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SINOPSIS

El maiz en Guatemala presenta altos niveles de contaminacién por diversos hongos,
entre ellos Fusarium y Aspergillus. Estos producen toxinas, fumonisinas y aflatoxinas las
cuales son dafinas para la salud. El objetivo de esta investigacion fue optimizar los
métodos para analizar la diversidad genética de las variedades de maiz guatemalteco
respecto a su resistencia a Fusarium spp. Se implementaron pruebas moleculares para
identificar la presencia de polimorfismos de Unico nucledtido en tres loci diferentes del
genoma de maiz, previamente asociados a resistencia al hongo. Se evalué una metodologia
adecuada para la extraccion de ADN de semillas y de hojas, se disefiaron iniciadores para
las regiones con el SNP (polimorfismos de Unico nucledtido) de interés y por Ultimo se
optimizaron las condiciones correctas para amplificar muestras de hojas de maiz. Como
conclusién dos de los juegos de iniciadores (8481-2 y 8475-6) disefiados amplificaron
ADN de hojas de maiz, mostrando diferencia de alelos en maiz de Guatemala. Esto seria el
primer paso para determinar las variedades autoctonas de Guatemala con potencial de
resistencia a este hongo para usarlo como estrategia para disminuir la infeccion del maiz
con Fusarium y fumonisinas en Guatemala.



I. INTRODUCCION

Los hongos son los principales causantes de pérdidas de cultivos alimenticios. La
especie Fusarium verticillioides se encuentra frecuentemente en el maiz siendo el hongo
principal que afecta la produccion del mismo en todo el mundo. Estos hongos son capaces
de causar enfermedades en la plantula, putrefaccién de la raiz y del tallo, pudricién de la

mazorca, también puede afectar el grano almacenado (Munkvold y Desjardins, 1997).

El hongo Fusarium produce fumonisinas, las cuales se han relacionado con la
inactivacion de la enzima ceramida sintasa en la sintesis de esfingolipidos. La Fumonisina
B1 ha sido identificada como posible cancerigeno en humanos, ademés de ser uno de los
posibles causantes de defectos de nacimiento del tubo neural (Marasas et al., 2004)(Jackson
y Jablonski, 2004).

El objetivo de este estudio consiste en optimizar los métodos para analizar la diversidad
genética de las variedades de maiz guatemalteco respecto a regiones génicas asociadas a
resistencia a Fusarium spp. De esta forma se buscan estrategias para el control de Fusarium
y fumonisinas en el consumo y cultivo de maiz en Guatemala mediante la seleccion de

variedades con potencial resistencia.



Il. OBJETIVOS

A. Objetivo general:

Optimizar métodos de extraccion y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) para analizar variedades de maiz autdctonas de Guatemala respecto a
polimorfismos de un nucledtido, (SNP, por sus siglas en inglés) que se han asociado con

resistencia a Fusarium.

B. Objetivos especificos:

1. Disefiar iniciadores especfficos para tres SNP asociados a resistencia a Fusarium
spp. en maiz.

2. Estandarizar pruebas moleculares para la deteccion de tres SNP en hojas y

semillas de maiz por medio de PCR punto final.

3. Realizar pruebas moleculares que permitan caracterizar polimorfismos en los

marcadores seleccionados, en variedades de maiz autdctonas de Guatemala.



I11. JUSTIFICACION

La contaminacion del maiz por Fusarium spp. es un problema de gran relevancia al ser
este uno de los principales granos cosechados a nivel mundial. Las fumonisinas se han
asociado como posibles causantes de defectos del tubo neural y como posibles cancerigenos
en humanos (Marasas, 2004). Estas son producidas por Fusarium spp., un hongo que esta
catalogado como uno de los principales contaminantes de cultivo de maiz. No se han
encontrado estrategias Optimas para controlar este hongo, lo cual es un problema que afecta
a los guatemaltecos ya que para la mayoria su dieta se basa principalmente en maiz y sus
derivados. Las fumonisinas afectan principalmente poblaciones wulnerables ya que estas
cultivan su propio maiz, y su consumo se duplica mientras sus ingresos econémicos
disminuyen (Torres, et al. 2007), la falta de ingresos interfiere con los cuidados post-
cosecha lo cual puede aumentar la presencia de insectos que dafia el maiz y aumento en la
produccion de toxinas. Este proyecto consiste en la optimizacién de métodos de extraccion
de ADN de hojas y semillas de maiz de Sololda donadas por la Dra. Silvana Masselli, y
Huehuetenango donadas por Lic. Victor Jiménez. Ademas de optimizar un PCR para
analizar cultivos autéctonos con polimorfismos de Unico nucledtido relacionado a la
resistencia a Fusarium, lo cual permitird generar informacion y estrategias de mejoramiento
genético para agricultores e investigadores para disminuir Fusarium y las fumonisimas en

los cultivos guatemaltecos.



IV. MARCO TEORICO

A. Uso de maiz en Guatemala

El maiz se ha considerado uno de los granos de alta importancia en Guatemala desde
que se convirtio6 en el principal sustento entre las culturas de origen maya, este cultivo
incluso es descrito en el Popol Vuh, libro sagrado de los K’ich’s escrito en los anos 1700.
En el afio 2014, el MAGA (Ministerio de agricultura, ganaderia y alimentacion) reportd una
cosecha entre 38-40 millones de quintales de maiz en el territorio guatemalteco. Sin
embargo, esta no cubrid las necesidades de la poblacion ya que parte del cultivo se ve
afectada negativamente por el clima y contaminantes. ElI consumo per capita de maiz al
afio es de 114kg, este puede variar, mientras menor es el ingreso econdmico mayor es su

consumo (Roberto y Lopez, 2002).

1. Origen y variedades. El cultivo de maiz se reportd por primera vez cuando Cristobal
Coldn lo vio en Cuba en 1492. En diversos estudios se ha planteado que Mesoamérica es el
origen del maiz, entre los afios 8,000-600 A.C. Segin McBryde y colegas en 1945,
plantearon que en el occidente de Guatemala surgieron las variedades de maiz empleadas
en Centroamérica, Norteamérica, partes bajas de Suramérica y en ciertas regiones del
occidente. Se han identificado 13 razas y 12 sub-razas en Guatemala (FAO e IPGRI,
2001).

Han surgido diversas teorias sobre el origen del maiz, la primera consiste en maiz
silvestre, la segunda en teocintle silvestre y la tercera en un antepasado desconocido.
Conforme avanzan los estudios se ha cambiado la postura cientifica mas fuerte hacia dichas
teorias (Acosta, 2009).



Actualmente existen varias investigaciones respecto al tema, sin embargo México es
quien se conoce como el centro principal de la diversidad genética del maiz. En México se
han encontrado 50 razas, siete son homdlogas en Guatemala, seis en Colombia, cinco en
Per( y dos en Brasil (Acosta, 2009). El genoma del maiz B73, la variedad mas comdn en
Estados Unidos, fue secuenciado en 2009 este es muy complejo ya que posee mas de 32mil
genes y 10 cromosomas, es importante mencionar que casi el 85% del genoma esta

compuesto por elementos de transposicion (Schnable, et al., 2009).

Cuadro 1. Clasificacion botanica de maiz.

Reino Plantae
Divisién Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Subclase Monocotiledoneae
Grupo Glumiflora
Orden Poales
Familia Poaceae
Subfamilia Panicodeae
Tribu Maydeae
Género Zea
Especie Zea mays

(Acosta, 2009) (ITIS, 2016)




2. Importancia social. EI maiz es uno de los granos méas antiguos conocidos por el ser
humano, su importancia radica en el consumo para humanos y animales. El 64% de la
produccion mundial es destinada para el alimento en animales y el 19% es destinado para la
alimentacion humana, ademas este grano puede ser usado como material en la produccion
de bioetanol (Kim, 2004). EIl consumo de altas cantidades de maiz se ve reflejado con el
poder adquisitivo de las comunidades, este al ser menor mayor es el consumo de maiz. Las
pérdidas globales pueden llegar a ser del 5% anualmente, sin embargo en la region
Centroamericana las pérdidas son de 9% (Kim, 2004). Las principales causas de las
pérdidas econdmicas en productos alimenticios se dan por; la pérdida de rendimiento de
cultivos por enfermedades causadas por hongos, contaminacién de micotoxinas en cultivos
y en produccién de animales y por dltimo, costos en la salud humana (Schmale y
Munkvold, 2014). Varias especies de hongos patogénicos producen micotoxinas, como las
alflatoxinas y fumonisinas. Las micotoxinas causan enfermedades humanas, por lo cual la
contaminacion por hongos patogénicos del maiz tiene una alta importancia a nivel

econémico y social en Guatemala (Torres, et al. 2015).

B. Industria de maiz

En el afio 1999, la FAO reporta que el cultivo de maiz global abarca més de 140
millones de hectéreas siendo este cultivado en 66 diversos paises. En el afio 2002 algunos
reportes indican que Guatemala tuvo un rendimiento de 1.77t/ha (toneladas por hectarea) la
cual no aumentd significativamente en la produccion 2013/2014 como se puede observar en
la Figura 1, Guatemala tuvo una produccion de 1.0-10MMT (miles de millones de
toneladas) . La demanda del maiz ha aumentado mundialmente, de esta forma su precio se

ha ido triplicando en los Gltimos afios (Roberto y Lépez, 2002).



Figura 1. Produccion mundial de maiz 2013/2014
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C. Contaminacion fangica del maiz

Los hongos son de los principales contaminantes en la industria de alimentos, esto se
debe a sus diversos reservorios y la adaptacion de esporas para poder diseminarse en el aire
(Valdes, 2007). Se han reportado pérdidas de 14-80% en cultivo de maiz debido a
contaminacion de diferentes hongos. Entre los principales organismos que pueden llegar a
ocasionar estas perdidas economicas son Fusarium spp., Diplodia spp, Gibellera spp,

Aspergillus spp. (Torre-Hernandez et al., 2014).




D. Fusarium

1. Caracteristicas biologicas. EIl género Fusarium es un género anamorfico (asexual), el
cual es clasificado como un Ascomiceto del orden Hypocreales (Guarro, 2011). Este es un
tipo de hongo que presenta diferentes formas de reproduccion lo cual ha causado
dificultades en su clasificacion taxonomica (Guarro, 2011). Su clasificacion taxondémica ha
sido problematica debido a la presencia de una fase sexual, la cual es llamada teleomorfo o
Gibberella moniliformis (Torre-hernandez et al., 2014). Como propuesta a la solucion de
este problema, el investigador O’Donell y sus colaboradores establecieron una

nomenclatura basada en la secuenciacion de 3 genes: EF-14, RPB1 y RPB2.

En la Figura 2 se muestra el ciclo de vida e infeccion de Fusarium spp. en cultivos. El
grano al ser cosechado posee micotoxinas la cuales incrementan en la etapa de
almacenamiento. En la planta madura, los conidios pueden dispersar al hongo en las plantas
y en el suelo del cultivo. En el suelo y residuos del cultivo se forman peritecios que
sobreviven al clima frio, este al madurar dispersa esporas y coloniza flores, semillas y tallos
(Robson, 2015).



Figura 2. Ciclo de vida e infeccion de Fusarium spp. en cultivos
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2. Patogénesis por infeccion de Fusarium. La especie Fusarium verticillioides se
encuentra frecuentemente en el maiz, siendo el hongo principal que afecta la produccion del
mismo en todo el mundo. Estos hongos son capaces de causar enfermedades en la plantula,
putrefaccion de la raiz y del tallo, pudricion de la mazorca, también puede afectar el grano
almacenado (Munkvold y Desjardins, 1997).

Este hongo infecta diferentes tejidos de Zea mays, causando descomposicion en tejidos
como raiz, tallo y mazorca. El hongo cuenta con diferentes estrategias de infeccion; una de
ellas es la infeccion sistémica de plantulas, esto sucede desde que la semilla entra en

proceso de germinacion, el hongo es capaz de ingresar al tejido epidérmico de la raiz tres
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dias después. Otro método es por medio del estigma, cuando las conidias llegan al estigma

por medio de lluvia o de vectores, como el gusano elotero (Torre-Hernandez et al., 2014).
Los cultivos de maiz infectados por Fusarium, pueden presentar sintomas como

pudricion en raiz, tallo y mazorcas. Ademas de mostrar el crecimiento del micelio en las

mazorcas de forma blanca como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Sintomas de mazorcas de maiz infectadas con Fusarium moniliforme

(Munkvold y Desjardins, 1997)
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a. Toxinas de Fusarium. La especie Fusarium puede producir diversas micotoxinas,
entre ellas &cido fusérico, fusarina C, naftoquinonas, moniliformina y fumonisinas. Las
fumonisinas fueron descritas en 1988 por Gelderblom y comparieros, debido a sus estudios
para determinar el agente causante de la leucoencefalomalacia equina. Las fumonisinas son
la clase mas numerosa de micotoxinas que contaminan principalmente al maiz y son
producidas mayormente por F. moniliforme y F. proliferatum, durante el cultivo y
almacenamiento de este grano (Torres y LoOpez, 2010). Hay mas de 60 moléculas
relacionadas con la fumonisina, pero el mas grande son las pertenecientes al grupo B
(Torre-herndndez et al., 2014).

En la Figura 4, se muestra la estructura quimica de las fumonisinas B, se basa en un
esqueleto de 20 carbonos lineales, las variedades pueden diferir por la presencia o ausencia
de grupos hidroxilo en C-5 y C-10. Entre estas, la B1 es la mas abundante, por lo tanto ha
sido ampliamente estudiada. Diversos estudios muestran la asociacion de fumonisinas con
toxicidad y carcinogénicidad en ratas, lesiones necrdticas en el cerebro, carcinomas, edema
pulmonar  porcino, hepatotdxicidad, hepatocarcinomas y efectos inmunosupresivos
(Haschek, et al., 1992; Osweiler, et al. 1992; Gelderblom, et al., 1991). Estos estudios
revelan el efecto negativo de micotoxinas de Fusarium en caballos, mulas, gallinas, cerdos,

ratas, conejos y ovejas (Munkvold y Desjardins, 1997; Segvic y Pepeljnak, 2001).
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Figura 4. Estructura de Fumonisinas pertenecientes al grupo B
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(Torre-Herndndez, etal., 2014)

b. Fumonisinas y salud humana. Las fumonisinas tienen un mecanismo el cual
consiste en la inactivacion de la enzima ceramida sintasa en la sintesis de esfingolipidos.
Los esfingolipidos son unidades estructurales de alta importancia en la membrana y en
diversas funciones celulares. La inhibicion de la enzima provoca la acumulacion
intracelular de esfinganina. Este aumento de concentracion puede causar crecimiento
anormal celular y citotoxicidad (Riley, et al. 1996). La inhibicion es causada por la
similitud estructural de las fumonisinas con co-sustratos de la enzima. La acumulacion de

esfinganina se ha usado como un biomarcador a la exposicidbn de estas micotoxinas
(Marasas, 2004).

