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. RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel mundial
y constituye la base de la alimentacién en México, siendo Sinaloa el principal productor
de este cereal a nivel nacional. El contenido de aceite y proteinas de un maiz normal
es de aproximadamente 4.5% y 10%, respectivamente. El programa de mejoramiento
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
desarroll6 maices especializados con alto contenido de aceite (ACA) (6-8%), los cuales
ademas incrementan su contenido de proteinas debido al aumento en el tamafo del
germen. En este sentido, es importante caracterizar estos materiales para obtener
informacion que pueda ser util para el desarrollo de maices hibridos con una mejor
calidad nutricional con respecto a los maices normales. Por ello, el objetivo del
presente estudio fue caracterizar el perfil de aminoacidos y de las principales
fracciones proteinicas de cruzas de maices ACA. Se utilizaron cuatro cruzas de maiz
ACA, dos blancos (PBN85xPBB183, PNB11xPBN84) vy dos amarillos
(CML451/CML486xPAN133 y PAN157xPAB218), asi como el hibrido comercial
Armadillo. Se determind el contenido de proteina total, grasa y almidén, perfil de
aminoacidos y parametros de calidad proteinica como digestibilidad, relacién de
eficiencia proteica calculada (c-PER), calificacién quimica (CQ) y valor biolégico (VB).
Se obtuvieron las fracciones albuminas (agua), globulinas (NaCl 0.5 M), prolaminas
(EtOH 70%) vy glutelinas (Na2B4O7.10H20). Las fracciones se cuantificaron
colorimétricamente, se separaron electroforéticamente (SDS-PAGE) y algunas de las
proteinas se identificaron por espectrometria de masas. El contenido de grasas y
proteinas de los maices ACA varié de 6.53 a 8.5% y de 11.0 a 13.6%, respectivamente,

siendo la cruza PAN157 x PAB218 la que presentd los mayores contenidos en ambas
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caracteristicas comparado con el hibrido comercial (4.36% y 10.6%). Este incremento
de proteina total en los maices ACA resultd en un aumento del contenido de
aminoacidos (g/100 g harina), entre ellos lisina y triptéfano cuyos valores se
incrementaron hasta en un 26% y 33%, respectivamente. También se observé un
aumento considerable en los aminoacidos azufrados metionina y cisteina (hasta un 70
y 40%, respectivamente). La cruza PBN11 x PBN84 presentd los mayores valores de
digestibilidad (80%), c-PER (1.42) y valor biolégico (96.97), lo que correspondié con
un mayor incremento en la proporcién de albuminas y glutelinas que tienen un mejor
balance de aminoacidos esenciales. El perfil electroforético de las fracciones
albuminas y globulinas mostré una mayor acumulacién de algunas proteinas en los
maices ACA con respecto al hibrido comercial, destacando las albuminas lactoil
glutation liasa y ARNr-N-glucosidasa, las globulinas 1 y 2S y una proteina de union a
ARN, las cuales poseen altos contenidos de lisina y triptéfano y podrian estar
contribuyendo al aumento en el contenido de estos aminoacidos esenciales limitantes
en maiz, asi como otros importantes como metionina, cisteina y treonina. Los
resultados indican que algunos maices ACA tienen buenas caracteristicas
nutricionales y sugieren que su introduccidn como alimento podria proporcionar

mejores beneficios a la salud que los maices comerciales.



ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is one of the most important crops worldwide. It is a staple food
in Mexico and the state of Sinaloa is the main producer of this cereal. The lipid and
protein content of normal corn is about 4.5% and 10%, respectively. The breeding
program of the National Institute of Forestry, Crop and Livestock Research (INIFAP)
developed high oil corn (HOC, 6-8%), which also increase their protein content due to
the increase in germ size. Therefore, the characterization of these materials is
important for the development of hybrid corn with a better nutritional quality than normal
hybrids. The objective of the present study was to characterize the amino acid profile
and the main protein fractions of HOC crosses. Two white HOC crosses
(PBN85xPBB183 and PNB11xPBN84) and two yellow ones
(CML451/CML486xPAN133 and PAN157xPAB218) were used, as well as a
commercial hybrid (Armadillo). The content of total protein, fat and starch was
evaluated, as well as the amino acid profiles and the protein quality parameters in vitro
protein digestibility (IVPD), chemical score (CS), calculated protein efficiency ratio (c-
PER) and biological value (BV). Protein fractions were obtained based on their
solubility: albumins (water), globulins (NaCl 0.5 M), prolamins (EtOH 70%) and glutelins
(Na2B4O7.10H20). The fractions were quantified colorimetrically and separated by
electrophoresis (SDS-PAGE); some of the proteins were identified by mass
spectrometry. Fat and protein content in HOC varied from 6.53 to 8.5% and from 11.0
to 13.6%, respectively; the cross PAN157 x PAB218 showed the higher content of both
characteristics compared to the commercial hybrid (4.6% and 10.6%). This increase in
total protein of HOC also increased the amino acid content (g/100 g flour), including

lysine and tryptophan whose content increased 26% and 33%, respectively. A
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considerable increase in sulfur amino acids cysteine (up to 40%) and methionine (up
to 70%) was also observed. The cross PBN11 x PBN84 showed the highest values of
digestibility (80%), c-PER (1.42) and BV (96.97), which corresponded with a greater
increase in the proportion of albumins and glutelins that contain a better balance of
essential amino acids. The electrophoretic profile of the fractions albumins and
globulins showed a greater accumulation of some proteins in HOC compared to the
commercial hybrid, highlighting the albumins lactoylglutathione lyase and RNAr-N-
glucosidase, the globulins 1 and 2S, and a RNA binding protein, which contain high
proportions of lysine and tryptophan and they may be contributing to the increase of
these essential amino acids in corn; they may be also contributing other important
amino acids such as methionine, cysteine and threonine. The results indicate that some
HOC crosses have good nutritional characteristics. The introduction of these materials

could provide better health benefits than the commercial corn.



IIl. INTRODUCCION

El maiz es un cultivo anual de alta productividad y excepcional adaptabilidad
geografica que ha favorecido dispersién por todo el mundo. Es uno de los cereales
mas importantes ya que se utiliza para la alimentacion humana y animal, asi como
materia prima en una amplia gama de aplicaciones industriales, desde el
procesamiento de alimentos hasta la fabricacion de etanol (Singh y col 2014).

La investigaciéon de maiz en el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) contribuye al desarrollo de genotipos mejorados
competitivos que por sus caracteristicas proporcionan un valor agregado al productor
de grano, al industrial y al consumidor, ya sea por su productividad o calidad (Estrada
y col 2008). Un maiz de especialidad es un maiz desarrollado y utilizado para fines
especificos. El maiz de calidad proteinica (QPM), el maiz dulce y el maiz con alto
contenido de aceite (ACA) son algunos de los maices especializados mas importantes
que se cultivan en todo el mundo. Estos maices se consideran mejores en
comparacién con el maiz normal en muchas caracteristicas nutricionales y de calidad
(Sanjeev y col 2014).

El maiz normal es rico en almidon (72%) y contiene alrededor del 4% de aceite,
mientras que el maiz ACA contiene mas del 6% de aceite y también posee una mayor
concentracion de proteinas, debido al incremento en el tamafio del germen que
contiene 33% de aceite y 18% de proteinas (Singh y col 2014).

Los maices ACA incrementan el contenido y la calidad de las proteinas (Singh y
col 2014). La calidad nutricional de una proteina se define generalmente con base en
su digestibilidad y la proporcién de aminoacidos esenciales para el ser humano

(Moughan 2005). La calidad de las proteinas en maiz se ve limitada por la deficiencia
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de algunos aminoacidos esenciales como lisina y triptéfano, pero contiene cantidades
importantes de metionina (Barboza y col 2005). Por lo tanto, es de gran importancia
caracterizar estos maices en cuanto a su composicion de proteinas y aminoacidos, lo
cual es de gran utilidad para conocer su valor nutricional, ademas del alto contenido
de aceite. En el caso particular de los maices ACA, existe poca informacién acerca de
su calidad proteinica y se desconoce cuales son las principales proteinas que se ven
incrementadas y contribuyen al mayor contenido de aminoacidos en el grano. El
objetivo del presente estudio fue caracterizar el perfil de aminoacidos y de las
principales fracciones proteinicas de cruzas de maices ACA desarrollados por le

INIFAP.



lll. REVISION DE LITERATURA

A. GENERALIDADES DEL MAiz
1. Origen

El maiz (Zea mays L.) tiene su origen en Centroamérica, especificamente en
México, ya que estudios arqueoldgicos en el Valle de Tehuacan reportan que los
primeros cultivos de este cereal ocurrieron alrededor de 7,000 A.C. Algunas teorias
basadas en estudios moleculares indican que el maiz es descendiente de la especie
Zea mays spp. parviglumis, comunmente conocido como Teosinte (Carvalho y col
2018) un “pasto” silvestre que pertenece a la familia de las gramineas (Benitez-
Cardoza 2006).

El maiz fue llevado primeramente a Espana por los exploradores a finales del siglo
X, desde donde se difundié a climas mas calidos del Mediterraneo y de ahi a Europa
septentrional. Coldn lo descubrié por primera vez en la isla de Cuba en octubre de
1492; los comerciantes Portugueses lo llevaron a Africa a principios del siglo XVI,
mientras que los comerciantes Arabes y Portugueses lo llevaron a Asia, aunque
también es probable que se haya introducido mediante comerciantes que utilizaban la
ruta de la seda por el Himalaya. En menos de 300 afios se establecié como uno de los

cultivos mas importantes (Sanchez-Ortega y Pérez-Urria 2014).

2. Taxonomia y descripcion botanica

El maiz pertenece al reino Plantae, divisidn Magnoliophyta, clase Liliopsida, orden
Poales, familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribu Maydeae, género Zea y
especies Zea mays L. Los estudios publicados reconocen cinco especies del género

Zea: Zeadiploperennis; Zeaperennis; Zealuxurianos; Zeanicaraguensise; y Zea mays
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L. Las cuatro subespecies reconocidas de Zea mays L. son: Zea mays L. ssp.
huehuetenangensis; Zea mays L. ssp. mexicana; Zea mays L. ssp. parviglumis; y el
maiz cultivado Zea mays L. ssp. mays (Carvalho y col 2018).

Los cereales en general se adaptan a diversas condiciones climaticas. Sin
embargo, especificamente en las plantas de maiz, el rendimiento depende de las
condiciones climaticas en las que estas crecen, como lo son la humedad relativa, la
temperatura y la disponibilidad de agua (Urango 2018). En el maiz, el sistema radicular
puede extenderse de 1.5 a 3 metros de largo. Las raices son seminales (primarias) y
laterales (adventicias), su tallo es cilindrico, formado por nudos rigidos y entrenudos
con interior denso. Las hojas se disponen alternativamente alrededor del tallo y
presentan nervaduras paralelas con una raya rigida en el centro, el limbo es largo,
ancho y plano con presencia de pelos y ligulas. Las hojas son largas, lanceoladas,
alternas y paralelinervias. Se localizan abrazadas al tallo y por el haz demuestra
vellosidades. Los extremos de las hojas son muy afilados y cortantes (Carvalho y col
2018).

Las flores del maiz son monoicas en las que las flores masculinas y femeninas se
ubican en diferentes inflorescencias en un mismo tallo (Hasanudin y col 2012). La
inflorescencia masculina (espiga) se encuentran en la parte superior de la planta y es
la que produce polen, mientras que, en las axilas de las hojas nace la inflorescencia
femenina, conocida como mazorca, que incluye el eje central o «coronta» y donde se
insertan las flores que daran origen a los granos. Estos son de formas y colores muy

variables, entre blanco, amarillo, rojo, gris y morado (Fries y Tapia 2007).



3. Estadisticas de produccion

En términos de produccion global, los cuatro cultivos mas importantes son cafia de
azucar, trigo, arroz y maiz (Martinez-Romero y Leyva-Galan 2014). De acuerdo con la
FAO, la produccion mundial de maiz en el ano 2022 fue de 1,163,497,383.13
toneladas, siendo Estados Unidos de América el principal pais productor que aporté
aproximadamente el 30% del maiz producido a nivel mundial, mientras que México
ocupo el séptimo lugar con una produccion total de 26,625,693 toneladas (Cuadro 1)
(FAOSTAT 2024). A nivel nacional, Sinaloa es el principal estado productor de maiz
contribuyendo con un 20% del total en el afio 2022, seguido de Jalisco y Michoacan

que aportaron un 15y 8%, respectivamente (Cuadro 2) (SIAP 2024).

4. Estructura y composicién quimica del grano de maiz

El grano de maiz es una caridpside ya que cada grano contiene el revestimiento
de la semilla, o cubierta seminal, y la semilla, donde se observan también las cuatro
estructuras fisicas fundamentales del grano: el pericarpio (conocido también como
cascara o salvado), el endospermo, el germen también conocido como embrion vy el
pedicelo (tejido inerte mediante el cual se unen el grano y el olote) (Figura 1) (FAO
1993).

