posible relacionar la intensidad de coloracién que se obtiene en la
prueba répida y el contenido de los aminodcidos libres triptofano y lisina enel en-
dospermo.

2. Comprobar mediante anélisis cuantitativo el contenido de los aminoacidos triptofano -

y lisina en los diferentes gradientes de coloracién obtenidos en la prueba rapida.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del maiz.

El maiz es uno de los alimentos bésicos de la poblacién de la mayoria de los paises
del continente americano (5, 11, 20), debido a la gran variabilidad genética de este ce-
real, representa uno de los més grandes recursos naturales del hemisferio y del mundo, para a
limentar a una creciente poblacion. -

A nivel mundial las proteinas de origen vegetal constituyen el 71% de las fuentes de
proteina, de los cuales los cereales aportan con el 50% (5, 6, 38).

El maiz en los paises en vias de desarrollo contribuye con un 50 a 60% de la proteina
empleada en la dieta de estos paises (5, 6). Del total de la produccién mundial de proteina
derivada de los cereales, aproximodamente 106 millones de toneladas, el mafz ocupa el se-
gundo lugar en orden de produccidn y contribuye con la cuarta parte de este total (38). Los
cereales por lo tanto constituyen los alimentos més importantes de los paises en desarrollo cer
ca del 95% de la poblacién de estos paises obtienen de los cereales las calorias y proteinas
que consumen (1, 5, 38).

Guatemala, resalta entre los paises de mayor consumo diario con 349 gr de maiz por
persona: en cuadro 1 se anota la ingesta diaria por persona en 14 paises que en el Censo de
la FAO de 1962 fue mayor de 100 gr por dia, en ese cuadro se detalla la contribucién que en
calorias y proteinas implican esos consumos de maiz en las dietas diarias (5, 39).

Cuadro 1. Ingesta de maiz y su contribucién de proteina y calorias o la dieta diaria.

Pais Ingestion Maiz Proteinas
Calorias
- g/dia/Persona .
Guatemala 349 1,242 33.2
Africa del Sur 308 1,096 29.3
México 272 978 25.2
El Salvador 245 871 23.3
Honduras 228 813 21.7
Rumania 192 694 16.1
Arabia 166 597 15.4
Nicaragua 131 472 1.1
Colombia 122 437 11.5
Bolivia 119 429 11.1
Afganistan 112 402 10.4
Venezuela 108 393 8.7
Brasil 100 360 9.3
Portugal 100 357 8.3

Fuentet F.Poey 1975 (34)



2.2 Morfologia del grano.

La constitucidn morfolégica de las plantas y sus frutos determinan el potencial de pro
duccidn del grano para alimento humano y animal (11, 12, 36). El gano de maiz estd com-
puesto por estructuras morfoldgicas muy especializadas, esa especializacién estd asociada g
caracteristicas fisicas y quimicas que resultan en diferencias notables de las partes del grano

(34).

2.2.1 El endospermo.

Generalmente esta estructura contribuye con el 80 - 85% del peso total del grano,
siendo su funcién metabdlica la de abastecer reservas alimenticias para el proceso de germi-
nacidn del embridn y desarrollo inicial de la pléntula, esté constituido de células de paredes
delgadas que contienen granos de almidén y proteina (3, 34, 36).

El endospermo estd formado por dos tejidos; la aleurona que se produce por divisio-
nes periclinales de las células periféricas y forman un tejido uniestratificado que circunda el
resto del endospermo, y el parénquima amilaceo compuesto por células alargadas y poliédri
cas en seccidn transversal con sus ejes mayores orientados generalmente en todas direcciones.
Los granos de almidén se encuentran embebidos dentro de una matriz proteinica y todo dentro
de las células del parenquima (34, 36).

El contenido relativo de protefna del endospermo es bajo, aproximadomente de 8 q
10% pero su contribucién a la calidad de la proteina total del grano es determinante, ya que
representa el 75 - 80% de toda la proteina, esto es consecuencia de la alta proporcidén rela-
tiva del endospermo en el peso total del grano (17, 34, 36).

La proteina dentro del endospermo se distribuye uniformemente en asociacién con los
granulos de almidén, la mayor concentracién se encuentra en la aleurona reduciendose de 36
a 22% en la regién entre las capas celulares nomero 2 y 7 hasta alcanzar 9% en los nimeros
8y 14. Se ha establecido que la proteina del endospermo estd compuesta por varias fraccio-
nes de las cuales la prolamina Illamada zeina en maiz, es de bajo valor biolégico y se en-
cuentra en corpisculos ubicados en la matriz protefnica que rodea los grénulos de almidén

(34, 36).

Los carbohidratos constituyen generalmente la mayor parte del endospermo contribu-
yendo con 70 - 85% de su peso. Estos carbohidratos son principalmente almidones, los cua~
les han sido estimados en més de 85% del total de carbohidratos (11, 12, 14, 34).

El grado de compactacién de los granulos de almidén determing el fenotipo de lasdos
estructuras que pueden considerarse basicas (17, 34, 36). Cuando los granulos estan m uy -
compactados asumen formas angulares que no permiten espacios entre ellos. Esta compacta—
cidn caracteriza el endospermo cérneo o vitreo, tipico de granos cristalinos palomeros y de
los hombros o secciones laterales de los granos dentados. Cuando los grénulos no estén m uy
compactados, éstos asumen forma esférica ocasionando su. organizacidn la presencia de espa-
cios entre ellos. Esta organizacién determinan la menor densidad y textura suave de los en-

4



dospermos de maices harinosos y la observada en la corona y columna central del endospermo
de maices dentados (34, 36).

En los fenotipos cristalinos la proporcidén de almidén harinoso es mucho menor, limi-
tandose a la columna central que a veces alcanza levemente la corona del grano (35, 39).En
estos casos, dada la poca proporcién o total ausencia de almidén harinoso, la superficie: de
la corona mantiene la caracteristica lisa tipica de granos cristalinos (34).

El color del endospermo (36), puede estar dado por la capa de aleurona que puede
ser roja o pUrpura y en el parenquima endospermico que puede ser amarillo o blanco. La co-
loracidn diferente o blanco estd determinada quimicamente por la presencia de pigmentos ca
rotenoides y flavones. Entre los primeros que ocasionan la coloracién amarilla, destacan los
carotenos o provitamina A, que son hidrocarburos y las Xantofilas, que son moléculas deriva
das de carotenos que contienen oxigeno (5, 7, 34). -

Entre los pigmentos flavonoides se encuentran las antocianinas que son  responsables
de la coloracién pirpura. De estos pigmentos, solamente los carotenos contribuyen al va
lor nutritivo del grano (7, 8, 34).

2.2.2 El germen.

Esta estructura contribuye generalmente con el 10% a 15% del peso seco del grano y
su funcidn bioldgica es la de producir una nueva planta bajo condiciones ambientales apro-
piadas para el crecimiento y diferenciacidn de sus tejidos. Se encuentra ubicado en la base
del grano en forma aplanada y adyacente al endospermo. Su estructura estd constituida por
un eje principal vertical a la base del grano, forrado por la radicula y plomula (7, 24, 34).

La composicién quimica del germen desde el punto de vista nutricional es de singular
importancia por su alta concentracidn de proteina y aceite, de excelente calidad bioldgica
(5, 6, 7). La relacién germen-endospermo, representa un potencial determinante para el me
joramiento del valor nutritivo del maiz especialmente cuando se consume el grano entero (5,

24, 34).

El contenido de proteina en esta estructura fluctUa entre 15 y 30% que representa al
15-20% de la proteina total del grano (34, 36).

2.2.3 El pericarpio.

Esta estructura contribuye aproximadamente con el 6% del peso total del granoy co
rresponde al tejido transformado de la pared ovérica que cubre totalmente el grano de maiz,
sus funciones bioldgicas principales son aislar y proteger los procesos citogenéticos y metabd
licos que dan por resultado, primero a la formacién del germen y endospermo, posteriorment
te a la germinacién y desarrollo de la nueva planta (34, 37).