La Fumonisina Bl ha sido identificada como posible cancerigeno en humanos,
ademas de ser uno de los posibles causantes de defectos de nacimiento del tubo neural
(Marasas et al., 2004)(Jackson y Jablonski, 2004). En un estudio realizado en ratones el
79% de los fetos presentaban defectos en el tubo neural cuando las madres fueron
administradas con Fbl durante el periodo de gestacion (Gelineau-Van et al., 2005). Es

importante resaltar que el consumo de maiz contaminado con Fumonisisnas esta
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relacionado epidemioldgicamente con céancer de eséfago en el Sur de Africa y China
(Madania, et al. 2013). En Guatemala las poblaciones susceptibles son aquellas que poseen
una dieta alta en maiz y sus derivados (O. A. Torres et al., 2007).

E. Epidemiologia en Guatemala

Guatemala es un pais en el cual el componente principal de la dieta consiste en maiz
y tortillas. Por lo tanto, la ingesta de fumonisinas puede incrementar, esto se ha visto
relacionado con la alta incidencia de defecto de tubo neural en Guatemala, la cual es de 6 a
10 veces mayor que en el promedio mundial (Gelineau-Van, 2009; Marasas, 2004).

Un problema de gran importancia en Guatemala es la ingesta de no solo
fumonisinas sino aflatoxinas. La Fbl puede llegar a modular los efectos hepatotoxicos y
hepato-cancerigenos en AFBL (Torres et al., 2015). Se han realizado estudios en donde se
da estos efectos hepato-cancerigenos por la ingesta de ambas toxinas en ratas de
laboratorio. Estos estudios son importantes para llevarlos a cabo ya que Guatemala posee la
mayor incidencia y segunda prevalencia en carcinoma hepato-celular humano en hombres
(Torres et al., 2015).

Diversos estudios se estan realizando mundialmente ya que el maiz al ser uno de los
principales granos cosechados para consumo humano Yy animal al estar contaminado
produce pérdidas econdémicas muy elevadas. En la Figura 4 se muestra un mapa de
Guatemala indicado con la media de aflatoxinas (ug/kg) y fumonisinas (mg/kg) por
departamento realizado por Torres y sus colegas en el afio 2015. El mapa muestra en color
amarillo los departamentos que no producen suficiente maiz para el consumo interno, como
es el caso de Huehuetenango y Solola. Por otro lado, en color verde estan indicados los
departamentos que tienen suficiente maiz para el consumo interno y distribucion a otras
areas geograficas. La Figura 5 indica que hay mas fumonisinas en tierras bajas, esto tiene

relacion con las condiciones ambientales ya que en esta region la temperatura es mas alta
con mayor humedad, propiciando las condiciones de crecimiento de hongos.
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Figura 5. Mapa de Guatemala con la concentracion media de Aflatoxinas y
Fumonisinas nor denartamento
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(Torres, 2015)

F. Resistencia de maiz a Fusarium

En el afio 2013 Zila y colaboradores realizaron un estudio en el cual se deseaba
encontrar la presencia de SNPs (polimorfismo de Unico nucle6tido o como sus siglas en
inglés, single nucleotide polymorphism) asociado a la resistencia a Fusarium. Un
polimorfismo de unico nucledtido sirve como marcador molecular para realizar diversos
estudios en el area de biologia molecular. Estos se definen como el cambio de una base en
la secuencia de ADN la cual estd presente en al menos 1% de la poblacion estudiada. Los
polimorfismos de Unicos nucledtidos se pueden estudiar por secuenciacion, PCR, SSCP
(polimorfismo de conformacion de Unica hebra), entre otras (Gasser, et al. 2007).

El estudio realizado por Zila y sus colaboradores fue de asociacién de todo el genoma
usando 279 lineas con genotipos conocidos en dos ambientes, Carolina del Norte, Estados
Unidos y Galicia, Espafia. Las plantas fueron inoculadas con Fusarium verticilloides, las
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cuales fueron posteriormente clasificadas por los sintomas encontrados. Los resultados de
los andlisis de asociacion fueron estimados para cada subpoblacion usando la frecuencia de

alelos que reduce la enfermedad en maiz con la presencia de ciertos SNPs.

El Cuadro 2 muestra los polimorfismos publicados por Zila los cuales se han asociado a
la resistencia a Fusarium. EI SNP ubicado en el cromosoma 1 se encuentra en una region
codificante con funcion desconocida. En el caso del SNP del cromosoma 5 se encuentra
mas cercano a un gen HSP60, el cual tiene niveles de expresidbn mayores cuando se
desarrolla el endospermo después de 12 dias de la floracion, HSP60 son proteinas
chaperonas que se encargan del plegamiento proteinico en mitocondria y cloroplastos
cuando la planta esto bajo estrés. EI SNP del cromosoma 9 esta en la region codificante de
un gen de la familia de celulosa sintasa, su expresién aumenta en el endospermo durante el
desarrollo de la semilla después de 20-24 dias de la floracion. Los genes de esta familia
codifican para polisacaridos que se encuentran en la matriz de la pared celular. Es posible
que estos polisacaridos tengan un papel importante en la muerte celular programada
relacionada con interacciones patdgeno-hospedero. Por lo que la estructura de la pared
celular y la muerte programada pueden tener un rol importante en la resistencia hacia una
enfermedad.

Cuadro 2. Polimorfismo de Unico nucleétido asociado a resistencia a Fusarium.

SNP Cromosoma Posicion, pb Alelo Funcion
1 1 63,540,590 A Desconocida (Cerca de HSP60)
2 5 30,997,717 G Desconocida (Cerca de HSP60)
3 9 151,295,233 A Familia celulosa sintasa

*HSP60= Proteina de 60kDa de choque térmico
(Zila, et al., 2013)
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En el afio 2014, Zila y colaboradores realizaron un estudio de asociacion de
genomas en lineas puras en plantas de Estados Unidos y se encontraron 7 SNPs asociados a
la resistencia de F. verticilloides. Ninguno de estos polimorfismos son los mismos
reportados el articulo de Zila 2013. Los SNPs fueron encontrados en el cromosoma 5, 9 y
cinco en el cromosoma 4. La asociacion mas cercana entre ambos estudios es el SNP
encontrado en el cromosoma 5 que se encuentra en el mismo grupo gendmico pero con una
distancia fisica de 34Mpb. La importancia de este tipo de estudios radica en realizar lineas
de mejoramiento de variedades de maiz con la presencia de estos polimorfismos.
Actualmente se conoce muy poco sobre los genes involucrados en la resistencia a la

infeccion del maiz por Fusarium spp.,

El hongo Fusarium adn no ha podido ser totalmente controlado por fungicidas,
diversas técnicas de cultivo ni existe una variedad totalmente resistente al hongo (Yates, et
al. 2003). El control del hongo por medio de reactivos quimicos o técnicas agrondmicas
modernas pueden elevar el costo de produccion y no resultan totalmente efectivas (Yates, et
al., 2003). Se han realizado estudios para alcanzar una variedad genética resistente, pero un
factor limitante es el efecto del medio ambiente sobre el crecimiento del maiz y de

Fusarium.

Diversos estudios se han realizado con poblaciones biparentales para encontrar loci de
rasgos cuantitativos (QTL o como sus siglas en inglés, quantitive trait loci) pero estos no
tienen efectos de resistencia significativos ni son consistentes entre poblaciones. La
realizacion de méas estudios sobre mejoramientos de lineas genéticas pueden conllevar a un
QTL consistente entre varias poblaciones para la resistencia de Fusarium y el control de la

concentracion de fumonisinas en el maiz (Lanubile, et al. 2014).
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G. Meétodos moleculares

1. Extraccion ADN. La extraccién de ADN (&cido desoxirribonucleico) es un paso
critico en investigaciones de biologia molecular. La extraccion de &cidos nucleicos en
diferentes organismos, requiere de diferentes cuidados. En el caso de trabajar con plantas se
debe tener cuidado en el proceso de la lisis celular, por la presencia de pared celular se
deben usar detergentes fuertes. Cabe mencionar que se debe tener una buena purificacion,

ya que las plantas almacenan sales en su tejido (Falcon y Valera, 2007).

El procedimiento usualmente empleado en una extraccion es el relatado por Doyle y
Doyle en 1990. Este ha demostrado brindar en diferentes estudios altas concentraciones de
ADN integro. Sin embargo, al trabajar con reactivos como solucion amortiguadora de
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio, conocido como CTAB, sarcosil, cloroformo, resulta
siendo un procedimiento mas caro y dafiino para la salud del investigador y para el medio
ambiente. Por lo tanto para esta investigacion, se utilizard la extraccion de Edwards et al.
(1991).

La extraccion seleccionada ha sido utilizada exitosamente en sinfin de ocasiones,
como se evidencia por la cantidad de veces que el articulo original ha sido citado (mas de
2200 veces en abril del 2016). La simplicidad y eficiencia de este protocolo lo hace idoneo
para reducir costos en cuanto a kits comerciales de extraccion se refiere. Una de las virtudes
mas grandes de este protocolo es la manera de muestrear el tejido vegetal para la

extraccion.

Para el muestreo, el protocolo utiliza un tubo Eppendorf estéril de 1.5mL, con el
cual se masca el tejido vegetal (generalmente una hoja previamente desinfectada). Esto
garantiza que todas las muestras de tejido seran del mismo tamafio. A su vez, este tipo de

muestreo también reduce la posibilidad de contaminacién con utensilios como tijeras,
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cuchillos, guantes o manos, en que se podria incurrir con facilidad al manipular la muestra

de otra manera.

La extraccion en si depende mayoritariamente de la solucion amortiguadora de
extraccion que se utiliza. Este contiene concentraciones de Tris-HCI, EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) y SDS (dodecilsulfato sodico). Estos tres agentes son
primordiales para la correcta extraccion del material genético. El primero de ellos, Tris-
HCI, funciona como tamponador para que el pH sea Optimo para la extraccion y tambien
ayuda a permeabilizar las membranas exteriores de la célula al interactuar con los
lipopolisacaridos externos. Esta interaccidn se potencializa con la presencia de EDTA,
puesto que éste funcionard como un agente quelante de iones metalicos, tales como Ca?*

accion gue desestabilizara la célula adn mas, liberando los contenidos interiores.

El detergente SDS se usa para terminar de permeabilizar las membranas celulares,
liberando los contenidos intracelulares. Finalmente, el dtimo elemento de esta solucion es
NaCl, el cual funciona como un agente que cargard negativamente el ADN, permitiendo
que las moléculas de ADN se agreguen, haciendo mas exitosa la extraccion. Tras esto, una
serie de centrifugaciones y purificaciones con isopropanol para precipitar el ADN de la
muestra son necesarios para finalizar la extraccion (Maniantis, 1982). Si la extraccion es

exitosa, el ADN gendmico obtenido es estable a 4°C por més de un afio.

a. Verificacion extraccion. La verificacion del éxito o no de una extraccion es clave
en un protocolo como el que se presenta aqui, puesto que determina si se puede avanzar el
mismo, 0 no. También, esta verificacion permite realizar calculos acerca de cuanto ADN

solubilizado utilizar en PCRs posteriores.
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La verificacion inicia con la realizacion de un gel de integridad. Este consiste en un
gel de agarosa 1% tefiido con Gel Red. A este gel se le agregan 3ul. de ADN y 1uL de
amortiguador de corrida. El propdsito de este gel es observar bandas integras. En este gel
también se puede saber si el ADN tiene muchas impurezas, que se verdn como barridos.
Estas marcas pueden indicar que el ADN extraido ha sido digerido por ADNasas que no

fueron inactivadas en la extraccion.

Si el gel de integridad muestra bandas claras y del tamafio esperado, es prudente
proceder con una lectura de pureza en espectrofotometria UV. Para esta segunda
corroboracion se utilizar4 un biofotometro que lee en ondas de 260nm, 280nm y 320nm. La
razon entre estas lecturas (260/280) dictan un coeficiente de contaminacion por proteinas
(en su mayoria aminoacidos aromaticos) en la muestra. El rango de pureza para una

muestra adecuada es de 1.7-2.0 (Promega, 2016). La ecuacion para determinar la pureza es:

Pureza ADN (A260/A280) = (A260 — A320) + (A280 — A320)

Estas lecturas en UV también permiten cuantificar el ADN obtenido en la

extraccion. Para poder realizar este célculo, se usa la ecuacion:

ADN(ug/mL) = (A260 — A320) * factor de diluciéon * 50pg/mL

Tomando en cuenta la relacion para Azeo=1, y con un paso de luz = 10 mm la
concentracion para ADN es de 50pg/mL (Promega, 2016). Se puede usar la anterior
ecuacion para calcular la cantidad de ADN con el que se cuenta. Este célculo, tomando en
cuenta las estimaciones de pureza, se puede usar para calcular la cantidad de ADN

necesario como plantilla inicial en una PCR.
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2. Reaccion en cadena de la polimerasa PCR. La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) es una técnica empleada para amplificar una regién de interés de una muestra de
ADN. Esta reaccion se da en tres etapas principales; desnaturalizacion (separacion de las
hebras de ADN a 95°C), anillamiento (union de los iniciadores para indicar la seccion de
interés se da en el rango de temperatura de 55-70°C) y extension, en este Ultimo paso la
polimerasa inserta los nucledtidos formando el molde y elongando la region blanco
(Cortazar y Silva, 2004). Todo este proceso es posible por la alta tolerancia de la taqg

polimerasa a alta temperatura.

Para poder llevar a cabo un PCR de forma exitosa se debe emplear un “master mix”. El
master mix se compone de: dNTPS (nucledtidos fosforilados), Taq polimerasa, buffer o
solucion amortiguadora o tamponador, primers o iniciadores y aditivos. La Taqg polimerasa
es una enzima aislada de una bacteria Thermus aquaticus, esta es la encargada de
polimerizar los dNTPS a nuestra muestra de ADN. Los iniciadores son uno de los
componentes principales en el PCR, estos son los cebadores que se unen a la regién de
interés y le indican a la polimerasa donde debe actuar. El uso inadecuado de iniciadores
puede llevar a formar hairpins, homodimeros y heterodimeros. Esto implica que los

iniciadores actlan sobre ellos mismos y no con la plantilla de ADN (Gilbert, 2005).