En cuanto a la composicion del grano, el endospermo ocupa entre 82 y 84% de la
masa seca del grano entero, seguido del germen (10-12%), pericarpio (5-6%) y
pedicelo (1%) (Ai y Jane 2016).

Las tres principales estructuras del grano (pericarpio, germen y endospermo)
tienen funciones diferentes. El germen sirve de almacenamiento tanto de nutrientes

como de hormonas que son movilizados durante la etapa inicial de germinacion.
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Cuadro 1. Principales paises productores de maiz en el afio 2022

Pais Produccién
(Ton)
Estados Unidos de América 348,750,930
China 277,415,553
Brasil 109,420,717
Argentina 59,037,179
Union Europea 52,970,670
India 33,729,540
México 26,625,693
Ucrania 26,186,930
Sur Africa 16,474,920
Canada 14,538,878
Otros 198,346,373
FAOSTAT (2024)
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Cuadro 2. Principales estados productores de maiz en México en el afio 2022

Estado Produccién
(Ton)
Sinaloa 5,309,195.07
Jalisco 3,984,289.04
Michoacan 2,093,142.37
Guanajuato 1,898,924.59
México 1,779,468.40
Chihuahua 1,731,210.97
Guerrero 1,490,519.35
Chiapas 1,379,252.44
Veracruz 1,353,531.25
Otros 5,533,705.82
SIAP (2024)
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Seccion Longitudinal

Figura 1. Corte longitudinal del grano de maiz.

Adaptada de Ai y Jane (2016).
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Esta estructura, corresponde al primer tejido de reserva del grano de maiz. Por otro
lado, las funciones principales del pericarpio son la distribucién de agua y nutrientes
durante la etapa de germinacion. Ademas, ofrece proteccion al grano, ya sea de
agentes bidticos externos o de la pérdida de humedad. Por ultimo, el endospermo
constituye la principal reserva del grano (Ramirez de Leén 2016).

El pericarpio esta dividido en cuatro capas delgadas que son epicarpio,
mesocarpio, células cruzadas y células tubulares. La capa mas externa que cubre al
grano es el epicarpio, el cual esta compuesto de células de paredes gruesas. Por otro
lado, se conoce como mesocarpio a las capas que estan constituidas por pocas
células, donde la ultima capa mas externa, es la mas gruesa, llegando a ser similar a
la capa del epicarpio. Esto a diferencia de las células internas, las cuales son planas y
de paredes delgadas. En relacion con las células cruzadas, son capas de células
delgadas y cuenta con muchos espacios intercelulares. Por ultimo, las células
tubulares son capas de células largas paralelas, las cuales no cuentan con
ramificaciones (FAO 1993).

En cuanto al endospermo, éste esta compuesto por tres tipos de células que son
endospermo corneo, endospermo harinoso y la capa de aleurona. Esta ultima contiene
vitaminas y minerales, asi como proteina y aceite. Por otro lado, el endospermo corneo
estd formado por células que son de forma irregular y alargadas, a diferencia del
endospermo harinoso el cual esta localizado en la parte central del grano de maiz,
formado de células de mayor tamafio en comparacion con las demas células que
componen el endospermo.

Por otro lado, el germen, que también recibe el nombre de embridén, esta

conformado por el escutelo y el eje embrionario. El primero, es un érgano que se
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encarga de la alimentacion del germen en la etapa de germinacion. En cambio, el eje
embrionario esta constituido por una plumula, conformada de cinco a seis hojas y una
radicula.

Existen diferentes factores que pueden afectar tanto la composicion dentro del
grano como la composicion entre las diferentes variedades. Estos factores pueden ser
la variedad, la edad de la planta, antecedentes genéticos y la ubicacion geografica.
Debido a esto, el analisis nutricional del grano de maiz debe considerarse una
cantidad numérica estimada en lugar de una cantidad constante (Nuss y Tanumihardjo
2010).

En general, los granos de maiz son una excelente fuente de carbohidratos,
grasas, proteinas e importantes vitaminas y minerales. Ademas, el maiz también
presenta el mayor contenido energético de todos los cereales (3,350 kcal/kg). Casi
el 80% de los minerales de un grano se encuentran en el germen, mientras que el
endospermo contiene menos del 1%. El germen también contiene vitamina E, la cual
es un buen antioxidante (Kaul y col 2019). Aunque el maiz es deficiente en calcio,
hierro y acido fdlico, asi como vitamina B12 y C, éste otorga muchas de las fibras,
vitaminas B y minerales esenciales (Ranum y col 2014)

El almidon y otros polisacaridos, las proteinas y los lipidos se distribuyen de forma
heterogénea en el grano de maiz (Cuadro 3) (Aiy Jane 2016). El almidon es el principal
constituyente, con un total de 72% bs. En cuanto a los azucares varian de 1% a 3%,
siendo sacarosa el componente principal, mientras que maltosa, glucosa, fructosa y
rafinosa se encuentran en cantidades mas pequenas. La fibra cruda constituye

aproximadamente el 7% de la composicion total del grano.
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Cuadro 3. Composicién quimica de las principales partes del grano de maiz

Componente Quimico Pericarpio Endospermo Germen
Almidén 7.3 87.6 8.3
Azucares 0.34 0.62 10.8

Fibra Cruda 86.7 2.7 8.8
Proteina 3.7 8.0 18.4

Los valores estan expresados en %. Adaptado de Nuss y Tanumihardjo (2010).
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En las variedades comunes de maiz, el porcentaje de fibra insoluble es generalmente
del 12%, mientras que la fibra soluble es inferior al 2%. Contienen aproximadamente
un 10% de proteina, que se distribuye principalmente entre el endospermo y el germen.
La grasa en forma de aceite es el tercer componente nutricional mas grande del grano,
con un rango de 3.5% a 6% del peso total con un promedio de 4.5% (Nuss y
Tanumihardjo 2010).

El endospermo del grano esta constituido en un 88% de almidén, 1% de aceite y
8% de proteina, mientras que en el embrion se encuentra un 8% de almidén, 33% de

aceite y 18% de proteina (Coutifio-Estrada y col 2008).

B. PROTEINAS DE ALMACENAMIENTO

El contenido promedio de proteinas en el grano de maiz es de 10%. Estas se
clasifican en cuatro tipos de acuerdo a su solubilidad: albuminas (solubles en agua),
globulinas (solubles en soluciones de sales), prolaminas (solubles en soluciones
alcohdlicas) y glutelinas (solubles en soluciones alcalinas o acidas diluidas) (Paredes
Lopez y col 2009).

Las prolaminas son las principales proteinas del endospermo de maiz y reciben el
nombre de zeinas, mientras que las glutelinas se encuentran en la matriz proteinica
de esta misma estructura. Por el contrario, las proteinas del germen son casi en su
totalidad albuminas y globulinas (Paredes Lépez y col 2009). Las albuminas y las
globulinas regulan y controlan el metabolismo de los granos, mientras que las
prolaminas y glutelinas almacenan el nitrégeno necesario para la germinacion de las

semillas. En términos cuantitativos, las proteinas de grano de maiz estan compuestas
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mayoritariamente por prolaminas o zeinas (40%), seguido de glutelinas (30%),

encontrandose en menor cantidad globulinas y albuminas (5%) (Diaz-Gémez 2017).

1. Prolaminas

Alrededor del 60-70% del total de proteinas en el endospermo corresponden a las
prolaminas o zeinas; siendo su principal y unica funcion la de almacenar nitrégeno
para la germinacion del embrién (Hernandez-Espinosa y col 2015). Este tipo de
proteinas tienen como funcién el almacenamiento de azufre, carbono y de nitrogeno,
esto con el fin de aportar estos elementos que son de importancia para la semilla
cuando esta en la etapa de germinacion (Prasanna y col 2001). En la fraccion de
prolaminas, los aminoacidos que se encuentran en mayor proporcién son alanina,
leucina, glutamato y prolina (Diaz-Gémez 2017).

Se han descrito cuatro tipos de zeinas: a-, B-, y- y 8-, cada una con diferencias de
peso molecular, secuencia de aminoacidos y solubilidad (Figura 2) (Larkins y col 2017).
Las a-zeinas son la sufraccidn de zeinas mas abundantes y predominan dos grupos
con pesos moleculares de 22 kDa y 19 kDa. Esta subfracciéon es la de mayor
importancia dentro de la fraccion de zeinas ya que almacena la cantidad predominante
de nitrégeno (Diaz-Gémez 2017); sin embargo, las a-zeinas carecen del aminoacido
lisina (Ramirez de Ledn 2016). En cuanto a la subfraccidn y-zeina, la segunda mas
abundante, la banda de mayor acumulacion es la y-zeina de 27 kDa, seguida de las y-
zeinas de 16 kDa, mientras que la menos abundante es la de 50 kDa (Woo y col 2001).
Esta fraccion es rica en azufre, presenta una region conservada de residuos de
cisteina que permite la formacién de enlaces disulfuro entre cadenas (Larkins y col

2017).
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Figura 2. Separacion electroforética (SDS-PAGE) de las diferentes fracciones de
zeinas. Las diferentes clases y sus respectivos pesos moleculares aparentes se
indican a la derecha.

Tomada de Woo y col (2001).



Las dos prolaminas de maiz mas pequefias son ricas en metionina y se conocen
como By © zeina. La subfraccion B-zeina presenta una banda de alrededor de 15 kDa,
mientras que dos polipéptidos de 18 y 10 kDa pertenecen a la clase 6-zeina (Coleman

y Larkins 1999).

2, Glutelinas

Las glutelinas son proteinas con pesos moleculares de 10, 15, 18 y 27 kDa, las
cuales estan presentes en los cuerpos proteinicos junto con las zeinas. Su funcién y
composicion de aminoacidos es similar a la de las zeinas (Diaz-Gémez 2017). Sin
embargo, las glutelinas poseen un mejor balance de aminoacidos en comparacién con
las zeinas (Ramirez de Ledn 2016). Se han encontrado ademas glutelinas de 35, 43,

48, 52, 84,92 y 100 kDa (Yau y col 1999).

3. Albuminas

Las albuminas son solubles en agua y en soluciones salinas muy diluidas. Estas
proteinas fueron definidas como un grupo cuando Youle y Huang (1981) aislaron y
caracterizaron fracciones de albuminas 2S de semillas de 12 especies. Poseen en
general pesos moleculares inferiores a 100 kDa (Linares-Gonzales 2014).

En cuanto a su estructura, éstas tienen forma esférica o globular. Algunos
componentes de la albumina 2S han presentado actividades biolégicas como
inhibidores de proteasas y ademas como proteinas de defensa, aunque se ha
encontrado que la principal funcion es sin duda alguna de reserva (Svendsen y col

1994; Genov y col 1997).
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En cuanto a su composicidon, las albuminas presentan altos contenidos de
aminoacidos como glutamato, alanina, glicina y lisina, entre otros; pero un bajo
contenido de cisteina, metionina y fenilalanina (Cuadro 4) en comparacién con las

otras fracciones.

4. Globulinas

Las globulinas contribuyen tanto a la calidad nutricional de los granos como a las
propiedades funcionales de éstos (Peralta 2004). En maiz, las globulinas se clasifican
en globulina-1 (GLB1), la proteina de almacenamiento mas abundante en los
embriones, seguida de la globulina-2 (GLB2). Ambas globulinas se degradan
rapidamente en las primeras etapas de la germinacion de las semillas para
proporcionar una fuente de nitrdgeno y carbono para el desarrollo de las plantulas.
Segun su separacion mediante SDS-PAGE (Figura 3), los componentes principales de
las globulinas del embrion de maiz son polipéptidos de 23, 26, 45 y 63 kDa (Ning y col
2017).

Esta fraccion de proteinas contiene altas cantidades de aminoacidos como
arginina, acido glutamico, glutamina, acido aspartico y asparagina (Kriz 1989; Mouzo
y col 2018). La composicién de aminoacidos de las globulinas se considera de gran
importancia, ya que son proteinas de almacenamiento que suministran nitrégeno para
la germinacién, pero contienen una baja cantidad de aminoacidos azufrados, lo que
puede ser un factor limitante en su valor nutricional (Youle y Anthony 1981; Mouzo y

col 2018).
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Cuadro 4. Composicion de aminoacidos de las fracciones de albuminas, globulinas,

prolaminas y glutelinas en el endospermo de maiz.