A veces la coloracidén externa del grano depende del pericarpio y no del endospermo,
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esta coloracidn puede ser anaranjada, roja, morada o abigarrada y depende de la presencia
de taninos y pigmentos antocianicos (11, 34). Los taninos tienen capacidad de ligamentos de
proteinas que inhibe sistemas enziméticos encontrandose cominmente en células moribundas o
muertas. Su capacidad de inhibir sistemas enziméticos contribuye a la resistencia de hongos
y otros patégenos en esos tejidos, nutricionalmente el pericarpio es de dificil digestion y po-
co valor nutritivo por estar constituido principalmente por celulosa (32).

2.3 Proteinas y aminodcides en el grano de maiz.
Y

Los proteinas son grandes moléculas de muy alto peso molecular, que estan compues-
tos por los elementos: Carbono, Hidrdgeno, Oxigeno, Nitrogeno y en ocasidn Fosforo y Azu
fre (34, 36).

El contenido de Nitrogeno (34, 36) en la proteina total mantiene una relacién bastan
te constante en los granos de los diferentes cereales, asi para el maiz, sorgo y arroz, ésta
proporcidon es de 16% razdn por lo cual para estimar el contenido de proteina total se multi-
plica el porciento de nitrégeno analizado por el factor 6.25 (100/16).

Para descomponer las proteinas en sus aminoacidos se requiere que los enlaces de Hi-
crégeno se hidrolicen en presencia de acido; para analizar el contenido de aminoacidos en
el laboratorio se utiliza generalmente acido clorhidrico, separdndose los aminoacidos del hi
drolizado en forma de clorhidratos. El aminoacido esencial triptofano se destruye con la di-
gestion écida, debido a la hidrolizacidén del grupo pirrdlico, razén por lo que se acostumbra
analizar en hidrdlisis alcalina (34, 41).

Los animales monogdstricos necesitan de los aminodcidos para su nutricidn, pueden
sintetizar algunos en su metabolismo natural, mientras que otros deben ser proporcionados -
en la dieta. Estos Oltimos se denominan esenciales y son: Valing, Leucing, isoleucing, treo
nina, metionina, lisina, arginina, histidina, fenilalinina y triptofano (11, 34, 36). -

Las proteinas del maiz (5, 7, 34, 36), se dividen de acuerdo a su solubilidad en di~
ferentes agentes en cuatro grupos principales: albuminas, Globulinas, Glutelinas y Prolami
n%.

Las albiminas y Glutelinas se caracterizan por un excelente balance de aminoacidos-
esenciales y corresponden a las proteinas del germen. Las glutelinas y prolaminas  llamados
de reserva son proteinas de inferior calidad debido principalmente a su bajo contenido de al-
gunos aminodcidos esenciales entre los que destacan la lisina y triptéfano (34, 36).

De las dos proteinas de reserva, prolaminas y globulinas, (fig. 1) las prolaminas |la-
madas zeina en el maiz son de inferior calidad y se encuentran en mayor concentracion en el

endospermo (5, 8, 24, 36).

En el cuadro 2 se resumen los valores reportados para cuatro tipos de proteina descri-
tos anteriormente en el endospermo de maiz normal, Opaco-2 y Harinoso-2. También se in
cluyen estos valores para el grano de maiz normal (Nelson 1919 y Concon 1966) citados por
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F. Poey (34, 36).

La composicién de aminodcidos en cada fraccionamiento de las proteinas descritas di
fieren grandemente (véase cuadro 2). Las albuminas y globulinas son ricas en los aminoci-
dos bésicos, lisina, arginina, triptofano y cistina (7, 11). Les prolaminas que en el maiz se
denominan Zeina, tienen un alto contenido de aminoacidos no-polares como leucina, alani-
na, prolina y neutros como glutamina. La zeina es deficiente en lisina y triptofano por lo
que contrasta su baja calidad nutricional con las albuminas y globulinas que son de excelen-
te valor bioldgico (7, 11, 34, 36).

Las proteinas de almacenamiento se encuentran principalmente en el endospermo de
los cereales, los cuales son utilizados por el embrion durante lbs procesos de germinacion y
desarrollo inicial de la plantula, generalmente la constitucién de estas proteinas es de  baja
calidad, predominando las prolaminas y glutélinas(§, 34, 35).

Para los animales monogastricos las proteinas son particularmente importantes durante
el desarrollo de organismos en crecimiento, asi por ejemplo: para lactantes la ingesta de pro
teina recomendada para satisfacer los requerimientos minimos de aminodcidos esenciales es a
proximadamente 10 veces mayor que la requerida por adultos de acuerdo a gramos por Kg. de
peso por dia (3, 6, 11, 34).

2.3.1 Carbohidratos.

Los carbohidratos desempefian funciones de fuente y almacenamiento de energia qui-
mica, ademés de estructurales en las células de las plantas. Los polisacaridos producen wun
gran nomero de monosacaridos al hidrolizarse y son las de mayor importancia por sus funcio-
nes nutritivas y estructurales. El almidén componente principal del endospermo del maiz, per
tenece a este grupo, asi como la:célulosa componente principal del pericarpio; es de inte-
rés resaltar que estos dos Oltimos compuestos no nutritivo y el otro de poco o ningdn valor bio
légico para animales monogéstricos, son quimicamente muy similares (34, 35, 36). -




FIGURA 1. DISTRIBUCION DE LA PROTEINA Y SUS COMPONENTES EN EL GRANO
DE MAIZ ( Nelson 1969, Concon 1966 ).

ENDOSPERMO: 75-85% de la proteina total

% de la protefna

+ 02 f|2
AlbUminas 3.8 12.1 9.6
Globulinas 2.0 5.1 7.3
Prolaminas (zeina) 55.1 22.9 29.0
Glutelinas 31.8 50.1 40.8

GERMEN: 15-20% de la proteina total.

+
Albiminas y
Globulinaes 30-40
Prolaminas (zeina) 5-10
Glutelinas 49-54

Fuente: F.Poey (36).



CUADRO 2. Distribucién de la proteina y sus componentes en el endospermo del grano de
maiz normal, Opaco-2 y harinoso-2 (Nelson 1969 y Concon, 1966).

% de la Proteina

Normal 02 fl2
AlbUminas 3.8 12.1 9.6
Globulinas 2.0 5.1 7.3
Prolaminas (zeina) 55.1 22.9 29.0
Glutelinas ' 31.8 50.1 40.8

Fuente: F. Poey. 1975 (34).

CUADRO 3. Contenido de aminoécidos en fracciones de proteina de endospermo de ma iz
(Reiners, et al 1973)

Aminodacidos mg por 100 g proteina

Albuminas Globulinas zeina Glutelinas
Lisina 44 41 1 18
Histidina 16 25 8 18
Amoniaco (Principalmente
de glutamina y Asparagina) 84 80 148 202
Arginina 43 72 10 30
Acido Aspartico 73 58 41 49
Treonina 45 28 24 34
Serina 48 53 52 47
Acido Glutamico (principal
mente como Glutamina) 86 114 166 131
Prolina 45 33 94 73
Glicina 93 73 17 62
Alanina 85 60 110 79
Valina 50 49 31 45
Metionina 10 7 10 25
Isoleucino 28 23 K} 29
Tirosina 49 17 31 31
Fenilalanina 21 28 43 27
Triptofano 6 4 0 3

Fuente: F. Poey, (34).



2.4  El maiz Opaco-2

En 1963 el Dr. E. T. Mertz y sus colaboradores en la Universidad de Purdue, descu-
brieron que el gen mutante Opaco-2 del maiz 09/09 modifica el equilibrio de aminoacidos
en la proteina del endospermo del grano. Esta modificacién da como resultado mayores can
tidades de los aminoacidos lisina y triptofano, abriendo interesantisimas perspectivas para los
fitomejoradores, productores y especialistas en nutricidn humana y animal (11, 12, 14),

El equipo de Purdue donde figuran Edwin T. Mertz, Lyn S. Bates y Oliver Nelson

(4, 28, 34), empleando nuevos métodos para el anélisis de aminodcidos, analizaron conve-
nientemente el designado mutante Opaco-2, este revelé una virtud insospechada; su conte-
nido de lisina que fué de 3.4% de la proteina del endospermo y un 70% mayor que en el maiz
normal, en tanto que el contenido de triptofano se duplicd todo a costas de la fraccidn prola
mina llamada zeina. La calidad deficiente de la proteina del maiz se debe al hecho de que
la proteina total del grano normal, alrededor de un 8 a 10% de! endospermo, una buena can
tidad estd en la fraccidn zeina de la proteina, que es inapropiada para la nutricién de  ani-
males monogéstricos como los humanos. En términos practicos, descontando la zeina, el gra
no normal representa alrededor de un 4.5% de proteina efectiva, la zeina predomina a cos=
tas de la lisina y del triptofano, que son dos de los 10 aminoécidos esenciales en virtud de
que el organismo humano no puede sintetizarlos y por ende debe obtenerlos de los alimentos
que consume (11, 12, 34, 35, 36).