Para poder observar y analizar los resultados de un PCR se emplea la técnica de
electroforesis. Esta es una técnica empleada en la separacion de moléculas usando un
campo eléctrico. Esto depende de la carga y de la masa de la molécula. Cabe
mencionar que las moléculas méas pequefias migran mas rapido. En la electroforesis (Lodis,
et al. 2005). En el gel se emplean escaleras, estas son marcadores que poseen fragmentos de
ADN con tamafios conocidos, esto permite comparar la escalera con las bandas obtenidas
con la muestra experimental. Los tamafios que pueden poseer estas escaleras para PCR son
de 100pb a 10kb (Novegem, 2008). Para observar las bandas en una electroforesis, se puede
emplear el reactivo de GelRed. Este es un colorante seguro para el medio ambiente, ademéas

es muy sensible y puede tefiir acidos nucléicos (GENEON, 2013).
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3. Secuenciacion de Sanger. La secuenciacion de Sanger también conocida como
terminadores en cadena, se basa en la capacidad de la polimerasa de unir dideoxy-
nucleotidos, estos se caracterizan por no tener el grupo 3’-hydroxilo el cual es importante
en la formacién del enlace fosfodiéster. De esta forma estos nucledtidos actian como
terminadores en la reaccién en cada paso de la extension de la cadena. Cada dideoxy-
nucledtidos (A, C, G o T) estdn marcados con fluoréforos especificos de esta forma el
equipo puede medir la emision de cada uno. La lectura se realiza por electroforesis capilar,
en la cual se aplica un campo eléctrico para la migracion de fragmentos, la velocidad en
gue salen los productos depende del tamafio del mismo, de esta forma se puede tener
resolucion de productos de una sola base (Applied Biosystems, 2009). En la Figura 7 se

muestra como cada nucledtido estd marcado y esto se ve reflejado en el tamafio de cada

producto.
Figura 7. Principio de ciclo-secuenciaciéon
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(Applied Biosystems, 2009)



V. METODOLOGIA

La metodologia de este estudio consistio en una parte de bioinformatica en el cual
se disefiaron iniciadores para detectar polimorfismos Unicos de nucledtido asociados a la
resistencia de Fusarium spp. La segunda parte consistid en la optimizacion de extraccion y
PCR para el andlisis de polimorfismos de Unico nucledtido. Para esto se trabajaron dos
matrices, una consiste en 53 muestras de hojas de maiz provenientes de diferentes cultivos
de Solola, Guatemala donadas por Dra. Masselli (UVG), usados en estudios de germinacion
y la otra consiste en 118 muestras de semillas obtenidas del departamento de
Huehuetenango, donadas por el Lic. Jiménez (UVG), para el Mega-proyecto “Analisis y
propuesta de mejora del manejo post cosecha de maiz (Zea mays) para la reduccion de
aflatoxinas y fumonisinas en el maiz cultivado y consumido en el Departamento de
Huehuetenango, Guatemala 2015-2016".

A. Procedimiento

1. Disefio de iniciadores
e Se selecciond las secuencias de donde estan ubicados los SNPs asociados a

polimorfismos de Unico nucledtido, segun estudio de (Zila et al., 2013).
Usando base de datos del genoma B73 disponible en la péagina siguiente:
maizegdb.org

e Se usO el programa Primer3 para disefiar 6 parejas de iniciadores, dos para
cada polimorfismo que identifiquen las marcas moleculares. Estas se usaron

para llevar a cabo el PCR punto final.

e Se verificd la amplificacion de ADN utilizando cada uno de los iniciadores
previamente disefiados mediante un PCR in silico usando la pagina:
genomaize.org
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2. Optimizacién de extraccion de ADN. Se compararon dos métodos de extraccion,
segin Edwards 1991 y Chabi 2005, con el fin de poder determinar cual de ellos generaba
ADN integro para PCR, como control se us6 un kit comercial de Promega (Wizard
Genomic DNA Purification kit). El procedimiento descrito por Edwards, 1991 fue realizado

con modificaciones.

Procedimiento de Edwards con modificaciones:

1. Secoloco una hoja joven en tubos de 1.5ml

2. Se macer0 durante 15 segundos usando pistilos.

3. Agregd 300l de solucion de Edwards (Tris-HCI 1M, NaCl 5M, EDTA 0.5M, SDS
10%) y se machacd por 15 segundos extra

Se incub6é 15 min en un bafio de agua a 50°C.

Se centrifugd 5 min a temperatura ambiente a 13000rpm.

En tubos limpios se agregaron 250 de isopropanol.

Se agregd 250pl de sobrenadante a tubos con el isopropanol y se agité  manualmente

Incubd a temperatura ambiente con agitacion durante 20min.

© o N o g b

Se centrifugd 20 min a 13000rpm a temperatura ambiente.

10. Se descarto el sobrenadante.

11. El “pellet” se lavd con 300 Wl de etanol 70% frio.

12. Se descartd el sobrenadante y se dejo secar el “pellet” colocando el tubo de forma
invertida sobre una servilleta por 15min.

13. El “pellet” se resuspendid en 50 de amortiguador TE (Tris-HCI 10mM, pH 7.5,
EDTA 1mM)

14. Se almacend en un refrigerador a -20°C.
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Procedimiento de Chabi:

1. Setomé la mitad de una hoja joven y macerd con pistilos con 400l de
amortiguador de extraccion (SDS 1%, NaCl 0.5M) en tubos de 1.5ml.

2. Se maceré y agregd amortiguador de extraccion hasta llegar a un volumen final de
12004 .

3. Lasolucién homogénea se transfirio a microtubos de 1.7ml

4. Se centrifugd durante 4 min a 13,500rpm a temperatura ambiente.

5. El sobrenadante se transfiri6 a nuevos tubos y se agregd el mismo volumen de
isopropanol. Se mezcld por inversion de forma suave.

6. Se coloco en hielo durante 5 min.

7. Se centrifugd durante 4 min a 13,500rpm a temperatura ambiente.

8. El sobrenadante se descartd y se lavé el pellet de ADN con 500 de etanol 70%.

9. Se centrifugd durante 2 min a 13,500rpm a temperatura ambiente.

10. El etanol se descartd y el “pellet” se secO colocando el tubo de forma invertida
sobre una servilleta por 15min.

11. El “pellet” se resuspendio en 50ul de amortiguador TE (Tris-HCI 10mM, pH 7.5,
EDTA 1mM).

12. Se almacend en una refrigeradora a -20°C.

a. Cuantificacion de ADN. Se us6 un espectrofotometro para medir las
absorbancias en 260nm, 280nm y 320nm de diluciones 1:100 del ADN re-suspendido.

Como blanco se usé amortiguador TE 1X.

b. Verificacion de la integridad del ADN extraido

e Se prepard un gel de agarosa 1% con TAE (Tris-base, acido acético, EDTA) 1X,
(0.30g de agarosa con 30ml de TAE 1X)

e Se puso en microondas hasta disolver la agarosa (aproximadamente 1min)

e Se verti6 30ml en la cdmara de electroforesis, teniendo cuidado de no dejar

burbujas y colocar el peine para los pozos y con bloques a los lados.
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Se dej6 polimerizar 25-30min.
Se retiraron los bloques y el peine, se cubrié el gel con TAE 1X hasta la marca

que indique la camara.

Preparacion de muestras para electroforesis

En papel parafim se coloco loading Dye (azulnaranja 6X) (1 Wl para cada
muestra), Gel Red (1 il para cada muestra y escalera)*.

Se mezclaron 4 pl de muestra con su loading dye (6X colorante azul/anaranjado)
y Gelred y cargar en pozo respectivo.

Se recomienda cargar la escalera molecular de ditimo (4 Wl )

Se encendio la fuente de poder, y se programé a 100V por 20min

Se visualizo el gel bajo transiluminador UV vy fotografiarlo.

Se limpi6 el transiluminador con agua destilada y kimwipes.

Se lavo la camara de electroforesis con dos lavados de agua destilada.

*Nota: Se puede agregar 1ul de GelRed en el gel luego de disolver la agarosa y cuando este

ya no esté muy caliente, sin embargo se usa este procedimiento puesto que se muestra una

mejor claridad en el gel al colocar el revelador en cada pozo.

3. Optimizacion reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para realizar este paso se usO el procedimiento modificado de (Hayashi,
Hashimoto, Daigen, y Ashikawa, 2004) como se describe a continuacion:

Se descongelaron y homogenizaron las muestras.

Se prepararon tubos de 0.5ml en frio.

El master mix se prepard siguiendo las indicaciones de GoTaq Green Master
Mix, el cual incluye Tagq polimerasa, MgCl, dNTPs y colorante azul y amarillo.
Promega (2013). Ver Cuadro 3 para una reaccion de 25 .



Cuadro 3. Componentes PCR punto final.

Componente Conc_:e_n?ramon Concentracion Volumen (i)
inicial final
Agua libre de nucleasas N.A N.A Hasta llegar a
volumen final
GoTaqg MasterMix (Taq
polimerasa, dNTPs,
MgCl2 colorante azul y 2X X 125
amarillo)
Iniciador izquierdo 10uM 0.4uM 1.0
Iniciador derecho 10uM 0.4uM 1.0
ADN 324.75ng/ Wl 32.47ng 2.5
Total - - 25

El programa usado en el termociclador fue: desnaturalizacién inicial 94°C 2:00min
(1 ciclo), desnaturalizacion 94°C 0:30s, anillamiento 54°C 0:30s, elongacion 72°C

1:.00min (35 ciclos), extension 72°C 1:00min (1 ciclo), almacenamiento 4°C oo.

c. Electroforesis de agarosa

e Se uséd el mismo procedimiento indicado en la seccion: Electroforesis de
integridad de ADN con una concentracion de agarosa al 2% (0.60g agarosa en

30ml solucion amortiguadora TAE 1X).
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4. Purificacion amplicones para secuenciar. La purificacion se realizd para las
muestras de SNP 1: 1, 3, 33, 48, 51 y 53. SNP 3: 1, 3, 24, 26, 33 y 52. Estas muestras
fueron puestas en un gel de agarosa y por electroforesis se separaron las bandas, siguiendo
el procedimiento indicado anteriormente. El gel fue visualizado en un transiluminador con
una regla para indicar la posicién de las bandas y cortarlas con un bisturi. El bisturi se
limpi6 con etanol 70% y agua destilada. El procedimiento se realizd siguiendo las

indicaciones del kit comercial de Invitrogen ‘“PureLink Quick gel extraction and PCR
purification combo kit”.

e Se peso el pedazo de gel con el amplicon y se colocd en un tubo eppendord.

e Se agregod la solucién de solubilizacién de gel siguiendo la relacion 3:1 segin el
peso.

e Incubar en bafio de agua por 15 min a 50°C. Mezclar por inversion cada 3 min.

e Después de haberse disuelto el gel, incubar 5 min extra a 50°C.

e Seagrego un volumen (peso gel) de isopropanol y se mezclé con vortex.

e Setransfirio la solucion a una columna debidamente identificada.

e Centrifugacion a 12,000 g por 1 min.

e Se descartd el fitrado. Colocar la columna en un nuevo tubo de lavado.

e Centrifugacion a velocidad méxima por 2-3 minutos. Se descarté el filtrado.

e La columna se colocd en un tubo nuevo debidamente identificado, se agregd 50
de solucion de elucion.

e Seincubd durante 1 min a temperatura ambiente.

e Centrifugacion a 12,000 g por 1 min.

e Se revisd que haya elucion en el tubo, se descartd columna y se almacend el tubo a
-20°C.
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5. Secuenciacion de Sanger. Este procedimiento se realizd en la Universidad
Mariano Géalvez de Guatemala en el Instituto de investigaciones Quimicas, Bioldgicas,
Biomédicas y Biofisicas. Siguiendo las indicaciones del kit de “AppliedBiosystem BigDye
Terminator v3.1 Cycle sequencing Kit”.

Las muestras trabajadas fueron SNP 1: 33, 48,51y 53. SNP 3:1, 3,24, 26y 33.

a. Ciclo-secuenciacion. Se realizd una ciclo-secuenciacion colocando los
componentes indicados en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Componentes para ciclo-secuenciacion

_ Volumen por reaccion
Componente Concentracion :
Izquierda Derecha
Mezcla de reaccion 81l 81l 81l
BigDye Terminator 3.1
Iniciador izquierdo 1 -
_ | 3.2uM H
Iniciador derecho - 1
) o Hasta llegar a
Agua libre des-ionizada ou oul
volumen final
Templado de ADN 3ng 2ul 2ul
Volumen final 200 204 20

b.  Purificacion. Para la purificacion se usd el kit “Big Dye XTerminator”.
e Se aplicd vortex a welocidad maxima al frasco de Xterminator hasta estar
homogeneo.
e Se realiz6 una mezcla de XTerminator 20y solucion de SAM 90ul para cada
muestra con un 20% adicional por error de pipeteo con punta ancha.
e Seagitd la mezcla hasta estar homogénea y se agregd 110pl a cada muestra.

e Laplaca se selld y se aplicé vortex a 1800rpm durante 30min.
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Se centrifugd la placa a 1000xg por 2min. Posteriormente se colocé en el equipo

para realizar la corrida de electroforesis capilar.



VI. RESULTADOS

Los resultados obtenidos se dividen en dos secciones, la parte bioinformatica y la

parte experimental de laboratorio. Para los iniciadores disefiados se basd en la posicién de
los SNPs publicada por Zila, etal. 2013.

Parte 1. Disefio iniciadores

Cuadro 5. Iniciadores disefiados y caracteristicas.

Nombre Tm Producto
SNP del Sentido C) Gc% Horquilla (o) Secuencia 5°-3"
iniciador P
1 8481 Izquierdo 58.28 | 39.13 0.00 177 tggtaaaagttggtgctacatga
1 8482 Derecho 58.20 | 55.00 0.00 ccctectcatctcatggaca
2 8471 Izquierdo 57.98 | 57.89 0.00 192 cgtcgagcetgtgttacctc
2 8472 Derecho 58.91 | 50.00 0.00 aatcgtgtcaatcgggcaag
3 8475 Izquierdo 59.00 | 55.00 0.00 104 gtacatgcagagccttgacg
3 8476 Derecho 59.18 | 55.00 0.00 catgaggottgttggatgec

En el Cuadro 4 estan descritos los iniciadores obtenidos, se disefiaron dos parejas de

iniciadores para cada SNP estudiado para obtener productos de 200pb y alrededor de

1000pb. En la seccion de anexos se pueden observar las secuencias con las cuales se trabajo

y los productos dados en el PCR in silico. En negrilla estan los iniciadores usados por dar

un producto alrededor de 200pb. En la Figura 7 se muestra el anillamiento de los

iniciadores seleccionados.
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Figura 7. Alineamiento de iniciadores en la secuencia de interés. Los iniciadores se
muestran de color rojo y verde, la region de interés en color celeste y la posicién de

polimorfismo en negrilla y el alelo correspondiente en rojo.
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cgaaaaktgtacktoctoctettcatoggtgoataatgaatgoatgogtgtgotigt gqt-
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Parte 2. Comparacion de métodos de extraccion

Para determinar el metodo en el cual se lograba extraer ADN gendmico de semillas
y hojas de maiz. Se realizaron diferentes pruebas de extraccion usando las mismas
muestras, 1, 2 y 3 de hojas. Se compararon los métodos de extraccion de Edwards (1991),
Chabi (2015) y como control un kit comercial de Promega. Para poder verificar cual
método fue el mas efectivo se realizaron medidas de cuantificacion y pureza en el
espectrofotometro, como se observa en el Cuadro 5.