Aminoacidos’ Albuminas Globulinas Prolaminas Glutelinas
minoacidos

Ac. Aspartico Asp 8.2 8.6 3.6 7.3
Ac. Glutamico Glu 12.3 11.6 19.2 14 .1
Alanina Ala 11.0 10.4 121 8.6
Arginina Arg 5.3 5.5 1.6 4.2
Cisteina Cys 0.2 1.2 1.7 14
Fenilalanina Phe 3.3 3.6 3.5 3.3
Glicina Gly 10.1 11.3 5.2 8.5
Histidina His 1.9 2.0 1.6 3.5
Isoleucina lle 4.4 4.1 2.7 4.2
Leucina Leu 9.3 8.1 14.6 9.1
Lisina Lys 54 5.0 0.1 4.7
Metionina Met 1.3 1.2 5.6 1.7
Prolina Pro 6.9 7.4 12.6 9.6
Serina Ser 5.6 5.6 5.0 5.2
Tirosina Tyr 2.5 2.6 4.2 2.8
Treonina Thr 5.0 4.9 29 4.3
Valina Val 71 7.0 3.8 7.4

"Valores expresados en g/ 100 g de proteina.

Sodek y Wilson (1971)
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Figura 3. Perfil electroforético (SDS-PAGE) de globulinas del embriéon de maiz. Los
pesos moleculares de marcadores pretenidos se muestran a la izquierda. La identidad
de las principales proteinas se indica a la derecha.

Tomada de Ning y col (2017).
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C. CALIDAD PROTEINICA

La calidad de la proteina depende de la proporcion de aminoacidos indispensables
que contiene en relacion a los requerimientos de las personas, asi como de la
biodisponibilidad de los mismos, término que se refiere a la capacidad para incorporar
los aminoacidos de la dieta a las estructuras corporales y que puede verse afectado
tanto por una mala digestion como por una absorcion incompleta (Badui Dergal 2006).
Entre los factores que determinan la calidad de la proteina se encuentran la
digestibilidad, la disponibilidad y el patron de aminoacidos (Stipanuk y Caudill 2019).

El factor de mayor importancia es el patrén de aminoacidos, ya que usualmente la
calidad de la proteina es mayor mientras mas cerca esté la proteina de cubrir los
requerimientos diarios de aminoacidos. Con el patron de aminoacidos se puede
determinar el valor biolégico de una proteina, tomando en cuenta el aminoacido
esencial que se encuentre en una menor concentracién tomando en cuenta los
requerimientos diarios, siendo este el aminoacido limitante (Stipanuk y Caudill 2018).
Asimismo, la determinacion de la calificacion quimica es posible a través del patron de
aminoacidos. La calificacién quimica es igualmente una manera de determinar la
calidad de una proteina (Reyes-Moreno y col 2014).

Otro factor que influye en la determinacion de la calidad proteinica es la relacién
de eficiencia de proteina calculada (c-PER), la cual es una técnica in vitro que relaciona
la concentracibn de aminoacidos esenciales de la proteina problema con los
aminoacidos esenciales de la caseina, la cual es utilizada como una proteina de
referencia (Ayala-Rodriguez y col 2009).

Sin embargo, la calidad de las proteinas del maiz es inferior ya que los aminoacidos

esenciales contenidos en éstas no son suficientes para los requerimientos diarios.
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Dentro de los aminoacidos esenciales en el maiz, el aminoacido limitante de mayor
importancia nutricional es lisina, seguido de triptéfano (Prasanna y col 2001). Debido
a la deficiencia en estos dos aminoacidos esenciales de gran importancia nutricional,
las personas que llevan una dieta rica en maiz pueden presentar una condicion que se
conoce como desnutricion humeda. Esta condicién se produce debido al consumo de
proteinas con baja calidad, que aunque se cumpla con el requerimiento calérico diario,
no se cumple con el requerimiento de aminoacidos (Reddy y col 2012).

Con el fin de conocer la calidad de las proteinas del maiz se ha determinado el
patrén de aminoacidos esenciales, encontrando que las prolaminas (zeinas) son
deficientes en lisina y triptéfano. Otro aspecto importante de la calidad de la proteina
del maiz es su alto contenido de leucina y bajo contenido de isoleucina, desbalance
que provoca que el valor biolégico de la proteina disminuya (Paredes Lépez y col
2009).

La deficiencia de lisina y triptéfano en la proteina del maiz se evidencié desde hace
varias décadas. El descubrimiento del gen opaco-2 y su asociacién con un mayor
contenido de lisina y triptéfano en el maiz ha permito el desarrollo de materiales como
el maiz de calidad proteinica (QPM, por sus siglas en inglés, Quality Protein Maize), el
cual presenta el doble de contenido de lisina y triptofano comparado con el maiz
normal. Este maiz fue creado por la introgresion de multiples modificadores 02 (mo2),
disminuyendo las caracteristicas negativas del grano opaco2 y manteniendo la calidad
proteinica (Vasal 2000; Prasanna y col 2001). El valor biolégico de las proteinas de los
maices QPM y opacoZ2 es del 90% comparado con un 40% en el maiz normal. Esto es
posible debido a la reduccion de los niveles de prolaminas (zeinas) en QPM, lo que

compensado con el incremento en proteinas de tipo no zeinas las cuales son ricas en
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los aminoacidos lisina y triptéfano y presentan menores cantidades de leucina
comparado con el maiz normal (Cuadro 5).

La utilizacion biolégica de una proteina no solo depende de su composicion de
aminoacidos sino también de su digestibilidad. Su estructura puede influir en la
disponibilidad de los aminoacidos que ésta contiene. Las zeinas, son proteinas
hidrofobicas, agregadas en cuerpos proteinicos insolubles en agua y se ha demostrado
que son proteinas de baja digestibilidad por proteasas como pepsina y
tripsina/quimotripsina en harinas de maiz cocinado y sin cocinar. Es por ello que
maices con bajos contenidos de esta fraccion de proteinas y un aumento en proteinas
de tipo no zeinas presentan mejor digestibilidad, como es el caso de la mutante opaco-

2y maiz QPM (Kriz y Larkins 2009).

D. MAIZ CON ALTO CONTENIDO DE ACEITE
1. Desarrollo

El maiz es una fuente importante de energia en la nutricibn humana y animal por
su alto contenido de carbohidratos. Un maiz normal contiene ademas
aproximadamente un 10% de proteinas y un 4.5% de aceite, acumulandose este ultimo
principalmente en el germen (Paji¢ 2007).

La necesidad de maices especializados para aplicaciones industriales dio lugar a
proyectos dirigidos al aumento del contenido de aceite en el grano (Paji¢ 2007). El
experimento de seleccién a largo plazo de aceite y proteina en maiz fue iniciado en la
Universidad de lllinois en 1896 por C. G. Hopkins. El objetivo inicial de dicho trabajo
fue determinar si la composicion quimica del grano de maiz podia cambiarse mediante

seleccion y ha continuado por mas de 100 anos (Dudley y Lambert 2004).
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Cuadro 5. Contenido de proteina y aminoacidos en maiz normal, opaco2 y maiz de

calidad proteinica (QPM).

Tipo de Maiz
Normal Opaco-2 QPM

Contenido total de proteina (%) 9.1 8.9 9.8
Fracciones (%)

Albumina + Globulina 6.2 20.6 15.5

Prolaminas 39.2 8.1 104

Glutelinas 22.7 42.2 36.6
Aminoacidos (g/100 g proteina)
Arginina 5.6 6.62 6.73
Histidina 3.07 3.48 3.77
Isoleucina 3.76 3.37 3.26
Leucina 12.52 8.98 9.28
Lisina 3.40 4.49 4.08
Metionina 1.73 1.57 1.73
Fenilalanina 5.16 4.38 4.18
Treonina 3.84 3.59 3.67
Triptéfano 0.59 0.73 0.75
Valina 5.05 5.39 5.30

Adaptada de Serna-Saldivar y Rooney (1994)

26



A través de los programas de mejoramiento genético de maiz realizados por la
Universidad de lllinois se logré incrementar el contenido de aceite en el grano en
niveles que van desde 6 hasta 8%. Este incremento se debié al aumento logrado en la
proporcion del germen en el grano por lo que también se obtuvo un incremento de
0.38% de proteina cruda por cada unidad de incremento en aceite (Elliott y col 1993).

El programa de mejoramiento de maiz con alto contenido de aceite, iniciado a
finales de la década de 1940, desarrollé varias lineas endogamicas con alto contenido
de aceite, las cuales no fueron liberadas debido a la falta de un mercado para el
producto (Lambert 2001). En otro estudio, la concentracidon de aceite del maiz lllinois
High Oil (IHO) alcanzo el 20.37% después de 100 generaciones de seleccion (Dudley
y Lambert 2004). En otro experimento de seleccion de lllinois el porcentaje de aceite
en la variedad de polinizacion abierta Burr's White aument6 en un 22% después de 90
generaciones de seleccion. En Alexho Synthetic, el porcentaje de aceite llegd a 22%
en solo 25 generaciones (Paliwal y col 2001).

En cuanto a la calidad nutricional del maiz en México, el gobierno mostro iniciativa
y compromiso en la promocion y difusién de variedades e hibridos de maiz QPM,
resultando en un acuerdo de cooperacion con el Centro Internacional de Mejoramiento
de Maiz y Trigo (CIMMYT) (Lambert 2001).

Sin embargo, la falta de una politica publica no ha permitido el uso de este tipo de
maices. A su vez, el Programa de Mejoramiento Genético de Maiz del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ha trabajado
durante varias décadas en el desarrollo de hibridos de maiz ACA, QPM y hasta
pigmentados, con el objetivo de satisfacer la demanda industrial y ofrecer alternativas

para el desarrollo de productos alimenticios con alto valor agregado (Vazquez-Carrillo
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y col 2018). Se han realizado diversos trabajos en los hibridos de maiz ACA de INIFAP
(Vazquez-Carrillo y col 2014) (Preciado-Ortiz y col 2013) con el objetivo de evaluar las
propiedades fisicas del grano, el contenido de aceite, el perfil de acidos grasos,
capacidad antioxidante y otras propiedades. Dentro de los resultados obtenidos, el
contenido de aceite en los granos aumenté y mostraron una correlacion con el tamano

del germen.

2, Importancia y usos

El consumo directo de variedades ACA podria ejercer efectos nutricionales
positivos en humanos (Zhang y col 2015). El aumento del contenido de aceite del grano
mejora aun mas su valor nutricional, debido en gran parte al aumento de la energia
metabolizable. Ademas, el maiz con alto contenido de aceite generalmente tiene mas
proteinas, lisina y carotenoides que el maiz convencional (Val y col 2009).

Un componente importante de los hibridos de maiz con alto contenido de aceite
son los niveles de vitamina E o tocoferol, lo que ayuda a proteger los enlaces quimicos
dobles de la oxidacién en el aceite de maiz. Dado que la vitamina E es soluble en
aceite y previene la autooxidacion, un aumento en el contenido de vitamina E podria
aumentar la vida util del aceite de maiz. Asimismo, la vitamina E es un componente
esencial en la dieta animal y estd tomando gran relevancia en la dieta humana
(Lambert 2001). De igual manera, los hibridos de maiz con alto contenido de aceite
suelen tener una mayor proporcion de pigmentos amarillos (carotenoides, xantofilas,
etc.), que son benéficos en la alimentacién de las aves de corral y desempenan
importantes funciones bioldgicas en la humanidad (Singh y col 2014). Ademas, estos

maices presentan ciertas ventajas en la nutricion de animales y humanos, asi como
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en el procesamiento industrial debido a que a partir de ellos se obtienen mayores
cantidades de aceite (Paji¢ 2007).

Los maices con alto contenido de aceite se utilizan principalmente en la industria
aceitera (Nora 1999), aunque también ha aumentado su produccion para la
alimentaciéon animal, ya que tienen mas energia que el maiz tradicional y puede
reemplazar algunas fuentes de grasas y proteinas de mayor precio (Sreckov y col
2011).

Debido a que el valor energético del aceite es mas alto que el del almiddn, este
tipo de hibrido representa un uso potencial para la industria de alimentos balanceados
para incrementar el aporte calorico de aves, cerdos, vacas lecheras y ovinos, y para
obtener muchos otros productos a través de diversos procesos industriales (Lambert
2001).

De igual manera se han realizado estudios para implementar el uso de estos
maices ACA en la elaboracion de tortilla, evaluando las propiedades fisicas, térmicas
y reoldgicas de grano, masa y tortillas. En este sentido, Vazquez-Carrillo y col (2014)
analizaron 3 hibridos ACA, uno QPM, un maiz amarillo y 3 hibridos comerciales
encontrando que uno de los maices ACA fue el que presento el mayor rendimiento del
grano y de manera general todos estos maices presentaron buenas caracteristicas
para la industria de masa fresca en la elaboracién de tortillas, reteniendo un mayor
contenido de agua y mostrando la mayor suavidad en las tortillas después de 24 h de
almacenamiento. Esto debido al mayor contenido de aceite en estos maices y la
formacion del complejo amilosa-lipidos el cual inhibe la retrogradacion, lo que da como

resultado tortillas menos duras (Vazquez-Carrillo y col 2014).
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3. Composicion quimica

El maiz con alto contenido de aceite se diferencia del maiz normal con respecto a
la anatomia y composicién del grano (Singh y col 2014). Un maiz ACA tiene mayor
tamano de germen, lo cual se refleja en un mayor contenido de aceite, aminoacidos y
proteinas (Cuadro 6) (Han y col 1987; Tongming 2001).