El gene recesivo normal (09) que en la condicién homocigota produce la apariencia
y textura del grano Opaco, induce también mayores niveles de glutélina, la fraccién pro~
tenica rica en lisina y deprime los niveles de la fraccién prolamina Ilamada zeina (11, 35).

El descubrimiento hecho en Purdue aparecid en la revista Science en Julio de 1964
(1, 27), mas tarde el Dr. Dale Harpstead Fitogenetista de maiz advirtié de inmediato que un
maiz de alta calidad proteinica podria tener un impacto trascendental sobre la mal- nutricidn
proteinica endémica de nuestros paises, le llevé dos afios més transformar el descubrimiento -
del laboratorio de Indiana en una cosecha de maiz en Colombia, A principios de 1965, el
Dr. D. Harpstead, pudo obtener solo 25 granos de la pequefia y valiosa coleccidn de semilla
experimental de Purdue. Después de multiplicar las semillas, ctuzarlas con variedades adaop
tadas a las condiciones locales y de examinar en el laboratorio los hibridos resultantes fue
hasta 1967 cuando tuvo suficiente mafz con gen Opaco-2 incorporado, para comenzar prue-
bas de nutricién con animales (1, 27). Estos resultados abrieron una nueva posibilidad, una
nueva esperanza para los millones de seres humanos que se debaten entre la vida y la muer-
te por la desnutricién que aqueja a la mayoria de los habitantes de los paises en desarrollo.
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CUADRO 4. Composicién de aminodcidos en endosperma y germen desgrasados de maiz
normal y Opaco-2 (g por 100 g de proteina) Datos de Nelson et al 1965 y
Mertz et al 1966.

Normal Opaco-2
Aminoacidos Endospermo Germen Endospermo Germen
Lisina 1.6 S 3.7 5.9
Triptofano 0.3 - 0.7 - -
Ammoniaco - - 2.2 - - 2.1
Histidina 2.9 2.9 3.2 2.9
Arginina 3.4 9.1 5.2 9.2
Acido Aspartico 7.0 8.2 10.8 9.2
Acido Glutémico 26.0 13.1 19.8 13.9
Treonina 3.5 3.9 3.7 3.7
Serina 5.6 5.5 4.8 5.0
Prolina 8.6 4.8 8.6 5.3
Glicina 3.0 5.4 4.7 5.5
Alanina 10.1 6.0 7.2 5.8
Valina 5.4 5.3 5.3 4.4
Cistina 1.8 1.0 0.9 0.9
Metionina 2.0 1.7 1.8 1.5
Isoleucina 4.5 3.1 3.9 2.5
Leucina 18.8 6.5 11 .6 5.6
Tirosina 5.3 2.9 3.9 2.2
Fenilalanina 6.5 4.1 4.9 3.6
% Proteina 12.7 - - 11,1 - -

Fuente: P. Poey (34).

2.5  Comparacidn de la calidad proteinica del maiz normal y Opaco-2.

La cantidad total de proteina en los cereales como se ha expresado anteriormente es
baja, el maiz contiene cantidad en poco menores que el trigo (5, 30, 3p). Esto es un hecho
de mucha importancia, ya que el valor nutritivo de la proteina en los alimentos dependen -
tanto de la calidad como de la cantidad de ésta. Debido a que la diferencia en el conteni-
do de proteina total en los cereales es relativamente baja, el factor de calidad es el de ma-
yor importancia (34, 35).

Los razones del valor proteinico superior del maiz Opaco-2, en comparacidén con el
maiz comin, se resumen en el cuadro 4, en primer término el contenido de proteina, aunque
es un poco més alto para el maiz normal que para el Opaco-2, no explica la diferencia en
la calidad de la proteina entre los dos, ya que el maiz comin puede contener mayor concen-
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tracidn proteinica pero la calidad es inferior como ha sido demostrado; las diferencias en la
composicion de aminodcidos, sin embargo principian a notarse al comparar la distribucién de
la protefina del endospermo (7, 34, 36).

Desde el descubrimiento del maiz Opaco-2, se han realizado muchos estudios demos
trando sus excelentes cualidades nutritivas en ratas (5, 6, 11) pollos (1, 42), cerdos (1, 11
42) y en seres humanos, nifios y adultos (6, 11).

Pruebas més elaboradas confirmaron que la proteina del endospermo del maiz  Opa-
co-? proporciond una base dietética adecuada para la recuperacidn de nifios desnutridos, o
bien podria usarse para la alimentacién de infantes normales cuando no se dispone de pro-
teinas de origen animal. Derivando una conclusidn menos clinica, Pradilla declaré, "Tene-
mos ahora un fuerte potencial de proteina de alta calidad y bajo costo que puede contribuir

e’

mucho a evitar la desnutricion" (6, 42).

A partir de otros estudios con nifios, un colega del Dr. Pradilla el Dr. Ricardo Bre-
ssani del Instituto de Nutricidn de Centroomérica y Panamé (INCAP), con sede en Guate-
mala, confirma que el valor nutritivo de la proteina del mafz Opaco-2, es alto y su calidad
es alrededor del 90% con respecto a la de la leche descremada segin se ha probado en nifios.
Bressani también asegura que "La incorporacidn del gene Opaco-2, en el maiz comin pare-
ce ser un enfoque practico al problema de mejorar la calidad proteinice de las dietas huma-
nas basadas en maiz y de esta manera mejorar el estado nutricional de poblaciones con defi-
ciente ingesta de proteinas" (5, 6, 7, 9, 10).

El efecto inmediato del éxito del maiz con calidad proteinica en Colombia fué el de
enfocar y acelerar los esfuerzos en todo el mundo para mejorar la calidad proteinicadel maiz
y de otros cultivos (1). En el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIM-
MYT), propuso integrar la investigacién sobre maiz de calidad proteinica con su pro-
grama orientado hacia el desarrollo de variedades de maiz tropical ampliomente adaptadas de
alto rendimiento (17).

2.6  El mejoramiento de la calidad de proteina del maiz.

El descubrimiento clave de los efectos bioquimicos del gene Opaco-2, demostrd que
la calidad de la proteina en el endospermo de maiz normal puede ser modificada favorable-
mente mediante el aumento de los hiveles de los aminodcidos esenciales lisina y triptofano (1,
4, 7). Este descubrimiento generd un gran interés entre los genetistas de maiz de todo el mun
do por producir versiones Opaco-2 de variedades de maiz normel cristalinas y dentadas, con
calidad de proteina mejor balanceada (9, 10, 11, 12).

En 1966 el CIMMYT (12, 16), comenzd a trabajar con Opaco-2 y harinoso-2 los
mutantes que abrieron nuevas perspectivas al mejoramiento de la calidad nutritiva del maiz,
se planted una serie de problemas por resolver antes de lograr maices comerciales y materia-
les de mejoramiento con niveles altos de proteina. Desde entonces se han llevado a cabo nu
merosos estudios con estos dos mutantes comparados con maices normales y en cruzas con di-
versos materiales, después de méas de una década de trabajos de laboratorio y de laborar en

12



sus campos experimentales, el personal de maiz del CIMMYT pudo informar que para sus me
jores variedades elite, "Los rendimientos son hasta de 5,500 kilos por hectérea en parcelas -
de agricultores, dentro de una variacidn de 10% con respecto a los rendimientos medios ob-
tenidos en la faja maicera de los Estados Unidos" (11, 14, 15). Pero aln cuando todavia re
visaban afanosamente los datos genéticos del maiz normal, y con el éxito Gltimo an en du=-
da, los fitogenetistas aceptaron el riesgo del apareamiento de sus variedades mejoradas nor
males con el mutante de alta calidad proteinica, que poseia una serie heredada de defectos
neutralizadores de sus bondades nutritivas. El problema clave era la apariencia y la textura
de los granos; el gene que incrementaba el contenido de lisina y triptofano del grano  tam-
bién se asociaba con sus caracteristicas de opacidad, color blancuzco de tizay endospermo
suave (11). Si bien la opacidad daba al cientifico un indicador visual conveniente de la ca
lidad proteinica, también hacia al maiz poco atractivo para los consumidores habituados a
un maiz normal translicido, blanco o amarillo brillante y de textura dura (11, 15, 34).