En el Cuadro 5 se puede observar que el método de extraccion de Edwards obtuvo
un promedio mayor en la concentracion de ADN gendmico y buena pureza. Por lo que la

extraccion de Edwards se trabajé para el resto de muestras de hojas y semillas de maiz.

Cuadro 6. Promedio de concentraciones y pureza con el método de Edwards y Chabi

Concentracion Pureza
(nglul) Desv.e (260/280) Desv.e
Chabi 11.83 10.27 2.19 0.11
Edwards 19.77 9.94 2.07 0.48
Promega 15.50 2.12 2.24 0.06

En el Cuadro 6 se puede ver que para las muestras de hojas extraidas con el método
el método de Edwards el promedio de concentracion de ADN gendémico en hojas de maiz
fue de 324.75ng/ul con una desviacion estandar de 336.83 y su pureza de 2.42 con
desviacion estdndar de 0.32. En el caso de semillas se obtuvo un promedio 438.22ng/ul con

desviacién de 208.36, en el caso de la pureza 1.70 con desviacion de 0.29 respectivamente

Cuadro 7. Promedio de concentraciones y pureza con el método de extraccion de Edwards

Tipo de Cantidad Concentracion @ Pureza P

muestra (ng/ul) (OD260/280)
Hoja 53 324.75 + 336.83 242+ 0.32

Semillas 118 438.22 +208.36 1.70 £ 0.29

2Es el promedio de concentracion entre todas las muestras con su respectiva desviacion estandar. La férmula
para el céalculo de la concentracion fue:

ADN(pg/mL) = (A260 — A320) * factor de dilucién * 50pg /mL

bEs el promedio de pureza de todas las muestras con su respectiva desviacion estandar.
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Parte 3. Extraccion de ADN de maiz segin método de Edwards

Se realizaron los geles de verificacion de la extraccion con agarosa para todas las
muestras de hojas y semillas de maiz las cuales se pueden observar en la seccion de anexos.
A continuacion se presenta una imagen representativa de gel para muestras de hojas y

muestras de semillas.

Figura 8. Verificacion de la extraccion con gel agarosa 1% de las muestras hojas de maiz. El
orden de los pozos es el siguiente; 1: muestra 4, 2: muestra 5, 3: muestra 6, 4: muestra 7, 5:
muestra 8, 6: muestra 9, 7: muestra 10, 8: Escalera molecular, 9: muestra 11, 10: muestra 12, 11:
muestra 13, 12: muestra 14, 13: muestra 15, 14: muestra 16, 15: muestra 17. La escalera
molecular usada fue de New England BioLabs.

1 2 3 4 56 7 8 910 11 12 13 14 15

L R B
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Figura 9. Verificacién de la extraccién con gel de agarosa 1% de las muestras semillas de
maiz. El orden de los pozos es el siguiente; 1: muestra 70, 2: muestra 71, 3: muestra 72, 4:
muestra 73, 5: muestra 74, 6: muestra 75, 7: muestra 76, 8: escalera molecular, 9: muestra 77,
10: muestran 78, 11: muestra 79, 12: muestra 80, 13: muestra 81, 14: muestra 82, 15: muestra
83. La escalera molecular usada fue de New Enaland BiolLabs.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Como se puede observar en las figura s8 y 9, la mayoria de muestras se observa una
banda clara de aproximadamente 10kb que representa el ADN obtenido de maiz; mientras
gue algunas muestras presentan degradacion de ADN (ver pozo 5, 6, 10 de Figura 8). En las
figuras 8 y 9 se observan geles de integridad con gel de agarosa 1%. Algunas muestras se

observan levemente degradados, si se observa la banda principal alrededor de 10kb.

Parte 4. Optimizacion de PCR

En la parte de optimizacién de PCR con las muestras de semillas y hojas se trabajo
con los iniciadores mostrados en el Cuadro 4, Unicamente se trabajé con los iniciadores que
dan un producto menor a 200pb los cuales estan indicados en dicho cuadro en negrilla. El
Cuadro 7 muestra el tamafio de bandas obtenidas a 54°C como temperatura de anillamiento.
En el Cuadro 8 se muestran algunos de los problemas durante la optimizacion de PCR y sus

respectivas soluciones.



Cuadro 8. Resultado

optimizacion PCR
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Iniciadores Amplificacién | Amplificaciébn | Tamafio | Tamafio ox e:;rr:e tal te-lé-rrircl:o
hojas semillas obtenido | tedrico P C) C)

SNP 1 Exitosa No exitosa ~200pb 177pb 54°C 58.20

SNP 2 No exitosa No exitosa - 192pb - 58.00

SNP 3 Exitosa No exitosa ~200pb 194pb 54°C 59.00

Cuadro 9. Soluciones de problemas

Fase experimental

Problema

Solucion

Figura en anexos

PCRSNP 1

No hay bandas

Dilucion 1:20 de
las muestras

Ver Figura 14A

No hay bandas

Geles agarosa 2%,

Ver Figura 15A

no diluciones
Se obtienen bandas Aumentar Tm Ver Figura 16A
de baja intensidad 54°C

Se obtienen dos

Realizar PCR tipo

Ver Figura 17A

bandas touch-down
Fase experimental Problema Solucion Figura en anexos
No hay bandas con | Geles agarosa 2% | Ver Figura 18A
geles de agarosa 1% con Tm 52°C
Aumentar Tm Ver Figura 19A
PCR SNP 2 _ 4% .
Disminuir Tm Ver Figura 20A
50°C
Realizar PCR tipo | Ver Figura 17A
touch-down
No hay bandas con | Geles agarosa 2%
geles de agarosa 1% Ver Figura 21A
Intensidad de la Aumentar Tm 54
banda es baja °C
Banda en control Realizar dos
PCRSNP3 negativo al aumentar controles Ver Figura 12
muestras negativos al inicio
y final del PCR

Cambiar agua de
PCR
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Posterior a la extraccion de ADN genomico se realizd cuantificacién y medicién de
pureza 260/280 para todas las muestras (ver Cuadro 5A en anexos). Unicamente se
seleccionaron 30 muestras aleatorias que mostraban cantidad de ADN y una pureza entre
1.7-2.0 para realizar PCR correspondientes a SNP1 y SNP3. En las Figuras 10-15 se
muestran los resultados obtenidos.

Figura 10. Gel de agarosa 2% de productos de PCR para SNP 1. El orden de los pozos
es el siguiente; 1: muestra 4, 2: muestra 8, 3: muestra 9, 4: muestra 12, 5: muestra 15, 6:
muestra 19, 7: muestra 22, E: escalera molecular, 8: muestra 23, 9: muestra 24, 10:
muestra 25, 11: muestra 26, 12: muestra 27, 13: muestra 28, 14: control negativo. La
escalera molecular usada de referencia fue 100bp DNA ladder Promega.

1 2 3 4 56 7 E 8 910 11 1213 14

1500pb
1000pb

300pb

200pb —. 8 --= -
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Figura 11. Gel de agarosa 2% de productos de PCR para SNP 1. El orden de los pozos
es el siguiente; 1: muestra 30, 2: muestra 31, 3: muestra 33, 4: muestra 35, 5: muestra 37,
6: muestra 38, 7: muestra 41, E: escalera molecular, 8: muestra 42, 9: muestra 44, 10:
muestra 47, 11: muestra 48, 12: muestra 51, 13: control negativo, 14: blanco. La escalera

molecular usada de referencia fue 100bp DNA ladder Promega.

¥ 2 3 4 5 6 7 E 8 9 10 11 12 1314

1500pb
1000pb

300pb

200pb -—.-"--- - -

Figura 12. Gel de agarosa 2% de productos de PCR para SNP 1. El orden de los pozos
es el siguiente; E: escalera molecular, 1: muestra 52, 2: blanco, 3: muestra 53, 4: blanco,
5: muestra 54, 6: blanco. La escalera molecular usada de referencia fue 100bp DNA
ladder Promega.

1500pb

1000pb

300pb =
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En las figuras 10, 11 y 12 se observan geles de productos de PCR para SNP 1 con
gel de agarosa 2%. Dos muestras no presentan la banda esperada del amplicon con un
tamafio entre 200-300pb (Figura 10, pozo 1 y Figura 11, pozo 10). Algunas muestras
presentan dos bandas (Figura 10, pozo: 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 13. Figura 11 en pozo 4 y 6).
Los pozos 4 de las figuras 10 y 11 pozos de la Figura 11, muestran unicamente las bandas
de un tamafio entre 100-200pb vy el resto de muestras presentan una banda entre 200-300pb.

El control negativo no muestra bandas anomalas.

Figura 13. Gel de agarosa 2% de productos de PCR para SNP 3. El orden de los pozos
es el siguiente; 1: muestra 1, 2: muestra 3, 3: muestra 4, 4: muestra 8, 5: muestra 9, 6:
muestra 12, 7: muestra 15, E: escalera molecular, 8: muestra 19, 9: muestra 22, 10:
muestra 23, 11: muestra 24, 12: muestra 26, 13: muestra 27, 14: muestra 28. La
escalera molecular usada de referencia fue 100bp DNA ladder Promega.

T2 34 567'E 8 9 10 1112 13 14

1500pb
1000pb

300pb ——
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Figura 14. Gel de agarosa 2% de productos de PCR para SNP 3. El orden de los pozos es
el siguiente; 1: muestra 30, 2: muestra 31, 3: muestra 33, 4: muestra 35, 5: muestra 37, 6:
muestra 38, 7: muestra 41, E: escalera molecular, 8: muestra 42, 9: muestra 44, 10:
muestra 47, 11: muestra 48, 12: muestra 51, 13: muestra 52, 14: muestra 53. La escalera
molecular usada de referencia fue 100bp DNA ladder Promega.

100250 AT S I6a7aSERE8 BORTONT A 12 713714

1500pb

1000ph

300pb em—

.
ope—— TN e - oe™e

Figura 15. Gel de agarosa 2% de productos de PCR para SNP 3. El orden de los pozos
es el siguiente; E: escalera molecular, 1: muestra 25, 2: muestra 54, C-: control

negativo. La escalera molecular usada de referencia fue 100bp DNA ladder Promega.

1500pb
1000ph

300D s—
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En las figuras 13, 14 y 15 se observan geles de productos de PCR para SNP 3 con
gel de agarosa 2%. Tres muestras no presentan la banda esperada del amplicon con un
tamafio entre 200-300pb.

Parte 5. Secuenciacion

Para realizar la Secuenciacion de Sanger, se cortaron las bandas de los geles con el
producto de PCR y se purificaron los amplicones. Las muestras que se trabajaron para SNP
1 fueron: muestra 33, 48 y 51. Ya que como se muestra en la Figura 11, la muestra 33 y 12
tienen un tamafio entre 200-300pb, en el caso de la muestra 48 tiene un tamafio entre 100-

200pb. En la Figura 16 se muestran los resultados de la secuenciacion.

Figura 16. Electroferogramas de bandas purificadas no muestran la presencia del
polimorfismo 1

Muestra

33

SNP1

|
1 5 55 45 35
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Continuacion Figura 16. Electroferogramas de bandas purificadas no muestran la presencia

del polimorfismo 1
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En la Figura 16 se observan los alineamientos de los electroferogramas de las

bandas purificadas del producto de PCR con la secuencia de interés mostrada en la Figura

7. Se obtuvieron alineamientos y electroferogramas limpios para las muestras 33, 48 y 51.

El rectangulo negro muestra la posicion donde se deberia observar el polimorfismo. No se

observa la presencia del polimorfismo 1 en las secuencias. El primer electroferograma por

muestra, indica el resultado de la reaccion “forward” y el segundo indica la reaccion

“reverse”’.
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Figura 17. Electroferogramas de bandas purificadas no muestran la presencia del
polimorfismo 3

Muestra | SameleName | Orizniation
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SNP 3

24 | Las secuencias obtenidas por la secuenciacion de Sanger para estas muestras,

no logro alinearse con la secuencia de interés para el par de iniciadores del

26 | SNIP 3. Se mostraron doble secuencia en algunas regiones del cromatograma.
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La Figura 17 muestra los alineamientos de los electroferogramas de las bandas
purificadas del producto de PCR con la secuencia de interés mostrada en la Figura 7. Se
obtuvo alineamientos y electroferogramas limpios para la muestra 3. En el caso de las
muestras 1, 24, 26 y 33, las secuencias no estaban claras por lo que no se pudieron alinear.
El rectangulo negro muestra la posicion donde se deberia observar el polimorfismo. No se

observa la presencia del polimorfismo 3 en las secuencias.



VII. ANALISIS DE RESULTADOS

El articulo descrito por Zila y colaboradores describen tres SNP reportados
asociados a resistencia de Fusarium, este trabajo de investigacion buscaba determinar

métodos para identificar estos polimorfismos en variedades autdctonas en Guatemala.

Con el programa Primer 3 se disefiaron los iniciadores los cuales se pueden observar
en el Cuadro 4. Estos siguen las recomendaciones dictadas por la literatura (Promega,
2013); el largo estd en el rango de 15-30 bases. El porcentaje GC de los iniciadores
seleccionados estan en el rango de 40-60% como se muestra en el Cuadro 5. Tomando en
cuenta estas consideraciones son asi para evitar la formacion de horquillas y anillamiento
propio con los iniciadores. Entre las parejas de iniciadores la temperatura de anillamiento
es cercana, no difiere mas de 1° para facilitar el programa en el termociclador. Se

seleccionaron los iniciadores con menor probabilidad de formar horquillas.