El contenido de aceite en maices oscila normalmente alrededor del 4% para el
maiz convencional y entre 6 a 13.0% para el maiz con alto contenido de aceite (Singh
y col 2014). Conforme aumenta la concentracion de aceite generalmente aumenta el
contenido de proteina cruda, aminoacidos y energia bruta de los maices (Han y col
1987). Los niveles de prolaminas o zeinas son un fuerte indicador de la calidad de las
proteinas del maiz en general, ya que proporcionan la mitad del nitrégeno del grano
(Nuss y Tanumihardjo 2010). Sin embargo, la concentracion de proteinas en los
hibridos con alto contenido de aceite es mas alta y la calidad de las proteinas mejora
debido al mayor tamafo del germen en comparaciéon con el maiz normal. El grano de
un maiz ACA tiene aproximadamente 1-2% mas proteina total y contiene niveles mas
altos de aminoacidos esenciales como lisina, treonina, metionina, glicina, arginina,
treonina, serina, cisteina y triptéfano (Cuadro 7) (Song y col 2003; Thomison y col
2003; Singh y col 2014). Sin embargo, durante el mejoramiento genético con énfasis
en la mayor produccion de aceite, el contenido de almiddn se puede reducir (Vazquez-
Carrillo y col 2014), observandose que el aumento de lipidos y proteina tiene un efecto

contrario en la cantidad de almidon de los granos de maiz (Chan-Chan y col 2021).
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Cuadro 6. Composicion quimica y contenido calérico de maices con alto contenido de

aceite en relacién con un maiz convencional

Maiz Maiz Maiz Maiz Maiz
Componente

convencional ACA1 ACA2 ACA3 ACA4

Proteina cruda (%) 8.6 9.6 8.9 10.3 11.1

Lisina total (%) 0.24 0.26 0.25 0.28 0.30

Lisina (% de proteina) 2.79 2.71 2.81 2.72 2.70

Aceite (%) 4.3 6.0 8.5 11.3 13.0
Energia bruta (kcal/kg) 3,997 4,222 4,324 4,482 4,669

Los valores se presentan con base en el 10% de humedad. Adaptado de Han y col

(1987).
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Cuadro 7. Contenido de proteina y aminoacidos de un maiz normal y un maiz con alto

contenido de aceite (ACA).

Caracteristica Maiz Normal Maiz ACA

Contenido de proteina (%) 9.27 11.26

Contenido de aminoacido (%)
Acido aspartico 0.63 0.73
Treonina 0.31 0.37
Serina 0.36 0.43
Acido glutamico 1.72 2.04
Glicina 0.36 0.44
Alanina 0.74 1.00
Valina 0.44 0.82
Isoleucina 0.35 0.38
Leucina 1.21 1.20
Tirosina 0.41 0.29
Fenilalanina 0.51 0.49
Lisina 0.31 0.36
Histidina 0.31 0.41
Arginina 0.45 0.54
Prolina 0.98 1.16
Cisteina 0.26 0.29
Metionina 0.16 0.16
Triptéfano 0.069 0.078

Adaptado de Song y col (2003)
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E. PROTEOMICA

Las proteinas realizan una gran cantidad de funciones desde reacciones
bioquimicas, sefalizacion, transporte y soporte estructural, entre otras. Al conjunto de
proteinas presentes en los fluidos bioldgicos, célula y tejidos se le conoce como
proteoma, el cual refleja el estado funcional de un sistema biolégico (Sinha y Mann
2020).

La protedmica, es el estudio cuantitativo del proteoma; el cual, también se puede
definir como la caracterizacion a gran escala de todas las proteinas de una célula,
tejido u organismo, siendo su principal objetivo tener una vision global e integrada de
todas ellas, en lugar de su estudio en particular (Graves y Haystead 2002). El estudio
del proteoma provee una poderosa herramienta para visualizar y comparar mezclas
complejas de proteinas y obtener una gran cantidad de informacién acerca de su
funcién en alguna respuesta biolégica especifica.

El desarrollo de tecnologia ha sido critico para el avance de la protedmica: el
surgimiento de estrategias para la secuenciacién de péptidos mediante espectrometria
de masas (MS, del inglés mass spectrometry), incluido el desarrollo de técnicas de
ionizacion suave, como la ionizacion por electrospray (ESI) y desorcidn/ionizacion
laser asistida por una matriz (MALDI), asi como la automatizacion de la cromatografia
liquida (LC); juntas, estas tecnologias permiten la identificaciéon de péptidos a gran
velocidad y con una buena sensibilidad en muestras biologicas complejas (Mallick y
Kuster 2010).

La protedmica comparativa ayuda en la identificacibn de cambios en la
abundancia de proteinas durante procesos fisioldgicos. Esto permite la identificacion

de proteinas que son especificamente relevantes para el control de las vias
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metabdlicas responsables de diferentes atributos como lo son los componentes

nutricionales.

1. Protedmica en maiz

En maiz se han realizado diversos estudios protedmicos de diferentes partes de la
planta como lo son hojas (Porubleva y col 2001), cloroplastos (Lonosky y col 2004),
mitocondria (Hochholdinger y col 2004), raiz (Sauer y col 2006) y endospermo (Méchin
y col 2004; Salazar-Salas y col 2014), asi como en respuesta a estrés abidtico (Riccardi
y col 1998) y bidtico (Liu y col 2021).

Méchin y col (2004) reportaron el proteoma del endospermo de maiz mediante el
uso de técnicas de separacion de proteinas como la electroforesis bidimensional de
endospermos de maiz a los 14 DDP (dias después de la polinizacién) y su posterior
identificaciéon por cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas en
tandem (LC/MS-MS). Estos autores realizaron la identificacién de 496 proteinas las
cuales corresponden a proteinas de diferentes compartimentos celulares como
mitocondria, amiloplastos, entre otros; a su vez estas proteinas presentaron diferentes
actividades como metabdlica, de sintesis, diferenciacion o muerte celular, entre otras.
Este mapa de endospermo es una herramienta importante para conocer todas las
proteinas del endospermo y poder realizar tanto analisis transcriptdbmicos como
metabolomicos.

En cuanto a los maices ACA, existen pocos estudios protedmicos en estos maices
especializados. Liu y col (2009) realizaron un analisis de expresion diferencial e
identificaciéon de proteinas de germen de maiz con alto contenido de aceite en

desarrollo en comparacion con un maiz normal. Los autores encontraron 83 proteinas
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expresadas diferencialmente entre el maiz normal y el ACA, logrando identificar 27 de
ellas. Estas proteinas estan involucradas en el metabolismo de carbohidratos,
proteinas y lipidos, asi como en respuesta al estrés y estructurales de citoesqueleto.
Dentro de las proteinas del metabolismo de lipidos identificaron a una probable Enoyl-
ACP reductasa, una probable estearoyl-ACP desaturasa y probable acetil-CoA C-acyl-
transferasa, las cuales presentaron mayor abundancia en los maices ACA con
respecto al maiz normal. Ademas, realizaron una comparacion en el nivel de expresion
de genes para proteinas identificadas y que estan relacionadas con el metabolismo de
acidos grasos, encontrando resultados similares a nivel transcriptomico, es decir, una
mayor expresion de genes relacionados con el metabolismo de lipidos en maices ACA,
lo que pudiera ayudar en el entendimiento de las bases bioquimicas y moleculares del
incremento de aceite en los maices ACA.

A la fecha son pocos los trabajos realizados en estos maices especializados, la
mayoria de ellos relacionados al incremento de aceite en el grano y la caracterizacion
de éstos a nivel agronédmico. Sin embargo, es importante caracterizar estos maices a
nivel de perfil de proteinas ya que se ha reportado un incremento en fracciones con

mejor calidad nutricional.
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IV. JUSTIFICACION

El maiz (Zea mays L.) es de gran importancia en México debido a que es el cereal
de mayor consumo en la poblacidon; sin embargo, el maiz normal posee un bajo
contenido de aceite, asi como una baja calidad proteinica debido a que es deficiente
en aminoacidos esenciales como lisina y triptéfano. Por lo anterior, se han realizado
estudios para obtener maices con un valor especial, biolégico 0 econdmico, como es
el caso del maiz con alto contenido de aceite. Se han logrado obtener granos de maiz
con un contenido de aceite de 6 a 22%, incrementando a su vez el contenido de
aminoacidos y proteinas. En México, INIFAP ha desarrollado maices con alto
contenido de aceite, pero no han sido caracterizados en cuanto a sus fracciones
proteinicas y su composicién, por lo que es de gran interés caracterizar los perfiles de
las proteinas y evaluar su calidad con el fin de conocer su potencialidad como una
buena fuente de aminoacidos, y como factor de seleccion en el desarrollo de maices

hibridos ACA competitivos que proporcionen mayores beneficios a los consumidores.
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V. HIPOTESIS

Las fracciones proteicas de maices con alto contenido de aceite poseen un mayor

contenido de proteinas ricas en aminoacidos esenciales como lisina y triptéfano con

respecto a un maiz normal.
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VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL
Determinar el perfil de aminoacidos y de fracciones proteicas de maices con alto

contenido de aceite.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la composicion de aminoacidos de cuatro maices con alto contenido
de aceite (ACA) y uno comercial como referencia.
e Evaluar parametros de calidad proteinica (digestibilidad in vitro, c-PER, CQ, VB)
en maices ACA y un hibrido comercial.
e Obtener fracciones proteicas (Albuminas, Globulinas, Prolaminas y Glutelinas)
de los maices ACA y comercial.

e Caracterizar el perfil de las fracciones proteicas de los maices estudiados.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Se utilizaron cuatro cruzas de maices con alto contenido de aceite, dos de grano
amarillo (PAN157 x PAB218 y CML451/CML486 x PAN133) y dos de grano blanco
(PBN85 x PBB183 y PNB1 x PBN84), asi como un hibrido comercial blanco (Armadillo
Asgrow®) como referencia. Estos materiales fueron cultivados en el campo
experimental Valle del Fuerte del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) durante el ciclo otofio-invierno 2019-2020, utilizando
las condiciones establecidas en la agenda técnica agricola de Sinaloa (INIFAP 2017).
Se cosecharon granos en estado maduro y humedad promedio del 14%, los cuales

fueron proporcionados por el MC. Luis Alberto Peinado Fuentes.

B. METODOS
1. Contenido de humedad

Se determin6é de acuerdo al método 925.09B de la AOAC (1999). Se midio la
pérdida de humedad de la muestra (2 g) después de someterse a calentamiento

durante 12h a 70 °Cy 2 h a 130 °C en estufa con circulacion de aire forzado modelo

DX402C (Yamato Scientific, Japdn).

2. Contenido de proteina total

Se utilizo el método 960.52 de la AOAC (1999) para la determinacion de nitrégeno
mediante un sistema Kjeltec (modelo 1009 y 1002, Tecator, Suecia). La muestra (0.2
g) se sometid a digestion con 5 mL de acido sulfurico y catalizador de selenio a una

temperatura de 200 °C. La mezcla se diluy6 con 10 mL de agua, se destild y el destilado
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se recibio en disoluciones de NaOH al 40% y acido borico al 4 % con indicador rojo de
metilo. Las muestras se titularon con una solucién valorada de HCI 0.1 N y el contenido
de proteina cruda se calcul6 empleando la siguiente ecuacion:

0 (ml HCI utilizados) (Normalidad HCI)(Factor 6.25)(Meq. N) 10
= X

0

0

g muestra

Todos los analisis se realizaron por triplicado.