En los granos Opacos, los granulos de almidén tienen un empaque menos denso que en
fos granos normales. Asi los granos del maiz opaco son més ligeros, lo cual reduce los rendi
mientos de los agricultores entre 10 y un 15% como promedio (11, 34, 36).

Para los cientificos de mafz del CIMMYT, y de ofros programas similares en el mun-
do el problema por resolver ha sido el de retener los mejores atributos tanto del maiz normal
como del maiz Opaco~-2, esto ha significado la bisqueda de "genes modificadores"”, que di-
socien la caracteristica de calidad proteinica del maiz opaco de la textura que reduce el
rendimiento y de la apariencia que ahuyenta a los consumidores (11, 12, 18, 19).

En Guatemala en 1,966 el programa de maiz de la Direccidn General de Investiga-
cidn Agricola, inicid por primera vez trabajos tendientes a mejorar la calidad proteinica de
los maices locales cruzéndolos con Opaco~2 proveniente de la Universidad de Purdue. Pos-
teriormente se recibieron nuevas introducciones procedentes de diversas fuentes: Cal  Poli,
USA, CIMMYT en México y del CIAT de Colombia (2, 20). En el material evaluado  ini-
cialmente se pudo observar susceptibilidad a enfermedades, escasa o ninguna produccion de
pdlen, pudricionesy mal aspecto de la mazorca y grano (20, 21).

Actualmente el programa de maiz del ICTA, ha logrado realizar avances en cuanto a
metodologia genéticay mediante un acuerdoentre el INCAP y el ICTA ambas instituciones
aunando esfuerzos esperan obtener resultados positivos en un: corto plazo, producnendo varie
dades modificadas que puedan substituir a las criollas actuales que mejoraran la dieta  del
campesino guatemalteco que depende del maiz para su alimentacién.

2.7  Determinacidn de los aminoécidos lisina y triptofano.

La mayoria de los investigadores dedicados al mejoramiento de maiz (2, 34, 36), du-
rante las etapas iniciales efectuaban estudios con ob|ei'o de tratar de identificar cualquier ca
racteristica morfoldgica o fisioldgica visible del maiz que pudiera ser Gtil como "Marcador",
asociado a la proteina de alta calidad. El grano Opaco caracterizado por el gen Opaco = 2
era el Onico de esos marcadores y presentaba dos deficiencias fundamentales como criterio -
de seleccidn. En primer lugar anulaba toda oportunidad de obtener mejores tipos de granode
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endospermo duro y en segundo lugar, en las poblaciones de grano opaco, no servia para dife
renciar las Iineas de proteina de alta calidad de las normales (11, 17, 18).

La utilizacién del "Diafanoscopio” como método para separar granos de alta calidad
proteinica de los granos normales en poblaciones con el gene Opaco-2 consiste en hacer una
seleccidn sobre una superficie transiluminada, los granos opacos se pueden distinguir facil-
mente de los normales. Pero en granos modificados el ligamento entre la calidad proteinica
y apariencia anormal no se puede diferenciar con certeza por seleccién visual (2, 11, 25,
26).

Otra alternativa es el andlisis quimico de los granos para determinar la cantidad y ca
lidad de la proteina de los cereales, de estos hay varios métodos dependiendo de los prop03|
tos y objetivos que se persiguen, sin emborgo se ha encontrado que la evaluacién bioquimica
y bioldgica constituye la limitacién més importante en los programas de mejoramiento protei-
co en los maices adaptados con o sin gene Opaco-2 (7, 11, 23, 34).

No se ha hallado otra posibilidad de identificar las lineas de maiz con alto conteni-
do de lisina y de triptofano que no sea la realizacién de un cbidadoso andlisis quimico (9,
10, 11, 34).

La mayoria de estos métodos de laboratorio tienen la desventaja para el  fitomejora-
dor, que requieren la destruccidn del grano para su andlisis por lo que se ha tratado de desa-
rrollar métodos que solamente necesiten pequefias porciones del endospermo para su anélisis,
de estos hay varios ya en uso; pero requieren equipos de alto costo y son lentos en dar resul-

tados (4, 12, 23, 34, 38, 39).

Para los mejoradores de maiz, se necesitan métodos rapidos y que permitan la utiliza
cién de los granos analizados para su siembra posterior, de estos los analisis  colorimétricos
cualitativos son los mas practicos (25, 29, 31, 39, 41).

Los laboratorios de la Universidad de Purdue, USA, CIMMYT México, e INCAP, Gua
temala; han estudiado y modificado varios métodos de andlisis colorimétricos con la idea de
poner a disposicién de los mejoradores de maiz, una herramienta préctica de bajo costoy que
permita analizar cualitativamente grandes volimenes de muestras. Para ellos se han emplea-
do, diferentes reactivos y metodologias que en la préctica han demostrado sus bondades y i
mitaciones. De todos estos métodos el desarrollado por Mertz, (31) ha demostrado ser por el
momento el de mejores posibilidades, la literatura al respecto es extensa (11, 23, 25,28,31,
34, 36, 38, 39, 40, 41), la cual explica con detalle cada uno de estos métodos. Para los
propdsitos de este trabajo sin embargo haré referencia al método de Mertz (31)  modificado
por el INCAP en el cual el autor tomd parte. (25, 26).

En un simposium en 1971, fué repertado que el endospermo de maiz Opaco-2 contie~
ne mas altos niveles de aminodcidos libres solubles en agua que en los maices normales.  En
el desarrollo de una prueba répida colorimétrica para detectar mutantes con alto  contenido
en lisina y triptofano, surgié la idea que el exceso de aminoacidos libres en un mutante pue-
de ser determinado con ninhidrina (31, 36).
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La ninhidrina reacciona répidamente detectando la diferencia total de aminoacidos i
bres en el grano normal y un mutante, las diferencias observadas fueron demostradas utilizaE
do granos de maiz, sorgo y cebada; éste método colorimétrico utiliza como reactivos; agua,
ninhidrina, citrato de sodio y écido citrico, los tubos conteniendo la muestra son sometidos
a calentamiento (31).

La ninhidrina para anélisis es un reactivo sensible que se utiliza sobre todo para  la
demostracién y la determinacién fotométrica de péptidos ligeros y aminoécidos libres. La re
accién quimica se basa en una reduccidn de la ninhidrina seguida de formacién de un colo-
rante (29).

La prueba répida de ninhidrina desarrollado por E.T. Mertz en 1,973 (31); para se-
leccionar variedades de maiz, sorgo y cebada altos en lisina, requiere de una mezcla de nin
hidrina pH 5.0 obtenidos de 16 gramos de ninhidrina, 58 gramos de citrato de sodio y 26
gramos de acido citrico.

Procedimiento: Se cortan por la mitad a lo largo 5 gramos de maiz con una hoja de
afeitar o navaja bien afilada. Se colocan los granos cortados en un tubo de vidrio de  3/4
x 5 pulgadas y se les agrega con una jeringa 10 ml de agua destilada. A cada uno de los tu
bos se les agrega una medida de 300 mg de la mezcla de ninhidrina. Se agitan los tubos y se
calientan en una llama hasta que principian a hervir, aproximadamente a los 5 minutos. Se
dejan en reposo toda la noche y se observa el color azul violeta al dia siguiente; las mues-
tras bajas en lisina no dan color (31).