Se realizd un andlisis bioinformatico para determinar la especificidad de los
iniciadores. Los productos mostrados en el PCR in silico realizado en genomaize.org
muestra que si hay amplificacién del producto del tamafio esperado 177pb para SNP 1y
192pb para SNP2, en el caso de SNP 3 se da el producto de tamafio esperado 194pb pero en
dos areas del genoma (estos resultados se muestran en la seccion de Anexos). Es importante
recordar la complejidad del genoma del maiz el cual posee mas de 32mil genes y 10
cromosomas. Se ha reportado que la secuenciacion de este cereal fue compleja puesto que
casi el 85% del genoma estd compuesto por elementos de transposicién (Schnable, et al.,
2009).
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Posteriormente, se prosiguid a realizar las extracciones, se buscaba usar un método
“verde” para las extracciones de ADN gendmico pero que este fuera adecuado para llevar a
cabo PCR. Se define método ‘“verde” a aquel que usa reactivos poco dafinos para el
investigador y el medio ambiente, ademas de ser un procedimiento mas econdémico al usar
menos reactivos (Chemat, Abert & Cravotto, 2012). Se decidié trabajar con el método de
Edwards ya que este es un procedimiento rapido y verde, con el cual se ha trabajado

durante la carrera.

Ya con el método de extraccion optimizado, se prosiguid a trabajar con dos grupos
de muestras de maiz, hojas y semillas. Las 53 muestras de hojas son de diferentes cultivos
de Solola, Guatemala. El segundo grupo son 118 muestras de semillas provenientes de
Huehuetenango, Guatemala. Para cada muestra extraida se determind la integridad del
ADN extraido por medio de un gel de agarosa. La electroforesis en agarosa permitio
observar que se logré una extraccion de ADN el cual estaba fraccionado en bandas de un
tamafio promedio de 10 kb. La posicién de la banda varia levemente entre las muestras,
esto se puede contribuir a la fragmentacion observada en algunos pozos debido a la mala

calidad de ciertas muestras lo cual se explica mas adelante.

En el Cuadro 6 se puede observar el promedio de la concentracion obtenida para
cada muestra y su respectiva pureza. Las muestras de hoja presentan un promedio menor de
concentracion de ADN 324.75 ng/ul, pero una desviacion estandar mas elevada. Esto se
debe a que las hojas fueron donadas al proyecto y no estaban todas en las mismas
condiciones. Las semillas pueden tener una mayor concentracion puesto que el ADN puede
no ser solo de maiz, si no de hongos u otro microorganismo presente en la muestra. La
desviacion estdndar de la concentracion para ambas muestras puede representar la
diversidad de muestras integras en el proyecto. Las muestras se recibieron sin control sobre
congelamiento y almacenamiento anterior a este proyecto, algunas muestras de hojas se
observaban en mal estado, por lo que se presentaron puntos atipicos en las concentraciones

ya que el rango es de 0-1000ng/ul, estos datos atipicos influyen en la desviacion estandar.
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Como se puede ver en el Cuadro 5, la pureza se encontré en el rango de 1.60-2.23 con una
desviacion estandar menor. La literatura indica que la pureza a 260/280 debe ser de 1.8 para
ADN, si esta es menor indica que hay contaminacidn por proteinas.. En la literatura
también se estudia la pureza entre 260/230 la cual no se midid en este estudio pero es
importante para futuras ocasiones para determinar contaminacion por otros componentes
como EDTA, en este caso el dato recomendado es de 2-2.2 o mayor (Nanodrop, 2016).

Para el proceso de optimizacién se seleccionaron aleatoriamente 30 muestras que
tuvieran una pureza 260/280 de 1.8-2.0 (ver Cuadro 3A). En la optimizacién de PCR no se
logré amplificar las muestras de semillas de maiz. La calidad de la semilla puede ser
afectada por la cantidad de agua presente en la misma, ya que esta puede interferir en sus
actividades bioldgicas, microorganismos y susceptibilidad al dafio mecénico. Las semillas
pueden absorber y perder agua de acuerdo al ambiente que las rodea, esto produce
expansiones y contracciones en el tejido de las semillas que pueden favorecer el deterioro
del embrion y el ataque de microorganismos, esto ademas puede afectar la germinacion de
la semilla. La literatura indica que se debe realizar un secado para el almacenamiento de la
semilla incluso por debajo de 12-13% de humedad para mantener la calidad (Avelar, et al.,
2012).

Las muestras con las que se realizd este estudio no fueron sometidas al secado
recomendado, por lo tanto se asume un deterioro del embrion impidiendo la germinacion y
un deterioro en la calidad de la semilla. Esta puede ser la razon por la cual no se logro la
amplificacion a partir de estas muestras. Es recomendable purificar este ADN gendmico
para eliminar impurezas y exceso de proteinas por extraer a partir de las semillas en lugar
de plantula. En este estudio se realizd en el proceso de extraccion un doble lavado con
Etanol 70% para eliminar impurezas. Al trabajar con semillas es necesario someter las
semillas a un proceso de secado antes de congelarlas. De esta forma no se pierde la
capacidad germinativa de la misma. Los métodos que indica la literatura para procesar este
tipo de muestra consiste en secado en sombra a temperatura ambiente, y almacenar de 2-

4°C de forma hermética, se recomienda que la humedad de las semillas sea entre 6-8%
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(Garcia, 2002). Al tener las semillas secas, se debe seguir un proceso de germinacion
encontrado en la literatura el cual consiste en colocar las semillas en papel con agua
destilada y estéril. Las bandejas con las semillas se ponen con 8 horas de luz y 16 horas de
oscuridad, reemplazando el papel de germinacion cada 48 horas para evitar contaminacion
(Biasutti y Galifianes, 2001).

En la optimizacion del PCR para SNP 1 se mostraron muestras de maiz con tres
diferentes tipos de banda entre 200-300pb. La primera es una banda ~190pb (Figura 13
pozo 4, Figura 14 pozo 11), una banda ~220pb (pozo 8 y 12 Figura 13, pozo 1-3, 5, 7-9, 12
de Figura 14) o la presencia de ambas (pozo 2, 3, 5-7, 9-11, 13 de Figura 13, pozo 4 y 6 de
Figura 14). La diferencia del tamafio de bandas puede ser diferentes alelos, diferentes
variedades de maiz, y las muestras que presentan ambas bandas pueden ser hibridos. Por lo
tanto se decidi6 purificar para el proceso de secuenciacién muestra 1 y 3 (2 bandas),
muestra 33 y 51 (banda ~220pb) y muestra 48 (banda ~190pb). En el Cuadro 9 se muestra
el resultado de secuenciacion de la muestra 33, 48 y 51, estos resultados mostraron un
alineamiento exitoso con la secuencia de interés mostrando que los iniciadores si permiten
identificar el area donde estda el SNP. Para estas tres muestras no se presentd el
polimorfismo reportado por Zila. Con estas secuencias se realizd un BLAST (ver anexo 6),
donde se encontré que hay un porcentaje de identidad de 99% para las muestras 48 y 51, a
pesar de tener un tamafio diferente de bandas. En anexo 6 se puede ver la diferencia de
nucledtido al inicio de la secuencia esto no se puede concluir como una diferencia
significativa ya que al inicio y final de la secuenciacion se presenta ruido. Pero es
importante mencionar que la muestra 33 y 48 muestran un 98% de identidad con una
diferencia de nucledtidos en el centro de la secuencia como se puede ver en la seccién de
anexos. La muestra 33 con BLAST con la muestra 51 también presenta una diferencia de
nucledtidos en el centro de la secuencia con un 98% de identidad, a pesar que en el gel de
agarosa aparentaban tener el mismo tamafio. Es probable que la muestra 33 sea un alelo

diferente a las muestras 48 y 51.
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En el BLAST que se puede observar en el anexo 6, se puede diferenciar una
caracteristica importante en las secuencias. Hay secuencias pequefias repetidas de las bases
nitrogenadas C y T. Estos corresponden a microsatélites (SSR= short sequence repeat, por
sus siglas en inglés). Los microsatélites son marcadores moleculares que facilitan los
estudios de diversidad en poblaciones, colecciones de germoplasma y estudios evolutivos
(Varshney, Graner y Sorrells, 2005). Este marcador encontrado en una region asociada a
resistencia a Fusarium, es importante ya que facilita el estudio de esta caracteristica en las

poblaciones de maiz.

En la regién del SNP 2, no sé pudo lograr el anillamiento de los iniciadores a la
plantilla de ADN genémico. Este resultado se puede atribuir a la presencia de una gran
variabilidad genética en esta region. También se puede considerar hacer mas cambios en las
condiciones de PCR, se recomienda probar agregar mas MgCl> ya que este es catalizador
para la actividad de la Taq polimerasa. Se recomienda analizar una region mas amplia del
genoma para determinar si hay variabilidad. Ademés se deben disefiar nuevos iniciadores

para conocer esta area de interés.

Para la optimizacion de los iniciadores que amplifican para la region donde se ubica
el SNP 3, se lograron productos de una sola banda. En las Figuras 10, 11 y 12, se muestra
gue la banda se ubica entre 200-300pb, la mayoria de muestras presenta el mismo tamafio,
sin embargo, se ve una variacion entre algunas muestras. La variacion de tamafio de bandas
se puede atribuir a variabilidad genética. Para verificar la especificidad de los iniciadores y
la presencia del SNP se realizd secuenciacion de Sanger. En el Cuadro 10 se muestra el
resultado de secuenciacion de las muestras 1, 3, 24, 26 y 33, estos resultados no mostraron
un alineamiento exitoso con la secuencia de interés probablemente a la presencia de una
doble secuencia, inserciones o deleciones. Esto se puede atribuir a la inespecificidad de los
iniciadores debido a que esta region es muy variable o al blanco. Sin embargo, se logré
alinear con la secuencia de interés la muestra 3, pero no se muestra una secuencia limpia,

por lo que no se puede concluir la presencia del polimorfismo reportado por Zila y otra
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diferencia de nucledtidos entre las muestras. Por lo tanto se recomienda disefiar iniciadores
que amplifiqguen para una regibn mas amplia y aumentar la especificidad de los mismos
mejorando las condiciones de la reaccion de PCR, como aumentando la concentracion de
MgCb.

Es importante mencionar que en los PCR realizados se uso como control negativo la
mezcla de reaccion de PCR con agua. El control positivo no se pudo trabajar a falta de las
muestras con el SNP reportado en el articulo de Zila y comparieros. El tamafio de banda
esperado se compard con los datos obtenidos en el analisis bioinformatico. La muestra 1 y 3
demostraron ser las que amplificaban en todas las pruebas realizadas por lo que se

colocaron cada vez que se realizd un PCR como control interno.

La muestra 1 y 3 mostraron un tamafio diferente al realizar el PCR correspondiente
al SNP 3, sin embargo, al realizar la electroforesis con todas las muestras a analizar no se
mostr6 la diferencia en tamafio. Esto se puede deber a la intensidad de las bandas obtenidas
o por efectos de la electroforesis. Ya que en el gel se nota que estas bandas estdn mas
intensas, lo cual provoca una perdida en la resolucion. En la electroforesis existen factores
que pueden afectar los resultados esperados como lo es la concentracion del gel, calidad de
la agarosa, condiciones de solucion amortiguadora, la capacidad de amortiguamiento de la
solucion, voltaje, grosor del gel, tamafio de pozos y tamafios del fragmento de ADN
estudiado (Ven y Rani 2012).

En el estudio realizado se tratd de mantener la constancia entre algunas de estas
variables, como lo es el tipo de agarosa, el tipo de solucién amortiguadora y las condiciones
de corrida. A pesar de esto, hubo variaciones en la migracion de los fragmentos de ADN.
Esta pudo haber sido ocasionada por la pérdida de la capacidad de amortiguamiento del
TAE 1X. Por lo tanto, se recomienda usar la solucion amortiguadora de corrida un maximo
de cinco veces, y se recomienda usar la misma camara de electroforesis durante todo el

estudio ya que estas pueden alterar los resultados cuando tienen mucho tiempo de uso, mal
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cuidado, entre otras. Ademéas se recomienda usar la misma concentracion de producto de
PCR para los geles y probar realizar geles de acrilamida en lugar de agarosa, ya que el
tamafio del producto es pequefio y la acrilamida puede aumentar la resolucion para definir

correctamente el tamafio de las bandas.

Se pueden wusar otros métodos para identificar mutaciones como HPLC
desnaturalizante , geles en gradiente desnaturalizantes, qPCR, pero estos no indican la
mutacion puntual. Por lo tanto se concluyd que es necesario secuenciar los productos
amplificados para identificar la presencia de polimorfismo de Unico nucledtido. Es
importante mencionar que en la prueba de secuenciacion realizada no se trabajo con todas

las muestras y algunos de los reactivos empleados estaban vencidos.



VIIl. CONCLUSIONES

Se obtuvieron iniciadores que amplifican para el cromosoma 1 donde esta ubicado SNP
1y para cromosoma 9, donde esta ubicado SNP 3.

El juego de iniciadores disefiados para SNP 1 y SNP 3 amplifica ADN gendmico
extraido de hojas de maiz.

Se logré obtener un método de extraccion de ADN para muestras de hojas de maiz.
El ADN extraido de semillas no logré amplificar.
El juego de iniciadores para SNP 2 no logré amplificar para ningun tipo de muestras.

El juego de iniciadores disefiados para SNP 1 amplifica ADN de hojas de maiz y
muestra diferencia de alelos en maiz de Guatemala.
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IX. RECOMENDACIONES

Hacer analisis para todas las muestras usando los iniciadores de SNP1.
Secuenciar todos los productos amplificados.

Probar iniciadores con producto de mayor tamafio para deteccién de la region
donde se encuentra el SNP 2.

Realizar electroforesis con geles de acrilamida para mejorar la resolucién del
tamafio de bandas obtenidas.

Germinar las semillas para trabajar con las hojas de maiz.

Usar otro kit u otra solucion de elucién para purificar Unicamente una banda de
producto amplificado para SNP 1 y 3 y secuenciarlo para deteccion de
polimorfismos.

Realizar un estudio mas grande comparando cultivos en diversas areas
geogréficas de Guatemala y analizar los cultivos para SNP1.