3. Contenido de almidén

El contenido de almiddn total se determiné con el kit K-TSHK (Megazyme, Irlanda).
Se pesaron 100 mg de harina de los maices ACA y el hibrido comercial, se afiadieron
5 ml de etanol (80% v/v) y las mezclas se incubaron por 5 min (80-85°C), se mezclaron
y se anadieron otros 5 mL de etanol (80% v/v). Las muestras se centrifugaron a 1,800
g durante 10 min y se descart6 el sobrenadante. La pastilla se lavo con 10 mL de etanol
al 80% vy el sobrenadante se descarté después de centrifugar (1800 g, 10 min). Se
anadieron 3 mL de a-amilasa, se incubaron las muestras durante 6 min en agua
hirviendo, agitando cada 2 min. Los tubos se dejaron enfriar en bafio maria a 50 °C;
posteriormente se anadieron 0.1 ml de amiloglucosidasa, mezclando bien la solucién
y dejando en bafio maria a 50 °C durante 30 min. Posteriormente se aford la solucion
a 100 mL, se tomaron 10 mL, se centrifugd a 1,620 g durante 10 min, se tomd6 1 mL de
muestra y se aforé a 10 mL. Se prepard un blanco con 2 mL de agua destilada + 100
uL de amortiguador de KOH 2M + 100 uL de una solucion de NADP*/ATP. Por otro
lado, la misma mezcla se combind con 50 uL de muestra y se midi6 la absorbancia de
ambas a 340 nm al tiempo cero (A1); posteriormente se agregaron a la muestra 20 uL

de una solucién con hexoquinasa (HK) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)
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y se leyo la absorbancia nuevamente después de 10 min (A2) hasta no observar
variacion en la misma. Se calculé la diferencia de absorbancia (A2-A1) entre el blanco

y la muestra (AAb-cu). El contenido de almidén total se calcul6 con la siguiente formula:

c=—"LFM 22, AAD — Glu [§]
Exdxv 180 L

En donde:

V = Volumen final [ml]

PM = Peso molecular de D-glucose [g/mol]

€ = Coeficiente de extincion del NADPH a 340 nm = 6300 [I x mol' x cm™"]
d = longitud de la celda [cm]

v = volumen de la muestra [mL].

4, Contenido de grasas totales

El contenido de grasa total se determin6 por el método 920.39C de la AOAC
(1999). Las muestras de harina (1.5 g) se colocaron en papel filtro #40, se introdujeron
en dedales de extraccidn que se colocaron en un equipo Soxhlet (System HT 1043
Extraction Unit, Tecator, Suecia). La extraccién se realizdé durante 4 h con éter de
petréleo que fue recolectado en matraces (previamente puestos a peso constante). El
éter de los matraces se evaporo y el contenido de grasa se calcul6 por diferencia de
peso de los matraces con la siguiente formula:

Peso final del matraz — Peso inicial del matraz
%grasas = x 100
Peso de la muestra
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Los resultados se reportaron en % de grasa en base seca, y el analisis se realizé por

triplicado.

5. Composicion de aminoacidos
El analisis de aminoacidos se realiz6 mediante un servicio externo proporcionado
por los laboratorios quimicos de la estacion experimental agricola de la Universidad de

Missouri-Columbia (http://www.aescl.missouri.edu). Se utilizaron 2 g de harina y la

determinacién de la composiciéon de aminoacidos se realizé6 mediante un método oficial
982.30E de la AOAC (2006), el cual utiliza cromatografia de intercambio catiénico

acoplado con derivatizacién y cuantificacion con ninhidrina.

6. Caracterizacion del perfil de proteinas de almacenamiento
a. Extraccién de proteinas

Se obtuvieron harinas de los granos maduros de los cinco maices utilizando un
molino de bolas MM40 (Retsch, Haan, Alemania). La harina obtenida se desgrasé con
hexano en una proporcion 1:10 (p/v). Las fracciones de proteinas fueron extraidas
secuencialmente de la harina desgrasada utilizando el protocolo de solubilidad
diferencial de Laundry y Moureau (Paulis y col 1975; Malumba y col 2008) con algunas
modificaciones. Se afadié agua desionizada a la harina en una proporcion 1:10 (p/v),
se mezcld durante 2 h en un agitador de plataforma (Varimix, Thermolyne, Dubuque,
IA) y posteriormente se centrifugd a 16,000 g a 4 °C durante 30 min. El sobrenadante
recuperado correspondio a la fraccidon de albuminas (Landry y Moureaux 1980; Parris
y col 2006; Malumba y col 2008). A la pastilla obtenida se le afiadié el amortiguador

de extraccion | (NaCl 0.5 M pH 7) en una proporcién 1:10 (p/v), se mezclé y centrifugd
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bajo las mismas condiciones que en la extracciéon de albuminas. En este caso, el
sobrenadante correspondié a la fraccion de globulinas. Posteriormente, a la pastilla se
le afadié el amortiguador de extraccion Il (etanol al 70%) en una proporcion de 1:10
(p/v), se mezcld durante 1 h en un Varimix (Thermolyne, Dubuque, 1A) y se centrifugd
a 16,000 g a 4 °C durante 30 min. El sobrenadante recuperado se tomé como la
fraccidn de prolaminas (Paulis y col 1975; Malumba y col 2008). Finalmente, se afiadio
el amortiguador de extraccion 11l (Na2B407.10H20 0.1 M pH 10) a la pastilla en una
proporcion de 1:10 (p/v), se mezclé durante 40 min en un Varimix (Thermolyne) y se
centrifugé a 16,000 g durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante se etiqueté como la

fraccion de glutelinas (Malumba y col 2008).

b. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de las diferentes fracciones de proteinas se determind
colorimétricamente utilizando el método de Bradford para albuminas, globulinas y
glutelinas (Bradford 1976), mientras que la fraccion de prolaminas se cuantificd con el
método del acido bicinconinico (BCA) (Brown y col 1989). En todos los casos se utilizé
albumina de suero bovino (BSA) como estandar en la construccion de la curva de

calibracion. La cuantificacion se realizé por triplicado.

c. Digestibilidad proteinica in vitro (DPIV)

Se utilizé el método de caida de pH descrito por Hsu y col (1977) con ligeras
modificaciones. Se utilizd una solucidon de enzimas tripsina y pancreatina para la
hidrolisis de proteinas. Se prepararon 50 mL de suspensidon de proteinas en agua

destilada (6.25 mg de proteina/mL), se ajustd a pH 8 con una solucion de NaOH, y se
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colocé en agitacién en bafio maria a 37 °C. Después, se agregd una alicuota de 5 mL
de solucién enzimatica a la suspension proteica que se mantuvo a 37 °C en bafio
maria. La disminucion del pH fue medida después de la adicion de la solucidon
enzimatica a los 10 min mediante un potencidmetro digital. El porcentaje de
digestibilidad proteinica in vitro (% de Dig) se calculé empleando la siguiente formula:

% de Dig = 93.1359 (1 — e~34138(8-pH))

d. Calificaciéon quimica

La calificacion quimica (CQ) se calcul6 dividiendo el contenido del aminoacido
esencial limitante en la muestra por el contenido del mismo aminoacido en la mezcla
estandar de referencia de aminoacidos. El valor se calculé utilizando el patrén de
puntuacion de aminoacidos de la FAO para nifios en edad preescolar (FAO/OMS,
1991).

CQ = (Contenido del AAE / RAAER mas limitante) x 100

En donde CQ es la calificacion quimica; AAE es el aminoacido esencial y RAAER

es el requerimiento de aminoacido esencial recomendado.

e. Relacion de eficiencia proteica calculada (c-PER) y valor biolégico (VB)

La relacion de eficiencia proteica calculada (c-PER) se evalud segun lo descrito
por Satterlee y col (1982) y la AOAC (1999). Este procedimiento se basa en la
digestibilidad de la proteina in vitro (IVPD) y la composicion de aminoacidos esenciales
(AAE). A su vez, se realizé el célculo de c-PER10 como se describe por Chan-Chan y
col (2021) utilizando valores de composicion de aminoacidos y la ecuacién descrita por
Lee y col (1978):
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c-PER10= 0.06320 [X10] - 0.1539
En donde, X10 es la suma de los aminoacidos treonina, valina, metionina, isoleucina,
leucina, fenilalanina, lisina, histidina, arginina y triptéfano (g/100 g de proteina).

El valor bioldgico fue calculado de acuerdo con Morup y Olesen (1976) mediante
la siguiente ecuacion:
VB= 10215 x Lys®4! x (Phe + Tyr)?€0 x (Met + Cys)%’7 x Thr?4 x Trp®2
En donde cada simbolo de aminoacido representa la relacién entre el porcentaje del

aminoacido respecto al patron de referencia de la FAO.

f. Separaciéon de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

(SDS-PAGE)

La separacion de proteinas se realizd de acuerdo con la metodologia descrita por
Laemmli (1970) con ligeras modificaciones. Extractos de proteinas de las fracciones
de albuminas y globulinas se mezclaron con amortiguador de carga [Tris-HCI 1M pH
6.8, SDS 20% (p/v), glicerol 25% (v/v), 2-mercaptoetanol 0.15% (v/v), azul de
bromofenol 0.5%] y la separacién se realiz6 en geles de poliacrilamida al 12.5% (p/v)
utilizando una unidad electroforética vertical SG-170 (C.B.S. Scientific, San Diego, CA,
EUA) y una fuente de poder EC600 (Thermo EC, Maltham, MA, EUA). Por otro lado,
las fracciones de prolaminas y glutelinas se separaron en geles de poliacrilamida al
15% (p/v) utilizando una unidad electroforética vertical MP3 (Bio Red, Hercules, CA,
EUA) y la misma fuente de poder. En el caso de albuminas y globulinas, la separacién
se llevé a cabo durante 40 min a 70 volts, seguido de 8 h a 100 V, mientras que la
separacion de prolaminas y glutelinas se llevo a cabo por 2 h a 100 V. La separacion

electroforética de las cuatro fracciones se llevo a cabo por triplicado.
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Las proteinas se visualizaron por tincion con una solucion de azul de Coomassie
[Azul brillante de Coomassie R-250 0.5% (p/v), metanol 40% (v/v), acido acético 10%
(viv)] y las imagenes de los geles fueron adquiridas con un sistema de
fotodocumentacién XRS (Bio-Rad, Hércules, CA, EUA). El contenido de cada una de
las proteinas en las diferentes subfracciones se estimdé densitométricamente por medio
del programa Image Lab (BioRad), para lo cual se selecciond la misma area/volumen
en cada una de las bandas, tomando como referencia la de mayor intensidad y

volumen.

g. ldentificacién de proteinas por espectrometria de masas

La identificacidn de las proteinas se realizé por cromatografia de liquidos acoplada
a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) como se describe por Salazar-
Salas y col (2017). Primeramente, las bandas de proteinas expresadas
diferencialmente se recuperaron del gel utilizando un bisturi. Las muestras fueron
lavadas con acetonitrilo, se secaron al vacio y se incubaron con ditiotreitol (DTT) 10
mM en bicarbonato de amonio 0.1 M (NH4HCOs3) durante 30 min a 56 °C.
Posteriormente se les adiciond iodoacetamida 50 mM en NH4HCO3 0.1 M y se
incubaron por 30 min a temperatura ambiente. Los geles se lavaron nuevamente con
NH4HCO3 0.1 M y secaron al vacio; se rehidrataron con una solucién de digestion [5
ML de una solucion de tripsina (0.1 ug/uL, Promega, Madison, WI, EUA) mas 40 uL de
NH4HCO3 50 mM] y se incubaron a 37 °C durante 18 h aproximadamente. Los péptidos
obtenidos fueron desalados utilizando puntas conteniendo resina tipo C18 en el
extremo (Zip-Tip, Millipore, Billerica, MA, EUA). La mezcla de péptidos se analizé con

un cromatégrafo de liquidos (ACCELA, Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA)
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acoplado a un espectrémetro de masas con trampa de iones lineal (LTQ-XL, Thermo
Scientific) y una fuente de iones NanoSpray (3.0 kV) operando en modo positivo.

La separacion cromatografia se llevdé a cabo en una columna capilar de fase
reversa usando un gradiente lineal de 5-80% de acetonitrilo durante 120 min. La
adquisicion de los espectros de masas se realizé con el programa Xcalibur 2.2 (Thermo
Scientific) en un rango de masa-carga (m/z) de 300-2000; los iones mas intensos se
fragmentaron por disociacion inducida por colision (CID). Los datos se analizaron con
el programa Proteome Discoverer 1.3 usando el algoritmo SEQuest contra una base
de datos referenciada. Los parametros de busqueda para modificaciones fueron los
siguientes: cisteina carbamidometilada como fija y oxidacién de metionina como

variable.

h. Deteccion inmunolégica de zeinas (Western Blot)

Posterior a la separacion por SDS-PAGE, la fraccion de prolaminas se transfirio a
una membrana de PVDF (Hybond ECL, Amersham Bioscience, Alemania) mediante
electro-transferencia. Previamente, el gel conteniendo las proteinas se equilibré
durante 30 min con buffer de transferencia Towbin 1X. La electro-transferencia se llevd
a cabo durante 14 h con buffer de transferencia Towbin 1X a 50 V. Después de la
transferencia, la membrana se bloqued durante una hora con PBST conteniendo 5%
de leche en polvo (Svelty®). Se afadio el anticuerpo primario (a-zeinas) diluido 1:1000
en solucion de bloqueo y se dejé incubar durante 1 h. Posteriormente se removié el
anticuerpo primario, la membrana se lavé dos veces (10 min) con PBST y luego se
incubd con el anticuerpo secundario durante 1 h. Después de eliminar el anticuerpo

secundario, la membrana se lavé de nuevo dos veces con PBST por 10 min. La
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visualizacion se logré a través de una solucion cromogénica (DAB, metanol, PBS y

SDS).