Este método tiene las siguientes desventajas:

1.- Se pierden los genotipos analizados.
2.-  Solamente identifica los limites maximos y minimos.
3.-  Debido al nivel critico de calentamiento por llama los tubos de ensayo, es errdtico

por factores inherentes a la habilidad del operador.

La prueba répida desarrollado en el INCAP por Gémez B.R., C.E. Acevedo., R.Bre
ssani y el autor (25, 26) es una modificacién del método desarrollado por E.T. Mertz (31) que
puede detectar cambios en los materiales mejorados. No necesita de equipo especial, es e-
condémica para aplicarla a gran nimero de muestras. No destruye completamente el material
a prueba el cual puede utilizarse para siembras posteriores, es sencilla para que pueda reali
zarla una persona con poco entrenamiento, es rapida para probar numerosas muestras por dia.

Las principales modificaciones y ventajas al método de Mertz consisten en:

1.-  Se analiza una pequefia porcidn del endospermo. El resto de la semilla no pierde via
bilidad y permite sembrarse para estudios agrondmicos posteriores.

2.- Los reactivos acido citrico y citrato de sodio son reemplazados por acetona.

.- E! calentamiento se realiza por medio de calor seco, empleando un horno a tempera-
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constante de 100°C durante 5 minutos lo que permite utilizar bandejas de papel de
aluminio para colocar las muestras.

Se reduce considerable el tiempo aumentando la capacidad de analizar gran
cantidad de muestras.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 HIPOTESIS |

El de estudiar la posibilidad de que el método de analisis "Prueba Rapida Método Mo
dificado INCAP", fuese de utilidad préctica en un programa de mejoramiento protéico de -

o
maiz.

HIPOTESIS Il

La posibilidad de poder diferenciar gredientes de contenido de lisina y triptofano a

través de intensidad de coloracién.

3.2 Variedades utilizadas en el estudio.

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron materiales cultivados en la zona cali-

da y fria de Guatemala, éstas variedades y algunas familias estan en me|orcm|ento por el Pro

grama de Maiz del ICTA, siendo los siguientes:

Lo B e B N * T O, - VO B

PR —
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Quetzal Oro Amarillo
Quetzal Oro Blanco
0o E.D.A. Chimaltenango 76
0, ###71-13

Sint. | x 02
Guatelan Xela x 09
San Marcefio x 09

0, t## .9

Criollo Amarillo
Sintético de 6 lineas
San Marcefio
Compuesto Blanco
X~304 A

X-306 B

Barcena 71
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3.3 Procedimiento de estudio.

En este experimento se siguid una secuencia de trabajo de acuerdo al proyecto elabo
rado:

Preparacién de las muestras: Se recolectaron mazorcas representativas de materiales
criollos, variedades de polinizacién libre, hibridos de explotacién comercial y poblaciones
con el gen Opaco-2. Los materiales fueron cosechados en las Estaciones Experimentales del
ICTA, de la Méaquina en la zona célida y Labor Ovalle en la Zona fria, en el Valle de -
Quetzaltenango, ademés en Chimaltenango para la zona media.

Se utilizaron 500 granos de cada material, los que fueron sometidos al anélisis de -
prueba rapida y posteriormente para comprobacidn mediante anélisis cuantitativo en el Labo-

ratorio del INCAP.

3.4 Métodos utilizados.

La prueba rapida procedimiento sometido a comprobacidn en este estudio, este méto-
do fué modificado en el INCAP, en 1974, por los Drs. Roberto Gémez B., Ricardo Bressani
y el autor de ésta tesis.

La prueba rapida es una modificacidn del método desarrollado por E.T. Mertzen 1973
(31), la técnica modificada para seleccionar maices normales y aquellos que tienen el gen
Opaco-2. Esta técnica consiste en separar un pedazo del endospermo del grano  utilizando
una cuchilla o bisturi, se debe tener el cuidado de no lastimar el embrién.

Equipo y reactivos para la prueba répida "Método Modificado INCAP" para deter-
minar lisina y triptofano:

a. Horno eléctrico con temperaturas constantes mayores de 100°C.
b. Balanza para mg. (miligramos).

c. Bandeja de lamina 30 x 30 cms.

d. Papel metélico.

e. Dos frascos de vidrio de color obscuro.

f. Dos goteros,

g. Una probeta graduada.

h. Una espétula de laboratorio.

i. Pinzas.

i- Bisturis con su respectivo mango-.
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Reactivos:

a. Ninhidrina

b. Acetona
Procedimiento:
a. Separar un pedazo del endospermo del grano
b. Ponerle una gota de solucién de Ninhidrina en acetona al 0.2 g. por ciento.
c. Dejar evaporar la acetona a temperatura ambiente
d. Calentar la muestra durante 5 minutos a 95 6 100°C.

Durante el calentamiento se produce la reaccidn entre los aminodcidos libres del en-
dospermo y la ninhidrina, de tal modo que aquellos granos que tienen mayor contenido
de lisina y triptofano libre pueden ser identificados rapidamente por el color azul

violeta.

e. Lectura de las muestras de acuerdo a la intensidad de coloracidn.

f. El resto del grano de donde se separd la muestra para la prueba, puede ser sembrado
sin ningln problema ya que durante el corte de la muestra no se ofecta el germen
(25, 26).

3.5  Escala para lectura en la prueba répida.

Debido a experiencias iniciales en el desarrollo en el que se utilizaron materiales nor
males criollos y Opaco-2, se opté por calificar de 1 a 5 segin la intensidad de  coloracién
que presenta la muestra sometida a prueba rapida para determinar aminoécidos libres, tripto-
fano y lising, la interpretacién de la escala es la siguiente:

1. No se tiene reaccién de coloracidn

2, Ligero cambio de coloracién

3. Mediana coloracidn

4. Alta intensidad de coloracidn

5. Intensidad de coloracidn, se adquiere color azul violeta obscuro.

Para poder hacer la calificacidn cualitativa, es necesario disponer de un material
criollo o normal y un Opaco-2 para poder utilizar como referencias de Iimite inferior y supe
rior. La calificacién de los puntos intermedios puede variar, ya que dependen de la habili-
dad o criterio del que analiza.
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3.6  Separacidn de las muestras para andlisis cuantitativo:
Para poder verificar los resultados de la prueba répida se agruparon los granos que co

rresponden a cada calificacién, 20 granos se les elimind el embridn y el epicarpio, se iden-
tificd y se llevd a los laboratorios del INCAP, para su anélisis cuantitativo.

3.7  Métodos utilizados para andlisis cuantitativo en el INCAP.

Determinacidn del triptéfano (34, 40, 41).

Utilizando el método de Opienska~Blauth modificado por Hernandez y Bates:

a. Reactivos.

1. Se disuelven 270 mg. de FeCl3. 6H90 en 0.5 ml. de agua destilada y se afo
ra a un litro con &cido acético glacial (reactivo A). En cada frasco de acido acético se de—
be hacer la prueba de desarrollo de color en presencia del triptéfano.

2. Solucién de HpSO4 3ON (Reactivo B).

3. Mezclar los reactivos Ay B (1:1 v/v), 1 a 2 horas antes de usarse ( Reactivo

Q).

4, Solucién de Papaina (grado comercial). Disolver la enzima (4 mg/ml) en )
lucidn reguladora de acetato de sodio, O.IN, pH =7.0

La Solucién de papaina debe ser preparada justo antes de usarse .
b. Procedimiento

1. Pesar entre 90 y 100 mg. de la muestra desengrasada y pulverizada en un fu-
bo de ensayo y afiadir 4 ml. de la solucién de papaina. Se tapan los tubos y se agitan cuida
dosamente procurando que la muestra quede totalmente mojada dentro de la solucién (un tubo
con Onicamente solucién de papaina es el blanco que se lleva durante todo el  procedimien-
to).

2. Las muestras son incubadas a 65°C. durante la noche (16 horas).

3. Los hidrolizados se sacan de la estufa y se agitan, dejéndolos enfriar a la tem
peratura ambiente, después de lo cual el sobrenadante debe estar claro. (Si el sobrenadante
no estd claro, se debe centrifugar).