Continuar el estudio para encontrar muestras que posean los SNP vy realizar

pruebas de resistencia.

o1
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X1. ANEXOS

Recetas de soluciones a utilizar

Se usaran las siguientes recetas para cada solucion:

Cuadro 1A. Soluciones a utilizar en extraccion y electroforesis

Solucién
Reactivo/ | amortiguadora | o -6 | TAES0X
Solucion de extraccion
Chabi
SDS 1% - -
NaCl 0.5M - -
Isopropanol
Etanol - 70% -
Acido a_cetlco i i 5 71mL
glacial
Tris-base - - 2429
EDTA : . 18.61g
H.O - Aforar a 1L
. Disolver Tris y
Indicaciones posteriormente
adicionales EDTA

A continuacion se muestran las secuencias FASTA usadas para el disefio de iniciadores

y el resultado de amplificacion esperada segun el PCR in silico realizado.
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SNP 1

Secuencia FASTA para iniciadores

>Chrl1:63539590..63541590
gtggcctccacgtctgtgccgeccgaggecgtecgtecggcagageccgagctceccaccagce
ctgcagctggcggcggtcgtcgtcgteccececggecggtggecggecggcaccggctcecac
gtggttctgcaggaagtatatgatgtcgttgtagagccgcctcatgtgggccagcet
ccgacagcagcagcgagttgcgccgccggagctcececggttgtecctceccgacagggtce
gccaggaagtccttattcccgeecgtggecgtggtettecctectggacgacgtggta
gcccgacgtaggatgccgaggcggctgcggcggcggaaagaagaggctgaggtegt
aaggccgctggtgctgagggagcggcggtggctgcagecttctgeggeggttgecgag
cacgacgaggacttcctccggtggatctccgagaggaggtgcttagecgeccttect
gaagaactcgttggcgaactcccacctgtctgccacgatcttecctgaaaccctgcea
aaaaaaaatgctacctacttatcttgaaggatgctgcaagttcttcaaatatctag
ttgtcgcaactcacagctcagaagctagtatgataaaatgttataaatcttggget
attataagccgtttattagtggatgaccccgaagctaaatgaagctatatagcgga
ttatagcccgctaagggecttgttcecggttatatcctaatccatatggattgaggggyg
attcagagagtttcaatccctagtaagtcaaaatccccttcaatccgtatcaatcce
cctccaatccatatggattgaaaataaccgaacaagccctaaattgtatacggacg
caaaaagattgatctgcctcaaacaactacatataggcgttgtagcaggctatagc
ttcagccaggcatttaaaaccttggtaaaagttggtgctacatgaagtcactaaca
caataaatatgcaacaagtgttcatgtcaatctcttatctgagaatglattglgga
gacaaacatcgctgcgaaaatgtactctctcttcatcggtgcataatgaatgcatyg
gtgtgcttgtggttgtccatgagatgaggagggcaaagagaagatatggatgctgc
aaaggcaattgtgaaaggttttggtcgtcttcaaaccatgaaatgaaatatgcagg
tggtacggcaatattatcgctagaagagaactgaggtttcaaaatgaaaagaacgt
aaccaattaagcttcagtcctcatcaaagatccaatgaaataatgggcaaaataca
gaagatacttatatgttgttctttttgaataggcaggtagccaggaaacagaagca
cagtagctagctagcagtggcttatttcaaatccagcaacaagatatggcagtggc
acatgtctcctctctgtcccacagccagtgcccagaaacaaacaacatcectettgte
acgttctaggaaacacgaaacggaaatgatgaaacgtcgtcaccagcagtcaccac
tcaccaccaaccaacaggtagcgcgcagtagtcttaaataaaatcatcagacatgc
attatgcatgtgacactcaccttctcgcccecggeccaccgatgeccagacgacgett
gcaggctgcatgcatgcagctaacttgacagcacagccacacgctaagatctcagg
cagtcaggctcagcaatgctgctgtggcttcaaatgaaaaaggctatctaccaaga
gcgccaaaaccatagcttcagaacgtcagagcgccattcgggtggcacacagggtce
gtcgtcgaaaacaagctagagcttccaaatgaaaccaagagcaaaattggatccaa
acgacgatggagaagctagcgcgcactaattaatataacacacgcagataaattaa
atacacactcgatcataacctcagcatgcatgcgccgctaattaatatatatatat
atatatatatatatatatatatatatatatatacatatattgc



58

SNP 2
Secuencia FASTA para iniciadores

>Chr5:30996717..30998717

accggtttagctatggtgcatcgtggtttttttcecgtttatgeccgectgatttgtcecg
tccaaattatttctcatcttgatttgtttttgcttttgcgactgatttgtttatta
cattttgtttaatagtactgaataatccgtctggecccttggtgcattgtaaacccec
acatgcttaagcttgattccgtcctctcgctaattacaagtgattttaaacattaa
ataatatactaaaaactgaagtacaccatttaaaatattaaaaatatttatatcat
aaacaaatgattgtgttaatcttacattagtagtgatgtacaatgataaattttaa
ttaatattaaaaagtataatttcgaatacattagattattggagttttagagtcca
aaatataaatatacttaataaacaaaaagattataattagagtccaaaatataaat
atacaaggtataaataaacagtgacttgatgattttataaagtactttgtacttcc
atagggtgggttacttatgtgcatggtacttgcgtcacgcagtttgaataaacaaa
aacaaaaaatatctagatgaataaataaatcggtcacaaaaacaaaaaaaaactag
atgaaaaataaatctgggcggacaaatcagcgacataaacgaaaaattatagacaa
caaaaaaacaaattagtgataaaaaaatacgtccacgatggagcttgaacccacaa
ccttaaagttaaaagtcttgcactctaccgactgagctagacatactttgttgtta
catatccgagcccggcgccatagatcttggcgeccgagectecggtaccacgttggegce
cacgtcgttcaggttgggccagcgtagcacgcacctcecggecgceccatagectatggeqg
tcgagctgtgttacctcggcgccattggctatggcgccgagcaaagggtccaaaaa
tgacattaaaattttctaaggtccaaacgtgaatttttttccgagtaagg] gcta
aaatataaaaaattcggtctccctatggtgctggcaccatcgcctgcgatggccaa
agtacttgcccgattgacacgattaactcttgattcgctgatattaattttgtcat
tgattcgctaatattaattttttcatgctagttatgctcagactagctgtagegtyg
ctgcgtgcaacccttccatagcactattgtgcttgtggcggctataatactacaac
aaacgacgcgacgctcaccccctaaacgtgctacaatgtgagggggtgcaacaatg
aaccgccaaatatagggtagcggccceccttgecgtgaatttacgtgcacgtcaatgtt
tgttagttagagaaaatagataaatgatgatgaatatatatgaaaaataatatttt
atgattgtagtggggaatatggggagaatcgaggggaaatcgctgcggaaaggaga
aaagtagggggtataatctaggtgacgtgacataaaagtaggatatgagagaaatt
tagaggaaaccgttgcagacaatcttaacgattgctatagcgttgaaggtttgaga
taccgatacatagtagtatagagttgtttctactaccactgagcccaggacgaagg
tgggcatatgtagagagtgcgggcgacatctgtctatagcaccacacgtgaacatyg
agacaaagagacacaatgagaagaggagaatacatacaaaagggcaattatgacca
tatttggaagcaacatagtttctaagaatttagtttttagaaactggttaatagtg
tttggaaccacctcagttttcataaactggctttaggccctatttaaaagcgcaca
attttttaaaaaatggtttatagaacatatcagtttataactcagtttataaaaat
tagactatcagtttcttaaaaactaagaagcttgtctcttctagataaaaacttgt
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ttcttaaaaacttggttgcttacaaacatattcttagctaggce
SNP 3

Secuencia FASTA para iniciadores

>Chr9:151294233..151296233

ttgatctcttgtggttattatgttttgttgagactcctctctagccacttggcecatt
attgtgctagcgcctaatcaagtttttgtggattaagtctcaagtttcacaggatc
acctattcacccccecceccectctaggtgctectcaacaacgctageccgggaacgacgtat
gatgatgcaaggtccctcccaccaccaaggcagccggagectgggeccaatatgecag
aagcatgggtacaccctcttttttatttaggtatatagcactggattagatattat
ttctaactatctcgttggttttcttgcagtcggcgtcacatggtggeccggecttgce
tccaccttctcggtctatgectatggcccataagggcaaggcgacgtcecgatgtcac
ctacaacccagatgacgggcccgaggcctacaccaaccceccgtecgtcectacaaccgec
ttcacgactacaccgccatggcgcaggaggtccatggecccagactatggtceccgagce
accgagccgatcgaccccgatgtgctcatgagggtgggaggaggcaagagacatgg
gcggtactggattgccgacgagacaatcaactcgtcctccactcccactectgtcta
aggtgagagcaaggagcacgggctcgagtccagccatacgacctcagcacgacagc
tcacaacatcgcatacagcaactcgtggttagtgcttctgtaactcgtcattecctt
gagttatataccttctctttgagttactataagttggcttgtaatattacagaccc
aactagaagaagagaggagggaacgtcaagagatggaggcgaggataatggcggag
cgggcggcggctgatcagaggatggcggagatgttctagtacatgcagagceccttga
cgccgcacagggtttcgctceccaccacctceccattgttececctgcagttgacccectgetce
agttccatactcctgtgagtatcaaaattgtagttacatgttggtaa[tgcaltct
ggtataacacatgcaatctcttctctgtgcagggccaatctggggecggcatccaac
aaccctcatgaagggttcagcccaatgcagcaccagtcgaaccgtccaccteccecatg
agtgttatgtttttagtgtttagacttcagaacttgtgttgaatacttatgtttgt
gttggatacttatgtcagagcttgagacttatgagacttatgtttgtgttggatac
ttgtgttgaatacttatgtttgtgatggatatttatgtttgtgttggatatttatyg
tttgtgatgatatctgtgatgtatatatgtgatatatgtgatgtatatgtggtatc
ttttgtttgtttggatgaaatataaaaaacaaataaaaaggtgtatactggtcact
ttgccgagtgttacactcggcaaagaggtgctttgacgagtgtcaggggcatggca
ctcggcaaagaaccaagacctgggcaccggtataggttectttgecgagtgtagtgg
ctctgacactcggcaaagaaccacgctttgcggagtgccataccaggcactcaaca
aagtacttgacaaggggacccctctggtggactctttgccgagttectgtcaggcag
acactcggcaaagcgaactgctttgccgagtgtcgcecccggggcactcggcaaagac
tccgtctccatcaccegtcecgcecgtaatggctgttttetttgttgagtgetectcectgg
cactcagcaaaccactttgccgagtgcccgagaaaaagtactcggcaaagacggcet
ttgccgatgcactgtatgccgagecctatttgecgagtgcgacactcggcaaagag
tttgccgagtgtttttaaagctttgccgagtgcttcgggcactcggcaaagecctgce
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gattccggtagtgcttacttgcgcgaagcaaataatgttcgtctagacccgcacaqg
tcgtatgcctatgcgcatgcatgccagtatacatatatacgta

Alineamiento de iniciadores para SNP 1 cromosoma 1 (177pb) (posicién en genoma
63,540,590)

gccaggcatttaaaacct_agtcactaacacaataaat

atgcaacaagtgttcatgtcaatctcttatctgagaatgattgggagacaaacatcgctg
* %k

cgaaaatgtactctctcttcatcggtgcataatgaatgcatggtgtgettgtggt EEbee

<L
_caaagagaagatatggatgctgcaaaggcaattgtgaaaggtttt
Alineamiento de iniciadores para SNP 2 cromosoma 5 (192pb) (posicion en genoma
30,997,717)

cacgtcgttcaggttgggccagcgtagcacgcacctcggcgeccatagectatgg

ggcgccattggctatggcgccgagcaaagggtccaaaaatgacatta

aaattttctaaggtccaaacgtgaatttttttccgagtaagggctaaaatataaaaaatt
*rkk
g

cggtctccctatggtgctggcaccatcgecctgcgatggeccaaagta

-aactcttgattcgctgatattaattttgtcattgattcgctaatattaattttt

Alineamiento de iniciadores para SNP 3 cromosoma 9 (194pb) (posicion en genoma
151,295,233)

cgggcggcggctgatcagaggatggcggagatgttcta_cc

gcacagggtttcgctccaccacctccattgttccecctgcagttgacecctgectcagttceccat

actcctgtgagtatcaaaattgtagttacatgttggtaatgcatctggtataacacatge
*a**

aatctcttctctgtgcagggccaat ctggggc_aagggttc



PCR insilico (http://oenomaize.org/cqi-bin/hgPcr?command=start)

SNP 1

>chrl1:63537210+463537386 177bp TGGTAAAAGTTGGTGCTACATGA
CCCTCCTCATCTCATGGACA
TGGTAAAAGTTGGTGCTACATGAagtcactaacacaataaatatgcaaca
agtgttcatgtcaatctcttatctgagaatgattgggagacaaacatcgc
tgcgaaaatgtactctctcttcatcggtgcataatgaatgcatggtgtgce
ttgtggtTGTCCATGAGATGAGGAGGG

>chrl:63536771+63537370 600bp GCCACGATCTTCCTGAAACC
GACAACCACAAGCACACCAT

GCCACGATCTTCCTGAAACCctgcaaaaaaaaatgctacctacttatctt
gaaggatgctgcaagttcttcaaatatctagttgtcgcaactcacagcetc
agaagctagtatgataaaatgttataaatcttgggctattataagccgtt
tattagtggatgaccccgaagctaaatgaagctatatagcggattatagce
ccgctaagggcttgttcggttatatcctaatccatatggattgaggggga
ttcagagagtttcaatccctagtaagtcaaaatccceccttcaatcecgtatce
aatcccctccaatccatatggattgaaaataaccgaacaagccctaaatt
gtatacggacgcaaaaagattgatctgcctcaaacaactacatataggcg
ttgtagcaggctatagcttcagccaggcatttaaaaccttggtaaaagtt
ggtgctacatgaagtcactaacacaataaatatgcaacaagtgttcatgt
caatctcttatctgagaatgattgggagacaaacatcgctgcgaaaatgt
actctctcttcatcggtgcataatgaatgcATGGTGTGCTTGTGGTTGTC

SNP 2

>chr5:30977770+30977961 192bp CGTCGAGCTGTGTTACCTC
AATCGTGTCAATCGGGCAAG
CGTCGAGCTGTGTTACCTCggcgccattggctatggcgccgagcaaaggg
tccaaaaatgacattaaaattttctaaggtccaaacgtgaatttttttcc
gagtaagggctaaaatataaaaaattcggtctccctatggtgctggcacc
atcgcctgcgatggccaaagtaCTTGCCCGATTGACACGATT