7. Analisis estadistico

Se utilizé un analisis de varianza unifactorial, donde el factor fueron los maices
estudiados. La comparacion de medias se realizé mediante la prueba de Tukey con un
nivel de significancia del 5%. Todos los analisis se realizaron con el programa

Statgraphics Plus 5.1 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton VA, EUA).
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VIlIl. RESULTADOS Y DISCUSION

A. COMPOSICION QUIMICA DE MAICES ACA

El contenido de proteina total, grasas y almidon de los cuatro maices con alto
contenido de aceite (ACA) y el hibrido comercial Armadillo se presenta en el Cuadro
8. De estos resultados se pudo observar que los maices ACA presentaron un mayor
contenido de proteina total, asi como un mayor porcentaje de grasa con respecto al
hibrido comercial. Los contenidos de proteina total y grasa variaron de 10.60 a 13.62%
y de 4.36 a 8.5%, respectivamente. La cruza de maiz ACA PAN157 x PAB218 resulté

ser la mas sobresaliente en ambas caracteristicas (Cuadro 8).

Respecto al contenido de almidon, este presenté una correlacion inversa altamente
significativa (r=-0.901, p<0.001) con el contenido total de proteina, lo cual corresponde
con el mayor contenido de almidon observado en el maiz Armadillo, mientras que

PAN157 x PAB218 presenté el menor contenido de este polisacarido (Cuadro 8).

Se ha reportado que el grano de maices ACA contiene aproximadamente el doble
de aceite con respecto a un maiz normal y un incremento de aproximadamente 1 a 2%
de proteina. Esto se debe a que, morfolégicamente, el maiz ACA contiene un germen
mas grande, que ademas es el principal componente de la semilla que contiene aceite
(Dado 1999). Lee y col (2001) analizaron el contenido de aceite y proteina cruda de
dos maices normales y un maiz ACA, encontrando un aumento de cerca del doble de
grasa y un aumento en la proteina cruda en maices ACA con respecto a los maices

normales.
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Cuadro 8. Contenido de proteina total, almidén y grasas en maices ACA y un maiz

hibrido comercial.

Genotipo Proteina Total Grasas Almidén
Armadillo 10.60 + 0.04 ¢ 4.36 +0.45¢ 67.47+ 0.812
PBN85 x PBB183 11.00 £ 0.02¢ 7.11+£0.64%  67.36 + 0.442
PBN11 x PBN84 13.38 £ 0.05° 8.13+0.10%  63.95+0.24°
CML451/CML486 x PAN133  12.01 £ 0.01¢ 6.53+0.20° 63.48 + 0.98°
PAN157 x PAB218 13.62 £ 0.052 8.50 + 0.692 61.43 + 1.61°

Los contenidos estan expresados en g/100 g de harina en base seca. Se presentan
promedios + desviacion estandar. Para cada caracteristica, letras diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre las medias de acuerdo

con la prueba de Tukey.
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De la misma manera, Song y col (2004) estudiaron un maiz normal y dos variedades
chinas de maices ACA reportando un incremento en el contenido de aceite de 3.7% a
7.5% y un contenido de proteina cruda de 8.6% para maiz normal y hasta 12.2% (base
seca) para los maices especializados, valores similares a los encontrados en este
estudio. En éste mismo sentido, Ortiz-Islas y col (2018) reportaron una correlacion
positiva (r= 0.55; p<0.001) entre el contenido de aceite y el tamafio del germen en
hibridos doble haploide de maiz con alto contenido de aceite y a su vez, una
correlacidon negativa con el endospermo (r = —0.484; p<0.001). Una mayor proporcion
de germen provoca una menor proporcidon de endospermo, lo que coincide con la
menor cantidad de almidon (principal componente del endospermo) en los maices ACA

estudiados.

B. COMPOSICION DE AMINOACIDOS Y CALIDAD PROTEINICA
1. Perfil de aminoacidos

En el Cuadro 9 se presenta el perfil de aminoacidos de los maices estudiados,
expresados en g/100 g de harina. Se pueden observar valores significativamente
mayores en casi todos los aminoacidos, tanto esenciales como no esenciales, en

maices ACA con respecto al hibrido comercial Armadillo.

Dentro de los aminoacidos que destacan se encuentran lisina y triptéfano, los dos
aminoacidos limitantes en maiz. Los materiales que presentaron un mayor contenido
de lisina fueron PAN157 x PAB218 (0.37 g/100 g de harina) y PBN11 x PBN84 (0.38
g/100 g de harina), valores significativamente mayores que el observado en el hibrido

comercial (0.30 g/100 g de harina), con aumentos hasta del 27%.
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Cuadro 9. Contenido de aminoacidos en harina de maices ACA y un maiz hibrido

comercial.
Amiroscide  Ammagile  PBNESX  PBN11X CML4ST pAN157 x
minoacido rmaadiiio
PBB183 PBN84 C&'ﬁfg;‘ PAB218
Acido 0.66+ 0.67+ 0.81+ 0.75+ 0.81+
Aspartico 0.01¢ 0.02¢ 0.012 0.01b 0.012
Treonina 0.34+ 0.36+ 0.44+ 0.39+ 0.43+
0.01¢ 0.019 0.012 0.01¢ 0.01b
Serina 0.46% 0.46% 0.59+ 0.53% 0.58%+
0.02¢ 0.02¢ 0.012 0.01b 0.022
Acido 2.01+ 2.01+ 2.58+ 2.29+ 2.65+
Glutamico 0.019 0.019 0.02b 0.01¢ 0.03?
Prolina 0.97+ 0.99+ 1.20% 1.12+ 1.19+
0.02¢ 0.01¢ 0.022 0.02b 0.012
Glicina 0.38+ 0.41% 0.46+ 0.44+ 0.49+
0.02¢ 0.01¢ 0.02b 0.01b 0.012
Alanina 0.81+ 0.81+ 1.03+ 0.91+ 1.04+
0.01¢ 0.02¢ 0.022 0.01b 0.012
Cisteina 0.24+ 0.27+ 0.33+ 0.28+ 0.33+
0.01¢ 0.01b 0.022 0.02b 0.022
Valina 0.52+ 0.56+ 0.66+ 0.57+ 0.62+
0.02¢ 0.02b 0.03? 0.01b 0.022
Metionina 0.20+ 0.24+ 0.32+ 0.25+ 0.31+
0.02¢ 0.01b 0.012 0.01b 0.012

Valores expresados como mg/100 mg harina base seca (bs). Se presentan promedios
+ desviacidn estandar. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias
significativas entre las medias de los diferentes maices de acuerdo con la prueba de

Tukey (P<0.05).
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Cuadro 9. Continuacion

Amiroscide  Ammagil  PBNESX  PBN11X CMLAS b AN157 x
minoacido rmadillo CML486 x
PBB183 PBN84 PAN133 PAB218
Isoleucina 0.45+ 0.43+ 0.52+ 047+ 0.53+
0.03¢ 0.01¢ 0.012 0.02° 0.022
Leucina 1.38+ 1.38+ 1.73+ 1.53+ 1.77+
0.01d 0.08¢ 0.02° 0.01¢ 0.022
Tirosina 0.28+ 0.33+ 0.45+ 0.36+ 0.39+
0.01d 0.02¢ 0.022 0.02bc 0.03°
Fenilalanina 0.57+ 0.56+ 0.71+ 0.62+ 0.72+
0.01d 0.01d 0.02° 0.01¢ 0.012
Lisina 0.31% 0.35+ 0.39+ 0.36%+ 0.38+
0.02¢ 0.01d 0.012 0.01¢ 0.01°
Histidina 0.31% 0.35+ 0.39+ 0.34+ 0.38+
0.01¢ 0.01b 0.012 0.01° 0.012
Arginina 0.44+ 0.52+ 0.58+ 0.54+ 0.62+
0.01¢ 0.02d 0.01° 0.01¢ 0.012
Triptoéfano 0.068+ 0.073% 0.084+ 0.084+ 0.088+
0.01¢ 0.01bc 0.012b 0.012b 0.012

Valores expresados como mg/100 mg harina base seca (bs). Se presentan promedios
t+ desviacién estandar. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias
significativas entre las medias de los diferentes maices de acuerdo con la prueba de

Tukey (P<0.05).
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Esta misma tendencia se observé en el contenido de triptéfano, siendo la cruza de
maiz ACA PAN157 x PAB218 la que presentd el mayor contenido de este aminoacido
(0.088 g/100 g de harina) con respecto al hibrido comercial (0.066 g/100 g de harina),
representando un incremento de triptéfano del 33% en el maiz ACA. Esto coincide con
el mayor contenido de proteina total observado en la cruza PAN157 x PAB218 (Cuadro
8), maiz que a su vez presentd uno de los valores mas altos en el contenido de lisina.

Por otro lado, en los maices ACA se observo un incremento considerable de
aproximadamente un 20% en otros aminoacidos como &acido aspartico, acido
glutamico, glicina, treonina y arginina, mientras que en el caso de los aminoacidos
azufrados (cisteina y metionina) este incremento varié de un 30% hasta un 60%,
siendo las cruzas PAN157 x PAB218 y PBN11 x PBN84 las que presentaron los
mayores valores con respecto al maiz Armadillo utilizado como referencia (Cuadro 9).
Esto podria explicarse debido a que estos maices presentaron altos contenidos de
proteina (Cuadro 8).

Song y col (2003) evaluaron el contenido de aminoacidos en un maiz ACA de
China y un maiz convencional. De manera general, observaron un aumento en la
mayoria de los aminoacidos en el maiz ACA comparado con el maiz normal,
destacando a los aminoacidos lisina y triptéfano con un 16 y 13%, respectivamente,
comportamiento similar al obtenido en el presente estudio.

Por otro lado, cuando el contenido de aminoacidos se expreso con relacién al
contenido de proteina (g/100 g de proteina) (Cuadro 10), las diferencias observadas
fueron considerablemente menores. Los incrementos mas significativos observados

en los maices ACA con respecto al maiz comercial fueron para los aminoacidos
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Cuadro 10. Composiciéon de aminoacidos de las proteinas de maices ACA y un maiz

comercial.
Amiroscidos Armagile  PBEN8SX  PBN11x CML451/ b AN157 x

minoacidos  Armadillo CML486 x
PBB183  PBN84 150X PAB218
Acido 6.24% 6.02¢ 6.04% 6.02¢ 5.05+
Aspértico 0.05 0.14b 0.03° 0.092 0.08
Treonina 3.24+ 3.30+ 3.20+ 3.23+ 314+
0.12ab 0.06° 0.05% 0.08% 0.07°
Serina 4.31+ 4.17+ 4.38+ 4.42+ 4.24+
0.142 0.15 0.042 0.06° 0.13%
Acido 18.9+ 18.3+ 19.27+ 19.09+ 19.41+
Glutamico 0.01¢ 0.11¢ 0,042 0.06% 0.16
Prolina 9.12¢ 9.01+ 8.96+ 9.33+ 8.76+
0.115 0.05 0.14b 0.132 0.03¢
Glicina 3.56+ 371+ 342+ 3,63+ 361+
0.13% 0.082 0.12b 0.112 0.032
Alanina 7.60+ 7.334 771+ 761+ 7.62+
0.05 0.15 0.13 0.06° 0.03
Cisteina 2.5+ 243+ 246+ 233+ 244+
0.012 0.122 0.182 0.012 0.10°
Valina 4.93+ 511+ 4.90+ 4.75+ 4.56+
0.13% 0.182 0.22ab 0.02 0.09°

Valores expresados en g/100 g proteina base seca (bs). Se presentan promedios +
desviacion estandar. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias
significativas entre las medias de los maices de acuerdo con la prueba de Tukey

(P<0.05).
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Cuadro 10. Continuacion

Amiroscidos Armagile  PEN8SX  PBN11x CML451/ b AN157 x
minoacidos  Armadillo CML486 x

PBB183  PBN84 050X PAB218
Metionina 1.89% 2192 2.38% 2.10% 2241
0.16° 0.07° 0.072 0.07° 0.05%
Isoleucina 4.28+ 3.93% 3.87+ 3.94+ 3.91%
0.292 0.09 0.040 0.16° 0.10°
Leucina 13.05+ 12.53+ 12.93+ 12.74+ 13.00+
0.012 0.75 0.06° 0.06° 0.122
Tirosina 267+ 2.95+ 3.33+ 2.08+ 285+
0.08° 0.15b% 0.132 0.13 0.240¢
Fenilalanina  5.33+ 5.06+ 5.34% 5.19+ 5.26+
0.142 0.115 0.142 0.052b 0.042b
Lisina 2.93+ 3142 2.89+ 2.95+ 279+
0.16° 0.112 0.06° 0.092 0.04b
Histidina 291+ 3.20+ 2.90+ 2842 2,81+
0.02 0.65° 0.01b 0.07% 0.05¢
Arginina 4.15+ 4.71+ 4.36+ 451+ 4.52+
0.10° 0.182 0.06° 0.044 0.072
Triptéfano 0.63+ 0.66+ 0.62¢ 0.70+ 0.65+
0.022 0.072 0.05 0.06° 0.012

Valores expresados en g/100 g proteina base seca (bs). Se presentan promedios +
desviacion estandar. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias
significativas entre las medias de los maices de acuerdo con la prueba de Tukey

(P<0.05).
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azufrados cisteina y metionina. Por ejemplo, el contenido de metionina en el maiz ACA
PBN11 x PBN84 present6 un incremento de hasta un 30% con respecto al hibrido
comercial Armadillo (Cuadro 10).