4. Se pipetea un ml. de hidrolizado a un tubo de ensayo que contiene 4 ml. del

reactivo C. se agita vigorosamente y se incuba a 65°C. durante 15 minutos para que desarro
lle el calor. B
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5. Dejar enfriar las soluciones coloreadas y transferirlas luego a tubos de colori-
metro calibrados. Las lecturas se hacen en el fotocolorimetro Bausch & Lomb Spectronic 20
a una longitud de onda de 545 :nm.

6. Se prepara una curva esténdar con un rango de 0 a 40 ug/ml. de DL triptdfa-
no.
7. E! contenido de triptéfano de la muestra se calcula a partir de la curva estan

dar y se reporta en base a la proteina.

3.8 Determinacién de la lisina.
Método desarrollado por Tsai, et al 1972 y modificado por Villegas (34, 40, 41).
a) Reactivos:

1. Solucién de papaina (4 mg. de papaina por ml. de solucién reguladora de fos
fato 0.03 M con pH 7.4)

2. Solucién reguladora de carbonatos de 0.05 M con pH 9.0
3. Solucién reguladora de boratos 0.05 M. con pH 9.0

4. Suspensidn de fosfato de cobre. Solucién A): pesar 2.8 de CuCl2. 2Hg0D y
disolverlos en 100 ml. de agua destilada. Solucién B): pesar 13.6 g. de NagPO412H20 y
disolverlos en 200 ml. de agua destilada.

Mezclar A y B agitando, centrifugar a 2000 r.p.m. durante 5 minutos y descartar el
sobrenadante. El precipitado se reuspende a 3 veces con 15 m! de solucién reguladora  de
boratos, centrifugando cada suspensidn. Después de la tercera lavada, el precipitado se re
suspende en 80 ml de solucidn reguladora de boratos. Este reactivo puede ser usado 'gs'olameﬁf
te una semana. -

5. Solucién HC1, 1.2N

6. Solucién de 2-cloro-3, 5 dinitropiridina. Preparar previamente a su uso una
solucién conteniendo 30 mg. de 2-cloro-3, 5 denitropiridina por ml de metanol.

7. Mezclas de aminoacidos .

Cristina 20 mg. Fenilalanina 40 mg.
Metionina 20 mg. Valina 40 mg.
Histidina 30 mg. Arginina 50 mg.
Alanina 30 mg. Serina 50 mg.
Isoleucina 30 mg. Acido Aspartico 60 mg.
Treonina 30 mg. Acido glutémico 300 mg.
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Tirosina 30 mg.  Leucina 80 mg.
Glicina 40 mg. Prolina 80 mg.

Pesar 100 mg. de la mezcla de aminoécidos y disolverlos en 10 ml de solucidn regula
dora de carbonatos.

b) Procedimiento.

1. Pesar 100 mg. de muestra desengrasada y pulverizada en un tubo de ensayo y
adicionar 5 ml. de solucién de papaina. Asegurarse de que la muestra esté completamente -
mojada y agitar 2 veces durante la primera hora de incubacidén. Preparar blanco con  solu-
cién de papaina.

2. Incubar a 65°C. durante 16 horas. Agitar y enfriar a temperatura ambiente.
Cuando las muestras estén frias, el sobrenadante debe de ser claro, o centrifugar si esté tur-
bio (una alicuota de 1 ml. de este hidrolizado puede usarse para la determinacién de triptofa
no).

3. Pipetear una alicuota de 1 ml. en un tubo de centrifuga y afiadir 0.5 ml. de
solucién reguladora de carbonato y 0.5 ml. de suspensidén de fosfato de cobre.

4, Agitar durante 5 minutos y centrifugar a 2000 r.p.m.

5. Pipetear una alicuota de 1 ml. del sobrenadante en un tubo de ensayo y afia-
dir 0.1 de solucién de 2-cloro-3, 5 dinitropiridina. Agitar vigorosamente.

6. Dejar los tubos durante dos horas a temperatura ambiente, agitando cada 30
minutos.

7. Afadir 5 ml. de HC1-1.2N a cada tubo y/o agitar.
8. Afiadir 5 ml. de acetato de etilo. Tapar los tubos, mezclar inviertiendo los
tubos 10 veces, extraer la fase superior con una jeringa que tenga adaptado un tubo de polie

tileno. Este paso debe repetirse 3 veces.

9. _Transfetir la fase acuosa a tubos del colorimetro calibrados y leer en el foto-
colorimetro "Spectronic 20" a una longitud de onda de 390 nm. contra el blanco.

10. Calcular el contenido de lisina de las muestras por comparacién con la curva
estandar y reportar en base a la proteina.

c) Curva Estandar

Preparar una curva estandar con un rango de 0 a 200 g. de lisina por ml. Solucién re
guladora de carbonatos (2500 g/mi.)

Preparar la curva con las siguientes concentraciones de lisina: 0, 250, 750 y 1000
ug/ml.
22



De cada una de estas soluciones, tomar 1 ml. y afiadir 4 ml. de solucién de papaina
(5 mg. de papaina/ml. de solucidn reguladora de fésfato).

Pipetear 1 ml. de cada solucién en un tubo de centrifuga, afadir 0.5 m!. de mezcla
de aminodcido y 0.5 ml. de suspensidn de fosfato de cobre.

Continuar el procedimiento a partir del inciso (4) de la parte B.
En promedio, el andlisis de endospermo déa valores colorimétricos de:

a) Maiz normal, alrededor de 0.45 g. de triptéfano y 1.8 g. de lisina por 100 g. de
proteina (con aproximadamente 9.0% de proteina en la muestra); y

b) Maiz Opaco-2, alrededor de 0.85 g. de triptdfano y 3.6 g. de lisina en 100 g.
de proteina (con aproximadamente 8.0% de proteina en la muestra).

Los valores indicados pueden variar debido a la genealogia de la muestra o debido al
contenido de proteina en la muestra. Se pueden encontrar valores intermedios de triptéfano-
y lisina en la proteina en materiales con el gene harinoso-2, o en algunas muestras con en-
dospermo modificado.

3.9 Disefio Experimental.

Se usd el disefio experimental de Blocks al IRRESTRICTO AZAR.

De acuerdo al nimero de materiales en estudio fueron 15 tratamientos y en la escala
se tiene 5 grados de calificacién que para efecto de andlisis estadistico es subtratamiento, fue
ron analizados los datos por separado para hacer las comparaciones.

3.10 Analisis estadistico.
Los efectos de los tratamientos seleccionados fueron evaluados a través de un anélisis

estadistico, sobre la variable variedades y grados de calificacién %g. de triptéfano y lisina/
proteina; de acuerdo al siguiente esquema de varianza.

Fuente de variacién G.L.
Entre materiales (var.) 14
Dentro de materiales (var.) 30
Total. 44
S GUATEMALY
23 billdtece Centrg,

Seceitt: de Tasic



Fuente de Variacion G.L.

Entre grados de calificacion 4
Dentro de Grados de calificacién 40
total . 44

3.11  Analisis de regresién.

Se hizo anélisis de regresién para conocer la tendencia de los valores de los  grados
de calificacién, % g. de triptdfano y lisina en la proteina, se utilizaron los datos de 6 ma-
teriales individuales y el promedio general.

Analisis de Correlaciéon.

Para conocer la validez de la prueba rapida se hizo un andlisis de correlacidn con los
datos % g. de triptdéfano y lisina en la proteina de 6 materiales ademas utilizando el prome
dio general de la poblacién.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

De éste estudio se obtuvieron los resultados que determinan que la prueba rapida uti-
lizando Ninhidrina 0.2 g. por ciento y acetona para identificar lisina y triptofano en el en-
dospermo de maiz, permite separar granos con diferente escala de calificacidn por intensidad
de coloracidn (véase cuadros 5, 6, 7).

Se observd que entre los materiales evaluados se manifiestan diferencias en intensidad
de coloracidn siendo mayores en granos con genotipo 02 /0o é inferiores en los materiales
normales + /+, maices criollos y los hibridos que se cultivan en el pais (cuadro 5).