>chr5:30977020430977961 942bp GGCCCTTGGTGCATTGTAAA
AATCGTGTCAATCGGGCAAG

GGCCCTTGGTGCATTGTAAAcCcccacatgcttaagecttgattececgtecte
tcgctaattacaagtgattttaaacattaaataatatactaaaaactgaa
gtacaccatttaaaatattaaaaatatttatatcataaacaaatgattgt



http://genomaize.org/cgi-bin/hgPcr?command=start
http://genomaize.org/cgi-bin/hgTracks?hgsid=254574&db=b73v2&position=chr1:63537210-63537386&hgPcrResult=pack
http://genomaize.org/cgi-bin/hgTracks?hgsid=254574&db=b73v2&position=chr1:63536771-63537370&hgPcrResult=pack
http://genomaize.org/cgi-bin/hgTracks?hgsid=254574&db=b73v2&position=chr5:30977770-30977961&hgPcrResult=pack
http://genomaize.org/cgi-bin/hgTracks?hgsid=254574&db=b73v2&position=chr5:30977020-30977961&hgPcrResult=pack

gttaatcttacattagtagtgatgtacaatgataaattttaattaatatt
aaaaagtataatttcgaatacattagattattggagttttagagtccaaa
atataaatatacttaataaacaaaaagattataattagagtccaaaatat
aaatatacaaggtataaataaacagtgacttgatgattttataaagtact
ttgtacttccatagggtgggttacttatgtgcatggtacttgcgtcacgc
agtttgaataaacaaaaacaaaaaatatctagatgaataaataaatcggt
cacaaaaacaaaaaaaaactagatgaaaaataaatctgggcggacaaatc
agcgacataaacgaaaaattatagacaacaaaaaaacaaattagtgataa
aaaaatacgtccacgatggagcttgaacccacaaccttaaagttaaaagt
cttgcactctaccgactgagctagacatactttgttgttacatatccgag
cccggcgccatagatcttggcgeccgagctcecggtaccacgttggecgceccacyg
tcgttcaggttgggccagcgtagcacgcacctcggcegeccatagectatgg
cgtcgagctgtgttacctcggcgccattggctatggcgccgagcaaaggg
tccaaaaatgacattaaaattttctaaggtccaaacgtgaatttttttcece
gagtaagggctaaaatataaaaaattcggtctccctatggtgctggcacc
atcgcctgcgatggccaaagtaCTTGCCCGATTGACACGATT

SNP 3

>chr2:225183474+225183667 194bp GTACATGCAGAGCCTTGACG
CATGAGGGTTGTTGGATGCC
GTACATGCAGAGCCTTGACGccgcacagggtttcacttcgceccacctececat
tgttccctgcagttgaccctgctcectgttccatactcecctgtgagtatcaaa
attgtagttagatgttggtattgcatctggtataacacatgcaatctctt
ctctgtgcagggccaatctggggtGGCATCCAACAACCCTCATG
>chr4:198815637+4198815830 194bp GTACATGCAGAGCCTTGACG
CATGAGGGTTGTTGGATGCC
GTACATGCAGAGCCTTGACGccgcacagggcatcgcectececgceccacctececat
tgttccctccagttgaccctgetcectettceccatactectgtgagtatcaaa
attgtagttagattttggtaatgcatctggtataacacatgcaatctctt
ctctgtgcagggccaatcttgggcGGCATCCAACAACCCTCcgG
>chr9:151028697+4151028890 194bp GTACATGCAGAGCCTTGACG
CATGAGGGTTGTTGGATGCC
GTACATGCAGAGCCTTGACGccgcacagggtttcgecteccaccaccteccecat
tgttccctgcagttgaccctgectcagttccatactcectgtgagtatcaaa
attgtagttacatgttggtaatgcatctggtataacacatgcaatctctt
ctctgtgcagggccaatctggggcGGCATCCAACAACCCTCATG
>chr1:18882432-18882624 193bp GTACATGCAGAGCCTTGACG
CATGAGGGTTGTTGGATGCC
GTACATGCAGAGCCTTGACGccacacaaggtttcgctccaccacctceccecat
tgttccctacagectgaccctgectcectgttceccatactcecctgtgagtatcaaa



http://genomaize.org/cgi-bin/hgTracks?hgsid=254574&db=b73v2&position=chr2:225183474-225183667&hgPcrResult=pack
http://genomaize.org/cgi-bin/hgTracks?hgsid=254574&db=b73v2&position=chr4:198815637-198815830&hgPcrResult=pack
http://genomaize.org/cgi-bin/hgTracks?hgsid=254574&db=b73v2&position=chr9:151028697-151028890&hgPcrResult=pack
http://genomaize.org/cgi-bin/hgTracks?hgsid=254574&db=b73v2&position=chr1:18882432-18882624&hgPcrResult=pack
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attctagtagatgttggtaatgcatctggcgtaacacatgcaatctcttc
tccgtgcagggacaatctgaggcGGCATCCAACAACCCTLATG
>chr4:226836605-226836798 194bp GTACATGCAGAGCCTTGACG
CATGAGGGTTGTTGGATGCC
aTACATGCAGAGCCTTGACGtcgcacagggttttgctccgeccacctetat
tgttccctacaatggaccctgcectctattccatactcecctgtgagtatcaaa
attgtagttagatgttggtaatgcatctgttataacacatgcaatctctt
ctctgtgcagggctaatctggggcGGCATCCAACAACCCTCATG

>chr9:151028697+151029641 945bp GTACATGCAGAGCCTTGACG
GCAAATAGGGCTCGGCATAC
GTACATGCAGAGCCTTGACGccgcacagggtttcgecteccaccacctececat
tgttccctgcagttgaccctgctcagttccatactcecctgtgagtatcaaa
attgtagttacatgttggtaatgcatctggtataacacatgcaatctctt
ctctgtgcagggccaatctggggcggcatccaacaaccctcatgaagggt
tcagcccaatgcagcaccagtcgaaccgtccacctccatgagtgttatgt
ttttagtgtttagacttcagaacttgtgttgaatacttatgtttgtgttyg
gatacttatgtcagagcttgagacttatgagacttatgtttgtgttggat
acttgtgttgaatacttatgtttgtgatggatatttatgtttgtgttgga
tatttatgtttgtgatgatatctgtgatgtatatatgtgatatatgtgat
gtatatgtggtatcttttgtttgtttggatgaaatataaaaaacaaataa
aaaggtgtatactggtcactttgccgagtgttacactcggcaaagaggtg
ctttgacgagtgtcaggggcatggcactcggcaaagaaccaagacctggg
caccggtataggttctttgccgagtgtagtggctctgacactcggcaaag
aaccacgctttgcggagtgccataccaggcactcaacaaagtacttgaca
aggggacccctctggtggactctttgccgagttctgtcaggcagacactce
ggcaaagcgaactgctttgccgagtgtcgcccggggcactcggcaaagac
tccgtctccatcacccecgtcgeccgtaatggectgttttectttgttgagtgcet
ctctggcactcagcaaaccactttgccgagtgcccgagaaaaagtactecg
gcaaagacggctttgccgatgcactGTATGCCGAGCCCTATTTGC

A continuacion se muestran las figuras de los geles de integridad para las extracciones con

método de Edwards en muestras de hojas y semillas.


http://genomaize.org/cgi-bin/hgTracks?hgsid=254574&db=b73v2&position=chr4:226836605-226836798&hgPcrResult=pack
http://genomaize.org/cgi-bin/hgTracks?hgsid=254574&db=b73v2&position=chr9:151028697-151029641&hgPcrResult=pack
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Figura 1A. Gel de integridad 1% ADN gendmico de hojas de maiz,
extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Muestras: 1: muestra4 , 2: muestra 5, 3: muestra 6, 4: muestra 7, 5muestra 8,
6: muestra 9, 7:muestra 10, 8: Escalera, 9: muestra11, 10: muestra12, 11: muestra 13,
12:muestra 14, 13: muestra 15, 14: muestra 16, 15: muestra 17
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Figura 2A. Gel de integridad 1% ADN genomico de hojas de maiz,
extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Muestras: 1: muestra 18, 2: muestra 19, 3: muestra 20, 4: muestra 21, 5:muestra 22,
6: muestra 23, 7:muestra 24, 8: Escalera, 25, 9: Escalera, 10: muestra 26, 11: muestra
27,12:muestra 28, 13: muestra 29, 14: muestra 30, 15: muestra 31



Figura 3A. Gel de integridad 1% ADN genomico de hojas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos: 1: muestra 39, 2: muestra 32, 3: muestra 33, 4: muestra 34, 5:muestra 35,
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6: muestra 36, 7:muestra 37, 8: muestra38, 9: Escalera, 10: muestra 40, 11: muestra41,

12:muestra 42, 13: muestra 43, 14: muestra44, 15: muestra 45
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Figura 4A. Gel de integridad 1% ADN genomico de hojas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos: 1:/, 2: Escalera, 3: muestra 46, 4: muestra 47, 5:muestra 48,
6: muestra49, 7:muestra 50, 8: muestra 51, 9: muestra 52, 10: muestra 53



Figura 5A. Gel de integridad 1% ADN gendmico de semillas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos: 1: muestra 54, 2: muestra 55, 3: muestra 56, 4: muestra 57, 5:muestra 59,
6:muestra 61, 7:muestra 62, 8: muestra 63, 9: /, 10: muestra 64, 11: muestra 65, 12:
muestras 66, 13: muestra 67, 14: muestra 68, 15: muestra 69



Figura 6A. Gel de integridad 1% ADN gendmico de semillas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos: 1: muestra 70, 2: muestra 71, 3: muestra 72, 4: muestra 73, 5:muestra 74,

6: muestra 75, 7:muestra 76, 8: Escalera, 9: muestra 77, 10: muestra 78, 11: muestra 79,

12: muestra 80, 13: muestra 81, 14: muestra 82, 15: muestra 83
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Figura 7A. Gel de integridad 1% ADN gendmico de semillas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos: 1: muestra 84 , 2: muestra 85, 3: muestra 85, 4: muestra 87, 5:muestra 88,
6: muestra 90, 7: escalera, 8: muestra 91, 9: muestra 92, 10: muestra 93, 11: muestra
94, 12: muestra 95, 13: muestra 97, 14: muestra 98, 15:/
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Figura 8A. Gel de integridad 1% ADN gendmico de semillas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos: 1: muestra 99, 2: muestra 100, 3: muestra 101, 4: muestra 103, 5:muestra 104,

6: muestra 105, 7: escalera, 8: muestra 106, 9: muestra 107, 10: muestra 108,
muestral109, 12: muestra 110, 13: muestra 111, 14: muestra 113, 15: muestra

11:
114
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Figura 9A. Gel de integridad 1% ADN gendmico de semillas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos: 1: muestra 96, 2: muestra 102, 3: muestra 112, 4: muestra 115, 5:muestra 116,
6: muestra 117, 7: muestra 118, 8: escalera, 9: muestra 119, 10: muestra 120, 11:
muestral2l, 12: muestral22, 13: muestra 123, 14: muestra 124, 15: muestra125



Figura 10A. Gel de integridad 1% ADN genomico de semillas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos:1: muestra126, 2: muestra 127, 3: muestra 128, 4: muestra 129, 5:muestra 130,
6: muestra 131, 7: muestra 132, 8: escalera, 9: muestra 133, 10: muestra134, 11:
muestral35, 12: muestra 136, 13: muestra 137, 14: muestra 138, 15: muestra 139
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Figura 11A. Gel de integridad 1% ADN gendmico de semillas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos: E: escalera molecular, 1: muestra 140, 2: muestra 141, 3: muestra 142, 4:
muestra 143, 5:muestra 144, 6: muestra 145, 7: muestra 146, 8: muestra 147, 9:
muestra 148, 10: muestra 149
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Figura 12A. Gel de integridad 1% ADN gendmico de semillas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos:1: muestra 150, 2: muestra 151, 3: muestra 152, 4: muestra 153, 5:muestra 154,
6: muestra 155, 7: escalera, 8: muestra 156, 9: muestra 157, 10: muestra 158, 11:
muestral59, 12: muestra 160, 13: muestra 161, 14: muestra 162, 15: muestra 163
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Figura 13A. Gel de integridad 1% ADN gendmico de semillas de
maiz, extraido con método de Edwards. Peso estimado 10kb.
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Pozos: E: escalera molecular, 1: muestra 164, 2: muestra 165, 3: muestra 166, 4:
muestral67, 5:muestra 168, 6: muestra 169, 7: muestra 170, 8: muestra171
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Figura 14A. Gel de PCR 1% iniciadores SNP 1(8481_82). Tm52°C

L=
b8 -

Muestras: 1: muestral, 2: muestra 2, 3: muestra 3, 4: muestra 58, 5:muestra 60,
6: control negativo



Figura 15A. Gel de PCR 2% iniciadores SNP 1(8481 82). Tm52°C.
Peso estimado entre 200-300pb.

Muestras: 1: muestral, 2: muestra 2, 3: muestra 3, 4: muestra 58, 5:muestra 60,
6: control negativo

Figura 16A. Gel de PCR 2% iniciadores SNP 1(8481 82). Tm54°C. Peso

estimado entre 200-300pb.
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Figura 17A. Gel de touch PCR 2% iniciadores SNP 1(8481_82).
Tm 54°C. Peso estimado para SNP 1 entre 200-300pb.

-

-

Pozos: 1: muestra 1, 2: muestra 3, 3: muestra 57, 4: muestra 64, 5: control negativo, 7:
muestral, 8: muestra 3, 9: muestra 57, 10: muestra 64, 11: control negativo
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Figura 18A. Gel de PCR 2% iniciadores SNP 2(8471 72). Tm52°C.

Pozos: 1: muestra 1, 2: muestra 2, 3: muestra 3, 4: muestra 54, 5:muestra 58, 6:
muestra 59, 7: control negativo

Figura 19A. Gel de PCR 2% iniciadores SNP 2(8471 72). Tm54°C.
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Pozos: 1: muestra 1, 2: muestra 2, 3: muestra 3, 4: muestra 54, 5:muestra 58, 6:
muestra 59, 7: control negativo
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Figura 20A. Gel de PCR 2% iniciadores SNP 2(8471 72y 8473 74). Tm
50°C. Tamario esperado 200-300pb. No se muestran bandas clarasen
muestras esperadas.
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Pozos: 1: muestra 1, 2: muestra 3, 3: muestra 58, 4: muestra 60, 5: control negativo, 7:
muestra 1, 8: muestra 3, 9: muestra 58, 10: muestra 60, 11: control negativo

Figura 21A. Gel de PCR 2% iniciadores SNP 3(8475 76y 8477 78). Tm
54°C. Tamario esperado 200-300pb.
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Pozos: 1: muestra 1, 2: muestra 3, 3: muestra 58, 4: muestra 60, 5: control negativo, 7:
muestral, 8: muestra 3, 9: muestra 58, 10: muestra 60, 11: control negativo



Figura 22A. Gel 2% de productos purificados de PCR. Los pozos9, 10,
11,12, sonamplicones paraSNP 1. Los pozos 3,4, 5, 6,7, 8, son
amplicones para SNP 3. El tamafio estimado es de 200-300pb.