En el caso de lisina, el maiz ACA PBN85 x PBB183 presento6 el valor mas alto
(3.05 g/100 g de proteina) y fue significativamente mayor que el valor obtenido en el
hibrido comercial (2.83 g/100 g de proteina). Esto coincide con lo reportado por otros
autores como Thomison y col (2003) quienes evaluaron el contenido de lisina en
maices ACA y convencionales, obteniendo valores promedio de 3.31 y 2.95 g/100 g

proteina, respectivamente.

Con respecto al contenido de triptofano, la cruza triple de maiz ACA
CML451/CML486 x PAN133 presento el valor mas alto (0.70 g/100 g de proteina),
aunque no fue significativamente mayor que el observado en el maiz comercial
Armadillo (0.62 g/100g de proteina) y otras cruzas de maiz ACA. Espinosa y col (2021)
observaron un comportamiento similar al evaluar el contenido de triptéfano en maiz
convencional y en maiz ACA, obteniendo valores de 0.69 y 0.83 g/100 g proteina,

respectivamente, los cuales son cercanos a los obtenidos en el presente estudio.

En relacion con el resto de los aminoacidos, de manera general no se observan
diferencias significativas en su contenido entre los maices ACA y el maiz hibrido

comercial (Cuadro 10).

Las proteinas de la fraccion albuminas tienen un buen balance de los aminoacidos
esenciales lisina y triptofano, pero también presentan altos contenidos de aminoacidos
como acido aspartico, treonina, glicina y alanina; sin embargo, presentan un bajo

contenido de aminoacidos como cisteina, prolina, acido glutamico y fenilalanina en
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comparacién con las otras fracciones. Por otro lado, las fracciones como prolaminas y
glutelinas presentan altos contenidos de aminoacidos azufrados cisteina y metionina,

asi como prolina y leucina (Sodek y Wilson 1971).

Reportes previos indican que las concentraciones de lisina y otros aminoacidos
esenciales en el maiz con alto contenido de aceite son ligeramente mas altas en
comparacién con el maiz normal, lo cual se asocia con un mayor contenido de proteina
en el germen del grano (Dado 1999). En este sentido, Thomison y col (2003)
compararon el perfil de aminoacidos de maices ACA respecto a su contraparte normal
encontrando que los contenidos de aminoacidos como lisina, metionina, glicina y
arginina eran superiores en los maices ACA, demostrando el incremento de su valor

(12-20%) en la alimentacion para ganado.

2. Calidad Proteinica

Se evaluaron los parametros de calidad proteinica digestibilidad in vitro (DPIV),
calificaciéon quimica (CQ), relacion de eficiencia proteica calculada (c-PER) y valor
biolégico (VB) en los cinco materiales de maiz (Cuadro 11). El maiz ACA PBN11 x
PBN84 mostré la mayor digestibilidad (80%), mientras que CML451/CML486 x
PAN133 presentd el menor valor (61.9%). Sin embargo, el maiz ACA con mayor

digestibilidad no mostré diferencias significativas con respecto al hibrido comercial.

La calificacion quimica (CQ) presenté una relacion inversa con la digestibilidad, es
decir, los maices con menor DPIV mostraron los mayores valores de CQ, siendo la

cruza PBN157 x PAB218 la que presento la menor calificacion.
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Cuadro 11. Parametros de calidad proteinica en maices ACA y un maiz hibrido

comercial.

Genotipo Digestibilidad cQ c-PER c-PER10 VB
Armadillo 78.752 58.99¢ 1.392 2.54b 72.63°
PBNS85 x PBB183 63.95°¢ 63.672 1.07¢ 2.55P 91.312
PBN11 x PBN84 80.052 59.10¢ 1.422 2.582 96.97°

CML451/CML486 x
61.89¢ 60.30° 1.01¢ 2.55P 84.29°
PAN133

PAN157 x PAB218 75.04° 57.779 1.23P 2.56° 83.09°

Los valores corresponden al promedio * desviacion estandar. Letras diferentes en una
misma columna indican diferencias significativas entre los maices con alto contenido

en aceite y el hibrido comercial de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).
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En cuanto al parametro de c-PER de los maices evaluados, la cruza PBN11 x
PBNB84 fue la que presento el valor mas alto, pero sin mostrar diferencias significativas

con respecto al hibrido comercial.

Ademas, se determind el c-PER10, el cual podria ser mas apropiado porque
involucra un mayor numero de aminoacidos en su calculo, incluyendo lisina y
triptéfano, aminoacidos limitantes en maiz. Los resultados de c-PER10 mostraron que
la cruza PBN11 x PBN84, al igual que en los parametros de digestibilidad y c-PER, fue
la que presentd el valor mas alto (2.58) (Cuadro 11). De manera similar, la cruza
PAN157 x PAB218 mostrd valores altos de c-PER y c-PER10, siendo estos dos
materiales los que presentaron los mayores contenidos de proteina (Cuadro 8) y de
los aminoacidos lisina y triptéfano (Cuadro 9), lo que puede estar contribuyendo a los
valores mas altos de los parametros en estos materiales y a su vez, contribuir con una
mejor calidad de sus proteinas. Chan-Chan y col (2021) determinaron parametros de
calidad proteinica en 4 maices, dos maices QPM y sus predecesores nativos. Ademas,
estos maices QPM fueron considerados como maices ACA dado que presentaron un
contenido de aceite del 7%. Los materiales QPM presentaron valores de c-PER10 de
2.6 y 3.29, mostrando una mejor calidad proteinica que su contraparte normal, lo cual
atribuyeron al aumento en la concentracion de los aminoacidos arginina, histidina y
triptéfano en esos maices. Algo similar se encontré en los materiales ACA del presente
estudio, los cuales presentaron un aumento aproximado del 20% en arginina y hasta
un 33% de triptéfano con respecto al hibrido comercial (Cuadro 9).

En cuanto al valor bioldgico (VB) de las proteinas de los maices estudiados, los

maices ACA presentaron valores significativamente mas altos que el del hibrido
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comercial, siendo la cruza PBN11 x PBN84 la que present6é el mayor valor de VB
(96.97%). Esto es consistente con otros resultados obtenidos en este estudio, en
donde fue este material ACA el que present6 el mejor contenido de lisina y triptéfano

(Cuadro 8), asi como en todos los parametros de calidad evaluados (Cuadro 11).

C. CARACTERIZACION DEL PERFIL DE PROTEINAS DE ALMACENAMIENTO
1. Cuantificacion de proteinas por fracciones

El contenido en el grano de las fracciones albuminas, globulinas, prolaminas
(zeinas) y glutelinas (mg/100 mg harina bs) se muestra en la Figura 4. En concordancia
con el contenido de proteina total, los maices ACA presentaron un mayor contenido
de las diferentes fracciones de proteina en comparacién con el maiz hibrido comercial
Armadillo, siendo la cruza PAN157 x PAB218 la que presenté los valores mas altos en
todas las fracciones (Figura 4). Este maiz a su vez presentd el mayor contenido de los
aminoacidos limitantes lisina y triptéfano en g/100 g de harina, mientras que el hibrido
comercial Armadillo presentd los contenidos mas bajos de todas las fracciones
proteicas y de estos aminoacidos (Cuadros 8 y 9).

Diversos autores senalan que altos porcentajes de las fracciones de albuminas y
globulinas son indicadores de mejor calidad proteinica, ya que estas dos fracciones
son ricas en aminoacidos esenciales como lisina y triptéfano (Aguirre-Mancilla y col
2020). Estos resultados coinciden con la correlacion positiva encontrada en este
estudio entre el contenido de albuminas y el de los aminoacidos lisina (r=0.92, p<0.05)

y triptéfano (r=0.672, p<0.05).
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Figura 4. Contenido de albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas (mg/100 mg
harina bs) en maices ACA y un maiz hibrido comercial. Las barras corresponden a la
desviacion estandar de la media de tres réplicas. Letras diferentes indican diferencias

significativas para una misma fraccion de proteina entre los maices (Tukey, a = 0.05).
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Ademas, estudios previos han demostrado que la fraccion de glutelinas también
aporta altas cantidades de lisina en maiz (Lin y col 1997). Esto coincide con los
resultados obtenidos en este estudio, donde los maices ACA PAN157 x PAB218 y
PBN11 x PBN84 presentaron la mayor acumulacion de glutelinas (Figura 4) y lisina
(Cuadro 9). Por lo tanto, la mayor acumulacion de las fracciones de albuminas,
globulinas y glutelinas en los maices ACA (Figura 4) parece ser la responsable del
mayor contenido de lisina en estos materiales (Cuadro 9).

En cuanto al contenido de prolaminas, los maices ACA presentaron la mayor
acumulacion de esta fraccion de proteinas (Figura 4), lo que podria explicar los bajos
valores de digestibilidad de algunos genotipos ACA con respecto al hibrido comercial
Armadillo (Cuadro 11). Al respecto, se ha reportado que niveles elevados de zeinas
(prolaminas) conducen a una menor digestibilidad, ya que estas proteinas presentan
contenidos elevados de aminoacidos hidrofdbicos, 1o que hace que esta fraccion de
proteina sea menos digerible por sistemas enzimaticos digestivos, mientras que un
incremento en el resto de las fracciones (albuminas, globulinas y glutelinas) resulta en
una mayor digestibilidad (Kriz y Larkins 2009). Esto coincide, de manera general, con
los resultados obtenidos en el presente estudio, ya que el maiz PBN11 x PBN84
presento el valor mas alto de digestibilidad y el mayor contenido de las fracciones de
albuminas y glutelinas, asi como valores mas bajos de zeinas en comparacion con los
otros maices ACA (Figura 4, Cuadro 11).

El contenido de las cuatro fracciones proteicas expresadas como mg/100 mg de
proteina se muestra en la Figura 5. Se puede observar que el maiz comercial mostré
el menor contenido de albuminas, mientras que en los genotipos ACA el contenido de

esta fraccion mostré un incremento de alrededor de 50%, pero no hubo diferencias
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Figura 5. Contenido de albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas (mg/100 mg
proteina bs) en maices ACA y un maiz hibrido comercial. Las barras corresponden a
la desviacion estandar de la media de tres réplicas. Letras diferentes indican
diferencias significativas para una misma fraccién de proteina entre los maices (Tukey,

a = 0.05).
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significativas entre ellos, lo cual pudiera explicar porque no se presentaron diferencias

significativas en el contenido de triptéfano entre los maices ACA (Cuadro 10).

3. Separacion de fracciones e identificacion de proteinas en maices con alto
contenido de aceite
a. Albuminas

En la Figura 6 se muestra la separaciéon por electroforesis (SDS-PAGE) de la
fraccidon de albuminas correspondiente a la misma cantidad de harina de cada uno de
los cinco genotipos de maiz evaluados. Los pesos moleculares de las proteinas
separadas variaron de 10 a 75 kDa aproximadamente. Este perfil de albuminas es
similar a los reportados previamente en maiz por diversos autores (Fonseca y col 2014;
Ortiz-Martinez y col 2017).

El analisis densitométrico de esta fraccion detecté un total de 24 bandas, de las
cuales seis presentaron diferencias significativas en su acumulacion entre los maices
ACA y el hibrido comercial Armadillo. De las seis bandas diferenciales solo fue posible
identificar dos ellas por espectrometria de masas, las cuales corresponden a las
proteinas ARNr N-glicosilasa y lactoilglutatién liasa (Figura 6, Cuadro 12).