Existe relacidn entre los valores de triptéfano y lisina con la intensidad de color en
los génotipos, pero difiere entre materiales es decir los grados de variacién de coloracion ob
servada dentro de genotipos 09 /02 y normales. Los valores de lisina y triptofano con baja -
intensidad de color identifican los genotipos normales, estos fueron inferiores a los obtenidos
con los de mayor coloracidn corresponden a los maices con Opaco-2.

Los resultados indican que la prueba rapida, utilizando ninhidrina y acetona permite
separar facilmente granos con mayor contenido - de lisina y triptéfano, segin la  intensidad
de coloracién en granos que tengan presencia de modificacidén harinoso. Los maices norma-
les mostraron poca o ninguna reaccidén a la Ninhidrina permitiendo tomarlos como referencia,
para determinar bajo contenido de aminoacidos libres en el endospermo; en los granos prove
nientes de poblaciones en los que se incorporé Opaca-2, se encontraron diferentes mfenslda
des de coloracidn en la parte harinoso del endospermo.

Las variedades normales & hibridos sin gen Opaco-2, al efectuar la prueba répida
con ninhidrina y acetona, se comportaron semejantes en presentar una coloracién palida co-
mo se esperaba; la baja cantidad de aminodcidos libres en el endospermo fué la causade que
no se observara cambios de coloracién.

Las muestras fueron separadas en 5 grupos de acuerdo a la escala cualitativa de inten
sidad de coloracién, se efectuaron andlisis cuantitativos al endospermo de estos granos para
determinar triptofano y lisina y proteina total; los valores de los dos aminoécidos  indican
que la intensidad de coloracidn puede ser utilizada como indice de contenido de aminodci-
dos libres y como consecuencia lisina y triptéfano (véase cuadros 6y 7).

Las variedades quetzal Oro amarillo y Blanco que tienen incorporado el gen Opa-
co-2, demuestran que no se puede generalizar el criterio de relacionar los grados de intensi
dad de coloracién en la prueba répida y considerar el contenido de triptéfano y lisina de a-
cuerdo a la agrupacidn segiin la calificacidn cualitativa de los materiales. (véase cuadros
6, 7). Esto demuestra que no se puede indicar con certeza los puntos intermedios debido «a
la variabilidad existente entre las poblaciones en mejoramiento con Opaco-2.

En la comprobacién de los resultados de la prueba rdpida mediante anélisis  quimico
cuantitativo para determinar los contenidos de triptéfano y lisina en la proteina del endosper
mo, la intensidad de color estuvieron asociados a valores de bajo y alto contenido, sin em-
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bargo la clasificacidn hecha, separando cinco grados de intensidad de coloracidén dentro de
los mismos materiales en los puntos intermedios no se pudo demostrar ninguna asociacién (cua
dros: 5, 6, 7). Los resultados indican que los granos no coloreados corresponden efectiva-
mente a maices normales ya que el contenido de triptéfano fué de 0.29 y 0.49% y de lisina
1.41 y 1.79 por ciento. (véase cuadros: 5, 6, 7, 8, 9).

En los granos con endospermo modificado no se observd reaccién de coloracidn en la
porcidn vitrea, en la porcidén harinosa si se logrd identificar la presencia de aminoacidos li-
bres en los genotipos Opaco-2, esta caracteristica facilita la identificacidn de familias en
poblaciones con 09/09 de granos con fenotipo harinoso y modificados.

En el anélisis de varianza de los datos de contenido de triptéfano y lisina se determi-

nd que existen diferencias significativas entre intensidad de coloracién (véase cuadros: 10,
13).

En la comparacidn miltiple de medias se determind diferencias entre los valores de
lectura baja y alta intensidad de coloracidn para triptéfano y lisina no habiéndolas entre pun
tos medios (cuadros: 11, 14).

La comprobacidn de la prueba répida confirma para las muestras de baja y alta inten
sidad de color, el contenido de triptéfano en la proteina se determind valores de 0.36 y 0.81
g. por 100 g. de proteina (véase cuadros: 5, 6y 9).

Los valores en porcentaje de lisina en la proteina del endospermo determind valores
promedio de 1.31 g. en las muestras que tuvieron lecturas de menor intensidad, siendo los va
lores de 2.86 g. por 100 g. de proteina las de mayor coloracién. Se determind entonces, d|
ferencias entre grados de intensidad de coloracidn para lisina (véase cuadro 13).

Se efectuaron andlisis de regresién con los datos promedio de triptéfano y lisina, los
valores estén dispersos y no siguen una tendencia definida (véase gréficas 1y Nos. 2, 3, 4,

5’ 6' 7)'

El andlisis de correlacidn con los valores de triptéfano y lisina determiné que no exis
te un valor de correlacién significativo entre el contenido y la intensidad de coloracién, los
puntos intermedios de una escala de intensidad de coloracidn no indica aumento gradual del
contenido de triptofano y lisina en el material en estudio (gréfices: 1, 2, 3,..........14).
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Cuadro No. 5

Resultados en grados de intensidad de color y % de Triptofano, Lisina y Proteina.

No. Materiales Color Porcentaje Proteina
Triptéfano  Lisina N2 Proteina
1 Quetzal Oro Amarillo 1 0.43 2.24 1.355 8.5
2 0.63 2.68 1.385 8.7
3 0.56 2.14 1.188 7.4
4 0.69 3.23 1.580 10.0
5 0.70 2.86 1.435 9.0
2 Q vetzal Oro Blanco 1 0.43 1.82 1.201 7.5
2 0.50 1.97 1.112 7.0
3 0.53 1.75 1.158 7.2
4 0.54 2.03 1.234 7.7
5 0.68 1.97 1.174 7.3
3 0oE.D.A. Chimaltgo. 76 1 0.54 1.76 1.403 8.8
2 0.59 2.1 1.448 9.0
3 0.62 2.78 1.355 8.5
4 0.74 2.86 1.370 8.6
5 0.87 2.17 1.303 8.1
4 0, ### 71-13 1 0.44 1.59 1.250 7.8
2 0.42 1.65 1.10? 7.0
3 0.74 3.02 1.142 9.0
4 0.72 2.31 1.218 7.6
5 0.84 3.04 1.331 8.3
5 Sintético | x 0, 1 0.48 1.95 1.557 9.7
2 0.46 1.61 1.349 8.4
3 0.62 2:.15 1.410 8.8
4 0.63 2.37 2.010 12.6
5 0.78 1.98 1.337 8.4
6 Guatelan Xela x 09 1 0.42 1.62 1.235 7.7
2 0.50 2.70 1.861 11.6
3 0.44 1.65 1.125 7.0
4 0.51 1.49 1.093 6.8
5 0.74 2.22 1.232 7.7
7 San Marcefio x 09 1 0.45 1.82 1.271 7.9
2 0.60 1.91 1.428 8.9
3 0.48 1.94 1.301 8.1
4 0.75 3.19 1.698 10.6
5 1.06 4.14 1.500 9.4
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Materiales Color  Triptéfano Lisina Ny Proteina

0y ### -9 4 0.74 2.86 1.347 8.4

5 0.87 2.87 1.466 9.2
Criollo Amarillo 1 0.42 1.41 1.554 9.7
Sintético de 6 lineas 1 0.38 1.68 1.709 10.7
San Marcefio 1 0.49 1.51 1.204 7.5
Compuesto Blanco 1 0.39 1.66 0.901 8.1
X-304 A 1 0.29 1.43 1.451 9.1

2 0.44 1.20 1.326 8.3
X-306 B 1 0.39 1.79 1.431 8.9
Barcena 71 [ 0.42 1.64 1.350 8.4
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Cuadro No. 6

TRIPTOFANO EN LA PROTEINA DEL ENDOSPERMO .