1 BE} 3F TANWSENERNZEN NG 0t 12 13 14 15

Pozos: 1: /, E: escalera molecular, 3: muestra 1, 4: muestra 3, 5:muestra 24,
6:muestra 26, 7: muestra 33, 8: muestra 52, 9: muestra 1 arriba, 10: muestra 1 abajo, 11: muestra 3
arriba, 12: muestra 3 abajo, 13: /, 14: /, 15:/
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Figura 23A. Gel 2% de productos purificados de PCR. Los pozos1, 2, 3,
4,5,6,7,8,son productos re-purificados. Los pozos 9, 10, 11, son
amplicones para SNP 2. El tamafio estimado es de 200-300pb.

6: muestra 52, 7: muestra 1 arriba, 8: muestra 1 abajo, 9: muestra 33, 10: muestra 48, 11: muestra 54,
12: gel, 13: buffer elucién, 14: buffer uniéon



A continuacién se muestra la clasificacion de las muestras trabajadas:

Cuadro 3A. Muestra elegidas aleatoriamente para realizar PCR

Muestras hojas PCR aleatorias
Aleatorio #filas nosetup.org Muestras

3 1
4 3

5 4

7 8
8 9
9 12
10 15
11 19
13 22
14 23
15 24
16 25
17 26
18 27
19 28
21 30
22 31
24 33
26 35
28 37
29 38
32 41
33 42
35 a4
38 47
39 43
42 51
43 52
44 53
45 54




A continuacién se muestra la cuantificacién y pureza de las muestras trabajadas:

Cuadro 4A. Cuantificacion y pureza de todas las muestras

Muestras Concentracion Pureza
método (ng/Wl) (A260/A280)
Edwards

1 15 2.0100
2 14 1.6300
3 22 2.5800
4 24 2.3200
5 16 2.7200
6 18 2.3900
7 6 -
8 19 2.6100
9 31 2.3900
10 0 -
11 4 -
12 30 2.3700
13 9 3.5000
14 14 3.1200
15 27 2.4900
16 3 -
17 17 2.7500
18 17 2.6800
19 19 2.5400
20 19 2.5000
21 10 3.5500
22 19 2.5800
23 22 2.4200
24 20 2.6000
25 17 2.5800
26 510 2.3182
27 1060 2.3297
28 810 2.3478
29 715 2.3065
30 530 2.3043
31 640 2.3273
32 820 2.3768
33 1175 2.3267




Continuacién Cuadro 4A. Cuantificacion y pureza de
todas las muestras

Muestras Concentracion Pureza
método (ng/ul) (A260/A280)
Edwards

34 695 2.3167
35 220 2.3158
36 870 2.2895
37 855 2.3108
38 505 2.3488
39 605 2.3269
40 465 2.2143
41 315 2.3333
42 530 2.3043
43 400 2.2857
44 315 2.1724
45 435 2.2308
46 265 2.3043
47 410 2.2162
48 695 2.3167
49 775 2.2464
50 265 2.1200
51 560 2.2400
52 375 2.2059
53 660 2.2759
54 335 1.9143
55 515 1.6094
56 405 1.5577
57 425 1.7000
58 0 -

58 0 -

59 515 1.8393
60 0 -

60 0 -

61 430 1.8696
62 420 1.8261
63 850 2.0238
64 885 2.0345
65 740 1.9474
66 680 2.1587
67 600 2.0000
68 310 1.5500




Continuacién Cuadro 4A. Cuantificacion y pureza de
todas las muestras

Muestras Concentracion Pureza
método (ng/ul) (A260/A280)
Edwards

69 525 1.3816
70 365 1.8250
71 225 1.5000
72 260 1.5758
73 240 2.0870
74 545 2.0185
75 230 1.5333
76 260 1.8571
77 250 1.4286
78 375 1.7045
79 415 1.7660
80 190 1.7273
81 385 1.5400
82 80 1.3333
83 385 2.2000
84 380 1.4615
85 255 1.4571
86 570 1.5833
87 430 1.6863
88 350 1.4583
89 0 -

90 660 1.8082
91 250 1.9231
92 445 1.8936
93 495 1.5714
94 455 2.0222
95 340 1.3878
96 300 2.0690
97 245 1.4412
98 825 1.8132
99 820 2.1026
100 655 1.7467
101 730 2.1159
101 0 -

102 320 1.4884
103 255 2.2174
103 0 -




Continuacion Cuadro 4A. Cuantificacion y pureza de

todas las muestras

Muestras Concentracion Pureza
método (ng/ul) (A260/A280)
Edwards

104 1540 2.2319
104 0 -

105 215 2.0476
106 605 1.8333
107 140 1.8667
107 0 -

108 400 1.7778
109 0 -

109 180 1.6364
110 710 2.0882
111 320 1.7297
112 540 1.6875
113 770 1.9250
114 250 1.5625
114 0 -

115 420 1.4483
116 510 2.0000
116 0 -

117 275 1.7742
117 0 -

118 140 1.5556
119 455 1.7843
119 0 -

120 310 1.9375
121 420 2.1000
122 610 1.5844
123 420 1.4000
124 465 1.9787
125 770 1.9744
126 200 1.6000
126 0 -

127 340 1.5455
128 385 1.4259
129 520 1.5072
130 365 1.7805
131 220 1.8333
132 410 1.6735
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Continuacién Cuadro 4A. Cuantificacion y pureza de
todas las muestras

Muestras Concentracion Pureza
método (ng/ul) (A260/A280)
Edwards

133 290 1.4146
134 300 2.0000
135 230 2.0909
136 595 1.7246
137 510 1.4366
138 60 1.0000
139 620 1.3778
140 710 1.7750
141 380 1.4074
142 540 1.6615
143 385 1.5400
143 0 -

144 285 1.5405
145 445 1.5345
146 390 1.3684
147 125 1.5625
148 690 2.1231
149 540 1.4400
150 525 1.6667
151 330 2.1290
152 790 1.2951
153 565 1.5479
154 520 1.5522
155 690 2.0597
156 525 1.4000
157 285 2.7143
158 600 1.4458
159 480 1.6000
160 350 1.4000
161 345 1.3800
162 365 1.4314
163 450 1.3433
164 390 1.3000
165 375 1.5625
166 565 1.4125
167 380 1.4340
168 35 1.1667
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Continuacién Cuadro 4A. Cuantificacion y pureza de

Pureza
(A260/A280)
1.4754
1.5846
1.3243

(ng/ul)
450
515
245

todas las muestras
Concentracion

Muestras
método
Edwards

169
170
171

Anexo 5. Resultados de la secuenciacion

Para SNP 1

Muestra 51

Muestra_S51-81_F_a0z2

1

Muestra_S51-81_R_RO2

1

Muestra 33

Ta_33-5n)|

_F_F02

1

_R_FO2

pl

Mugstra_33-5n

Muestra 48

Muestra_48-5n)

_F_GO2

Pl

_R_HO2

pl

Muestra_48-5n

149



Para SNP 3

Muestra 1
Muestra_1-Snp3_F_a01

111566 ASTCTCATED GARCTROACT ©
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1
S T | T T | I Iy w0 ml__aall e ————
111  YWYMTGTGAT ATCACATGTA ATCTCTTCTC TGTGYASGES CAARATGGEG CGS TCm mcmc TG LGGACGGATT TTICCTTHTA 220
m__SNmsl sessSssEEN Seessoss @ 0
221 288
Muesira_1-Snp3_R_BO1
_____________________________ | |
1 ARARGASCOG RAMRWATCAT WGATAESAWG GT 4110

111
O -n amEEE Eam _oeeee T 271
Wuestra_24-Snp3_F_G01
1 ARTAMRCTCR CACCIC 110
111 =z ARasl 1 _ smemmen . ssll o w S8 Sad-meme-- == 163
TCTCTTCT CTGTGTASGE TETEEG GLGAMATLCA ACAACCCTCA TGA
Viuestra_24-Snp3_R_HOL
1 CCEACECGAC CAGAREGARR T 110
T - [ ] -
Ll BEaPRATRGA GGRGGIGHAS O 168
Muesira_26-Snp3_F_a02
____________________ - mm B [ 19 ————— W Ammm mm mBeele oo e o o _mm_.m I I III.I---
1 C3TCATGOTC RCCACAWCCR RTGTTCCCTS CARTTGACLE TRTCTSETCC ACACTCCTET GARTATATSE TGGASATAMT RTTRGTAATG CAIUTGGTAL RACACATGRE 110
111 GICRRTCICL GIGCAGGGLD AATi TIfACT CTRACTERTR 7 161

1 CRTCGYTAGL GAGAGAT[LTGC AYSTG'T'TA%;

111

-1l Ll
A GC TGCCCT GTGCGGCGTC

I |
GGC

Muestra 3

Muesira_3-Snp3_F_C0O1

17z

164

il I DO m
ATGTKIIJGWA TGYATCTGGG ATAACAC

110

PE

14
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Muesira_3-Snp3_R_DO1

____________________ o mmen 0 aen Roonw ol0n o oo o 0elDEO Ainntonen nommon. e ndlonanal 0 0RRGNN wnsn Alet
1 CCATCCGACA GAGAGAGATN GCATGTGTTA TACCAGATGC ATTACMAACK TCTAACTACAK ATTITGATAC TCACAGGAGT GTGGALGAGL GTAGGGTCAL CTGGRGGGAL 110
R (17| I [ ([T I Ry ey P T ' Lea
CAMTGGAGGE GGEGGAGCGL UGCCYTGTGC GGCGTCAAGE CTCTGCATGT Mk
Muestra_3-Snp3_R_F01
_________________ P Sy gt 0 | K111 TR | L1 || A—
1 GASTSTRSITC CCGCTTAANG TCCCCGMGGA GCCCCCCTAC TYGACCECCG RAARATGZAT GTGTTATACC AGATGCATTA CHMAAZATCTA ACTACAATIT TGATACTCAC 110
111 eelommnl BN I Wattliam aloss ed Bn SReRE 0 Nnsnatonnd wnd 0 000 1] [T - Lo%
AGGAGTGTGG MGRG 4G GGTCAACTGG RGGHAL T GGAGGTGGSG GAGCGATGCC CTGTGCGGCG TCAAGGCTCT GCATGTAC
Muestra 33
Muestra_33-Snp3_F_C02
___________________ Lol In.. .. N, i .1l 5 . DREER allx _ai. Hins
1 GCETAMEGCT CRCACCTCCE TTGTTCCCTS CRGTTGACCC TRCTCTJ]STTC MYACTCCTG TGAGTATCAL mGMGTTA GATGTGAGAT ATGYAYCTGT GATAACACAT 110

----------------- | ]
11 GTAATETCTT CTCTGTGYAG GGSCMTCTG GGGCGIMATC CMCMCCCT CiTek 165

Muestra_33-Snp3_F_D0O2

________________________ il el e Wkl b e o amla vl m
1 AMRTCGTEALC CAGAGAGUKR TAKZATGTGL ETATAYCHGE WEMUTTATMA ILTSA STLACT ACAATTTTGE TACTCACAGG AGTGTGGA.AK AGAGCAGGGT CAACTGGRGG 110
PRURT [T JN N N | IO T [y (e 165
GAACAMTGGA GGEGGSGGAG CGRWSCCCTG KEGCGGCGYCA AGGCTCTGCW TGTMC

Anexo 6. Secuencias usadas para BLAST muestras SNP 1:

Muestra 51F
TGTTGGTAAAAGTTGGTGCTACATGAAGTCACTAACACAATAAATATGATGCC
ACTGCCCACAGGACCGAGTTTGTCTACTGTGCTTTCACTGCAACAAGTGTTCAT
GTCAATCTCTTATCTGAGAATGATTGGGAGACAAACATCGCTGCGAAAATGTA
CTCTCTCTTCATCGGTGCATAATGAATGCATTC

Muestra 33F
GCATTCCAATAATATGATGCCACTGCCCACAGGACCGAGTTTGTCTACTGTGCT
TTCACTGCAACAAGTGTTCATGTCAATCTCTTATCTGAGAATGATTGGGAGACA
AACATCGCTGCGAAAATGTACTCTCTCTCTTCATCGGTGCATAATGAATGCATG
GTGTGCTTGTGGTTGTCCATGAGATGAGGAGGAA

Muestra 48F
GSATCCAATAATATGCACAAGTGTTICATGTCAATCTCTTATCTGAGAATGATTG
GGAGACAAACATCGCTGCGAAAATGTACTCTCTCTTCATCGGTGCATAATGAAT
GCATGGTGTGCTTGTGGTTGTCCATGAGATGAGGAGGAA
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BLAS_T entre muestras 51-33

Score Expect Identities Gaps Strand
268 bits(145) 4e-77 153/156(98%) 3/156(1%) Plus/Plus

Query 38 CAATAAATATGATGCCACTGCCCACAGGACCGAGTTTGTCTACTGTGCTTTCACTGCARC 87

Sbijct 7 T=ARTATGATGCCACTGCCCACAGGACCGAGTTTGTCTACTGTGCTTTCACTGCARC 65

Query 98 ARGTGTTCATGTCAATCTCTTATC TGAGARTGATTGGGAGACARACATCGCTGCGARART 157

Sbjct 66 ARGTGTTCATGTCARTCTCTTATC TGAGANTGATTGEGAGACANICA' CGARART 125
fuery 158 GTA==CTCTCTCTTCATCGGTGCATAATGAATGCAT 191

Sbijct 126 GTACTCTCTCTCTTCATCGGTGCATAATGAATGCA

BLAST entre muestras 33-48

Score Expect Identities Gaps Strand
233 bits(126) le-66 134/137(98%) 3/137(2%) Plus/Plus

Query 60 TGCAACAAGTGTTCATGTCAATCTC TTATC TGAGAATGATTGGGAGACARACATCGCTGE 119

Sbjct 14  TGC-ACAAGTGTTCATGTCAATCTCTTATCTGAGAATGATTGGGAGACAMACK 72

Query 120 GAAAATGTACTCTCTCTCTTCATCGGTGCATAM GGTGTGCTTGTGGTT 179
. ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

sbjct 73 A--CTCTCTCTTCATC CTTGTGGT 130

Query 180 CATGAGATGAGGAGGAR 196

Sbijct 131 CATGAGATGAGGAGGAR

BLAST entre muestras 51-48

Score Expect Identities Gaps Strand

178 bits(96) 5e-50 99/100{99%} 1/100(1%) Plus/Plus

Query 92 CALCAAGTETTCATETCAATCTCTTATC TEAGAATGATTEG 151
_ IIIIIIIIII|IIIIII|I|IIIIII|I|IIIIII|IIIIIIIIIII|I|IIIIII

Sbijct 14 ATCTCAATC

Query 152 GRAAATGTACTCTCTCTTCATCGGTGCATAATGAATGCAT 191

Sbject 73 GAAAATGTACTCTCTCTTCATCGGTGCATAATGARTGCAT 112