En la Figura 7 se muestra la identificacién por espectrometria de masas en tandem
de la proteina ARNr- N-glicosilasa. En la Figura 7A se presenta la huella peptidica de
la proteina obtenida en el primer analizador de masas. El ién con una relacion masa /
carga (m/z) de 622.31 (cuadro rojo) fue uno de los que se selecciond para inducir su

disociacion y posterior analisis en el segundo analizador de masas.
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<«— ARNr-N-glucosidasa
<«— Lactoilglutation liasa

Figura 6. Separacion por SDS-PAGE de la fraccién albuminas de maices ACA 'y
un maiz hibrido comercial. Los pesos moleculares de marcadores pretenidos (MP)

se muestran a la izquierda y las proteinas identificadas se indican a la derecha.
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Figura 7. Identificaciébn por espectrometria de masas de la proteina ARNr-N-
glicosilasa. A) Huella peptidica de la proteina después de su digestion con tripsina. B)
Espectro MS/MS del i6bn encerrado con un cuadrado en la Figura A. C) Secuencia
completa de aminoacidos de la proteina identificada (las letras en rojo indican la

secuencia del péptido seleccionado en A).
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La Figura 7B muestra el espectro MS/MS de este i6n, donde ademas se indica la
secuencia parcial de aminoacidos predicha para algunos de los iones resultantes de
la disociacién. La busqueda en las bases de datos determind que este péptido forma
parte de la proteina ARNr N-glicosilasa, cuya secuencia completa se indica en la
Figura 7C. La identidad y funcion de las proteinas que pudieron ser identificadas por
espectrometria de masas se muestra en el Cuadro 12.

Las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIP) son N-glicosilasas de ARNr, es
decir, son hidrolasas que actuan como glicosilasas que hidrolizan compuestos de N-
glicosilo. Ademas, otras actividades enzimaticas, como polinucleétido: adenosina
glicosilasa (PNAG) en diferentes sustratos de polinucleétidos, actividad de fosfatasa
en lipidos, DNasa, acciones de quitinasa y superéxido dismutasa son atribuibles a las
N-glicosilasas de ARNr (Landiy col 2022).

Por otro lado, lactoilglutatién liasa (LGL) es una enzima involucrada en la
desintoxicacién del metilglioxal, un subproducto glucolitico electrofilico altamente
téxico que reacciona e inactiva macromoléculas intracelulares, incluidas las proteinas
y los acidos nucleicos (Ackerman y col 1974; Dhar y col 2012).

La Figura 8 muestra la cuantificacion densitométrica de las albuminas
identificadas, ARNr N-glicosilasa y Lactoilglutation liasa. La acumulacién de estas
proteinas fue mayor en algunos de los maices ACA con respecto a Armadillo,
particularmente en la cruza PBN11 x PBN84 que fue la que presentd la mayor
acumulacion de ambas. Esto coincide con el mayor contenido de albuminas
encontrado en PBN11 x PBN84 (Figura 5). Ademas, las albuminas son ricas en

aminoacidos esenciales como lisina y triptéfano; ARNr N-glicosilasa contiene un 8.3%
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Figura 8. Cuantificacion densitométrica de proteinas identificadas de la fraccion de

albuminas en maices ACA y un hibrido comercial. Las barras corresponden a la

desviacion estandar de la media de tres replicas; letras diferentes indican diferencias

significativas para una misma proteina entre los maices (Tukey, a = 0.05).
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y 2%, respectivamente, mientras que Lactoilglutation liasa contiene cerca del 10% de
lisina y 1% de triptéfano en su secuencia (UniprotkKB 2023).

La mayor acumulacién de albuminas en maices ACA puede explicar el mayor
contenido de lisina y tript6fano como porcentaje de harina, siendo ARNr N-glicosilasa
y Lactoilglutation liasa algunas de las proteinas que podrian estar contribuyendo a este

incremento (Cuadro 10).

b. Globulinas

La separacion de la fraccion de globulinas por SDS-PAGE (Figura 9) permitio
observar alrededor de 18 bandas en un rango de peso molecular de 10 a 75 kDa.
Patrones similares fueron observados por otros autores (Kriz 1989; Ortiz-Martinez y
col 2017). Se lograron identificar seis bandas por espectrometria de masas (Cuadro
12), dos correspondientes a globulina 1y 2S, dos a quitinasa, una proteina de union a
ARN y ubiquitina ligasa E3A.

En el analisis densitométrico se puede observar que las cruzas de maiz ACA
PBN11 x PBN84 y PAN157 x PAB218 presentaron la mayor acumulacion de proteinas
como Globulinas 1y 2S (Figura 10), asi como un mayor contenido de la fraccion de
globulinas (Figura 4 y 5) y del aminoacido lisina tanto en porcentaje de harina y
proteina (Cuadro 9 y 10). Estas proteinas presentan contenidos relativamente altos de

los aminoacidos lisina (~4.5%) y triptéfano (~1.2%) (UniprotKB 2023).
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Figura 9. Separacién por SDS-PAGE de globulinas de maices ACA y un maiz hibrido
comercial. Los pesos moleculares de marcadores pretefiidos se muestran a la

izquierda mientras que las proteinas identificadas se indican a la derecha.
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Figura 10. Cuantificacion densitométrica de proteinas tipo globulinas identificadas por
espectrometria de masas en maices ACA y un hibrido comercial. Las barras
corresponden a la desviacion estandar de la media de tres réplicas. Letras diferentes

indican diferencias significativas para una misma proteina entre los maices (Tukey, a

= 0.05).
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Ademas de lisina, las globulinas 1y 2S son ricas en aminoacidos como acido glutamico
(10-14%) y arginina (10-12%). Comparando el contenido de estos aminoacidos en los
maices ACA respecto al hibrido comercial, se observa un incremento de acido
glutémico hasta de un 30% y un 40% en arginina (Cuadro 9), lo cual podria asociarse
a la mayor acumulacién globulinas 1 y 2S en los maices ACA. Se estima que en
conjunto las gobulinas 1y 2S representan del 10 al 20% de la proteina total del germen
(Kriz 1989).

En cuanto a otras proteinas identificadas, las proteinas de union a ARN son
aquellas que pueden unirse a ARN especificos y su interaccion con el ARN es un punto
de control importante para regular la expresion génica a nivel de ARN (Yao y col 2022).
Estas proteinas tienen diversas funciones en la regulacion co-transcripcional y
postranscripcional del metabolismo del ARN (Li y col 2014). Se observé una mayor
acumulacion de la proteina de unién al ARN en las cruzas PBN85 x PBB183 y PAN157
x PAB218 comparado con el hibrido comercial Armadillo (Figura 10). Esta proteina
presenta cerca del 8% de lisina en su composicion, lo cual es consistente con el mayor
contenido de este aminoacido en estos maices (Cuadro 9y 10).

Otras proteinas que fueron identificadas por espectrometria de masas, pero que
no presentaron de manera general diferencias significativas en su acumulacion entre
maices ACA y el comercial incluyen quitinasas y ubiquina ligasa EA3 (Cuadro 12). Las
quitinasas son glicosil hidrolasas caracterizadas por romper el enlace 5-1,4 de la N-
acetil glucosamina presente en las cadenas de quitina (Rathore y Gupta 2015). Los
tamanos moleculares en geles de poliacrilamida reportados para Quitinasa 1 (ChitA)
son de 70 y 50 kDa (Danismazoglu y col 2015), mientras que para Quitinasa 2 (ChitB)

se reporta un peso de 28 kDa (Naumann y Wicklow 2010), los cuales coinciden con
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los observados en la separacién por SDS-PAGE en el presente estudio (Figura 9).
Ubiquitina ligasa EA3 tiene varias funciones celulares, incluida la degradacién y
transporte de proteinas, la endocitosis y las interacciones proteina-proteina (Llewellyn
y col 2015).

De manera particular, la cruza triple CML451/CML486 x PAN133 presentd los
niveles mas bajos de globulinas 1S y 2S, proteina de union a ARN y ubiquitina ligasa
EA3. Este maiz a su vez presenté el mayor contenido de triptofano en g/100 g proteina,
lo que corresponde con lo reportado por Zilic y col (2011) quienes mostraron una
correlacidon negativa entre el contenido de este aminoacido y los niveles de globulinas

(r=-0.38, p<0.05).

c. Prolaminas

La separacion electroforética (SDS-PAGE) de la fraccion de prolaminas o zeinas
de los cinco maices evaluados se muestra en la Figura 11A. El perfil de zeinas muestra
las principales subfracciones que corresponden a dos bandas de a-zeinas con pesos
moleculares de 19 y 22 kDa, asi como dos bandas correspondientes a la subfraccion
de y-zeinas de 27 y 50 kDa. La identidad de las a-zeinas fue corroborada mediante un
analisis de Western Blot (Figura 11B) utilizando anticuerpos policlonales, razon por la
cual también se logra ver senal en las y-zeinas.

El perfil de las zeinas mayoritarias coincide con otros reportados previamente en
maiz (Holding y Larkins 2006; Salazar-Salas y col 2014). Sin embargo, se observé una
menor acumulacion de y-zeina de 27 kDa, lo cual puede atribuirse al método de
extraccion secuencial utilizado con base en la solubilidad de las fracciones, mientras

que los autores citados utilizaron buffer de boratos para extraer inicialmente la proteina
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Figura 11. Perfil de zeinas de maices ACA y el hibrido comercial Armadillo. A)
Separacion por SDS-PAGE de la fraccidn de prolaminas o zeinas. B) Inmunodeteccién
por Western blot de a-zeinas. Los pesos moleculares de marcadores pretefidos se
muestran a la izquierda mientras que las proteinas identificadas se indican a la

derecha.
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total y posteriormente solo realizaron una particion con etanol al 70% para separar las
zeinas del resto de las fracciones que en conjunto se denominan no-zeinas.

Se realiz6é un analisis densitométrico de las zeinas (Figura 12), a excepcién de la
subfraccion de y-zeinas de 50 kDa que presentd una acumulacién muy baja. En el
caso de las subfracciones a-zeinas de 22 y 19 kDa, la cruza PBN11 x PBN84 fue la
que presentd la menor acumulacion, lo cual corresponde con el hecho de que este
maiz presentd la mayor cantidad de lisina/ 100 g de harina. Debido a que las a-zeinas
son las mas abundantes en la fraccidbn prolaminas (deficientes en lisina) en el
endospermo de un maiz normal, es de esperarse que su disminucion permita una
mayor acumulacion de otras proteinas que si contienen lisina. En este sentido,
estudios previos han demostrado que la inhibicidn de la expresion de a-zeinas en el
endospermo de maiz incrementa el contenido de lisina en el grano, efecto asociado a

un aumento en la acumulacion de no-zeinas (Huang y col 2006).

d. Glutelinas

Se realiz6 la separacion electroforética (SDS-PAGE) de la fraccion de glutelinas
de los maices evaluados (Figura 13), pero desafortunadamente ninguna pudo ser
identificada debido a la concentracion tan baja que presentaron. Se observaron bandas
de aproximadamente 20, 27, 35, 43 y 52 kDa. Este patrdn de separacion coincide con
lo reportado por Yau y col (1999), quienes reportaron 7 bandas en la fraccion de
glutelinas que van de 35 a 100 kDa, dentro de las cuales se incluyen las de 35, 43 y
52 kDa de este estudio. Ademas, estos autores reportaron una correlacion positiva

entre la fraccion de glutelinas y el contenido de lisina en los maices evaluados; lo cual
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Figura 12. Cuantificacién densitométrica de las principales prolaminas o zeinas en
maices ACA y un hibrido comercial. Las barras corresponden a la desviacion estandar
de la media de tres replicas; letras diferentes indican diferencias significativas para una

misma fraccion de proteina entre los maices (Tukey, a = 0.05).
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Figura 13. Separaciéon por SDS-PAGE de la fraccion de glutelinas de maices ACA y
un maiz hibrido comercial. Los pesos moleculares de marcadores pretefiidos se

muestran a la izquierda.
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coincide con la correlacién encontrada en este estudio (r=0.894, p<0.05) entre el

contenido de glutelinas y el aminoacido lisina.
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IX. CONCLUSIONES

Los maices ACA presentaron un mayor contenido de proteina total y grasa, asi
como un menor contenido de almidén con relacién al maiz comercial, atribuido a
un incremento en el tamafo del germen en estos maices y posiblemente una

menor proporcion de endospermo.

Los maices ACA presentaron un mayor contenido de aminoacidos en el grano con
respecto a un maiz comercial, incluyendo los aminoacidos limitantes lisina y

triptéfano, lo que se relacioné con un mayor contenido de proteina.

La cruza de maiz ACA PBN11 x PBN84 presentdé lo mejores valores de
digestibilidad y c-PER comparado con el hibrido comercial, lo que sugiere una
mejor calidad proteinica de este maiz.

Dentro de las proteinas expresadas diferencialmente entre los maices ACA y el
hibrido comercial se identificaron a la proteina ARNr N-glicosilasa, Lactoilglutatiéon
liasa y una proteina de union a ARN, las cuales poseen contenidos altos de lisina
y triptéfano, lo que pudiera estar contribuyendo a la mayor acumulacién de estos

aminoacidos en los maices ACA.

Los resultados indican que algunos maices ACA tienen buenas caracteristicas
nutricionales y sugieren que su introduccion como alimento podria proporcionar

mejores beneficios a la salud que los maices comerciales.
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