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA RAPIDA SEGUN INTENSIDAD DE COLORY % DE

Intensidad de coloracién segin escala en

No.  Material Textura  Color  Genotipo la prueba répida y % de Triptdfano.
1 2 3 4 5

1 Quetzal Oro Amarillo v A 02/09 0.43 0.63 0.56 0.9 0.70
2 Quetzal Oro Blanco v B 02/00  0.43 0.50 0.53 0.54 0.68
3 0yE.D.A. Chimaltenango 76 Y; A 0/0p  0.54 0.59 0.62 0.74  0.87
4 0y ##471-13 H A 0/00  0.44 0.42 0.74 0.72 0.84
5  Sint. 1x09 v A 00/0p 0.8 0.46 0.2 0.63 0.78
6 Guatelan Xela x 09 v A 02/07 0.42 0.50 0.44  0.51 0.74
7  San Marcefio x 02 v A 02/02 0.45 0.60 0.48 0.75 1.06
8 0y ##H-9 H A 04/05 - - —~  0.74 0.87
9  Criollo Amarillo \'% A +/+ 0.42 - - -- -
10 Sintético de 6 lineas \ A +/+ 0.38 -- -— -— --
11 San Marcefio v A +/+ 0.49 - -- - --
12 Compuesto Blanco \% B +/+ 0.39 - -- -- -
13 X-304A v A +/+ 0.29 0.44  -- - -
14 X-3068 Y, A v/ + 0.39  -- - - -
15 Barcena 71 \% A +/+ 0.42 —- - - -
V = Endospermo Vitreo H = Endospermo Harinoso

A = Amarillo B = Blanco
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Cuadro No. 7 RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA RAPIDA SEGUN INTENSIDAD DE COLOR Y % DE
LISINA EN LA PROTEINA DEL ENDOSPERMO .

Intensidad de coloracidn segin escala en

No. Material Textura Color  Genotipo la prueba rapida y % de lisina
1 2 3 4 5
1 Quetzal Oro Amarillo \Y A 05/0, 2.24 2.68 2.14 3.23 2.86
2 Quetzal Oro Blanco " B 09/05 1.82 1.97 1.75 2.03 1.97
3 0y E.D.A. Chimaltenango 76 v A 02/02 1.76 2.1 2.28 2.86 2.17
4 0p HH# 71-13 H A 02/09 1.59  1.65 3.02 2.31  3.04
5  Sint. Ix0y v A 09,/05 1.95  1.61 2.5 2.37 1.9
6 Guatelan Xela x 09 \" A 07/02 1.62 2.70 1.65 1.49 2.22
7  San Marcefio x 0p \ A 02/02 1.82 1.91 1.94 3.19 4.14
8 0y H#-9 H A 09/07 - - —  2.86 2.87
9 Criollo Amarillo \' A +/+ 1.41 - - - -
10 Sintético de 6 lineas \% A +/+ 1.68 - - - -
11 San Marcefio v A +/+ 1.51 -- - - -
12 Compuesto Blanco \' B +/+ 1.66 -- -- -- -
13 X=-304 A v A +/+ 1.43 1.20 - - -
14 X -3068B v A +/+ 1.79 - - - -
15 Barcena 71 \' A +/+ 1.64 - - -- -
V = Endospermo Vitreo H = Endospermo harinoso
A = Amarillo B = Blanco



Cuadro No. 8

Andlisis de Varianza de los datos de g de Triptdfano por 100 g de proteina en 15
variedades de maiz

Fuente de variacidn Gl S.C. CM F F tab.
Entre variedades 14 0.126 0.009 3.6 -~ 2.74
Dentro de variedades 30 0.074 0.0025

Total 44 0.200
C.V. - 8.66

- = =~ significativo al 1%

Cuadro No. 9

Contenido promedio g de Triptéfano por 100 g de proteina

Rango Variedad g de Triptéfano por 100 g de proteina
1 0p ### -9 0.81
2 02 E.D.A. Chimaltenango 76 0.67
3 San Marcefio x 02 0.67
4 0o ### 71-13 0.63
5 Quetzal Oro Amarillo 0.60
6 Sint. 1 x 02 0.59
7 Q uetzal Oro Blanco 0.54
8 Guatelan Xela x 09 0.52
9 San Marcefio 0.49

10 Criollo Amarillo 0.42
1 Barcena 71 0.42
12 Compuesto Blanco 0.39
13 X - 3068 0.39
14 Sintético de 6 lineas 0.38
15 X =304 A 0.36
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Cuadro No. 10

Anglisis de Varianza de los datos de 5 grados de intensidad de coloracion pore
determinar Triptofano.

Fuente de Variacion G.L. S.C. C.M. F F Tab.
Entre grados de calific. 4 0.165 0.041 47.1 3.88 =~
Dentro de calificacidn 40 0.035 0.0087

Total: 44 0.020

- - Significativo al 1%
CV-50%

Cuadro No. 11

Promedio de los grados de intensidad de coloracién

Rango Calificacién de intensidad % g de Triptofano promedio.
1 5 E 0.82
2 4D 0.66
3 3 C 0.57
4 2B 0.52
5 1 A 0.43

Cuadro No. 12

Anélisis de Varianza de los datos de g de Lisina por 100 g de proteina en 15
variedades de maiz.

Fuente de Variacidn GL S.C. C. M. F F Tab.
Entre variedades 14 7.15 0.51 2.74 Ns
Dentro de variedades 30 8.675 0.29

Total: 44 15.825
Ns = No significativo

Cc.v 14.66 %
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Cuadro No. 13

Andlisis de varianza de los datos de 5 grados de intensidad de coloracién pora
determinar Lisina.

Fuente de variacion G.L S.C. C.M. F F Tab.
Entre grados de calific. 4 5.82 1.46 5.84 ** 3.83
Dentro de calificacién 40 9.97 0.25

Total: 44 15.79
** = Significativo al 1%

C.V.= 13.61 %

Cuadro No. 14

Promedio de los grados de intensidad de coloracidn para determinar Lisina.

Rango Calificacidn de intensidad % g de Lisina
Promedio
1 5 E 2.66
2 4 D 2.47
3 3C 2.09
4 2B 1.98
5 1 A 1.71
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Este estudio permite sugerir las siguientes conclusiones y recomendaciones que pueden

servir para futuras investigaciones en el mejoramiento de la calidad de proteina del maiz.

o) Hipbtesis |

El método de ninhidrina y acetona es efectivo para seleccionar granos individuales de
maiz, con superior calidad de proteina y para separar genotipos Opaces y normales -
sean estos harinosos o vitreos modificados; la prueba répida identifica a los genoti-
pos 02/02 harinosos o modificados de los granos de aspecto normales.

La prueba répida con ninhidrina y acetona, utiliza un pedazo del endospermo no des
truyendo el grano, facilitando la identificacidn de granos individuales de calidad de
proteina superior, pudiéndose sembrar posteriormente para continuar los trabaj jos de
fitomejoramiento.

Es practico y econdmico para los propdsitos iniciales de un programa de mejoramiento
proteico de maiz, permite un volumen grande de anélisis.

No requiere personal especializado.

b) Hipdtesis Il

Se determind un gradiente en la intensidad de coloracién dentro de las  poblaciones
Opaco-2, sin embargo no se establecié asociacién con el contenido de triptéfano y
lisina en los grados intermedios por lo que es aplicable solamente para identificar va
lores bajos y superiores de calidad de proteina.

La porcion harinosa de los fenotipos modificados permite la seleccién en poblacién de
fenotipo modificado 09/07 mediante la prueba répida.

El endospermo vitreo no reacciona con la ninhidrina, obstaculiza la reaccién y no se
tiene cambio de coloracidn esto confirma los resultados obtenidos en el estudio efec~
tuado por B. Vasauez,, et al 1974 (39).

Los valores de triptéfano y lisina encontrados al realizar anélisis cuantitativos de los
materiales en estudio, demostraron que existe variabilidad de estos valores dependien
do del origen del material por lo que su comportamiento no fue semejante .

Se requiere siempre para determinaciones precisas de los andlisis complejos de amino
acidos para materiales avanzados .
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacidn de este método a los fitomejoradores de maiz, interesa~
dos en el mejoramiento protéico, por las siguientes razones:

a) Pueden analizarse 2,000 granos (fenotipos) diariamente.
b) Identifica los genotipos 05/0, harinoso o modificados de los normales

c)  Es préctico y econdmico, es de utilidad en el tamizado de gran cantidad de ma
terial en los primeros ciclos de un programa de mejoramiento protéico.

Esta metodologia no reemplaza los analisis avanzados cuantitativos.

Se