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grado centigrado
gen colored aleurone
cloruro de calcio bihidratado
centimetro cubico
centrimetro
acido dexosirribonucleico complementario
dias después de la polinizacion
acido dexosirribonucleico
acido dexosirribonucleico ribosémico
gen dwarf 8
Sulfato de hierro con siete moléculas de agua
gramo
cromosoma univalente
cromosoma bivalente
cromosoma trivalente
ioduro de potasio
cromosoma tetravalente
gen indeterminate grownth 1
Primera generacién producida por el cruzamiento de dos
lineas parentales (homocigotos) o dos especies.
frecuencia de embriogénesis somatica

horas
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H3BO;

Kb

KH,PO,
KNO;

mg/l
ml
mm
mM
MDL

MDP

MgSO, 7H,O
MnSO,4 H,O
N

Na,EDTA
(NH4)2NO3
N103A
N104B
N107B
N107C
NIPs

O.N.

pb

pH

acido bérico

gen iojap striping

abreviatura para 1.000 pares de bases en el DNA o
1.000 bases en el RNA
fosfato diacido de potasio

nitrato de potasio

brazo largo de un cromosoma

metro

molaridad

miligramo por litro

mililitro

milimetro

milimolar

Trihibrido entre Zea mays, Zea diploperennis y Zea
luxurians

Trihibrido entre Zea mays, Zea diploperennis y Zea
perennis.

sulfato de magnesio heptahidratado (Sal de Epsom)
sulfato de manganeso monohidratado

normalidad

EDTA de sodio
nitrato diamonico

linea de maiz

linea de maiz

linea de maiz

linea de maiz

nearly identical paralogs

organizador del nucleolo

pares de bases

medida comun de la acidez de una solucion
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Ph1

PI

QTL

R-r
RNAr
RNAs
rpl

S

Sn 1 N6
Sn2 N6
Sn Ca N6
Sn Fe-EDTA
ssp

tel

thl

tgal
TIRs
TR-1

ts2

v22

X

zagll
zapl

zd
ZdxZl:
ZdxZp30

ZdxZp40:

zenl

gen pith abscission
gen purple plant
guantitative trait loci
gen red colour
acido ribonucleico ribosémico
acido ribonucleico de silenciamiento
gen resistence Puccinia sorghi
brazo corto de un cromosoma
solucion madre de macronutrientes
solucion madre de micronutrientes
solucion madre de macronutrientes con calcio
solucién madre de micronutrientes con hierro
subespecie
gen terminal ear 1
gen teosinte branched 1
gen teosinte glume architecture 1
terminal inversion repetead
region de los knobs de 350 pares de bases
gen tassel seed 2
gen virescent
namero basico de una especie
gen zea agamous like 1
gen zea apetala homologous 1
Zea diploperennis
hibrido entre Zea diploperennis x Zea luxurians
hibrido entre Zea diploperennis x Zea perennis con
2n=30
hibrido entre Zea diploperennis x Zea perennis con
2n=40

gen zea centroradiales 1
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zfl2

Zl

ZIxZp
Zm20
Zm40
ZmxZd20
ZmxZ|
ZmxZm30
ZmxZmex
ZmxZp30
ZmxZp40
ZmxZpar20
ZmxZpar30
Zmex
ZnS0O,4 7H,0
Zp
ZpxZmex
Zpar
ZparxZd40

WMT
it
2,4-D
90-2189

gen zea floricaula leary 2

Zea luxurians

hibrido entre Zea luxurians x Zea perennis

Zea mays con 2n=20

Zea mays con 2n=40

hibrido entre Zea mays x Zea diploperennis con 2n=20
hibrido entre Zea mays x Zea luxurians

hibrido entre maices de distinto nivel de ploidia
hibrido entre Zea mays x Zea mexicana

hibrido entre Zea mays x Zea perennis con 2n=30
hibrido entre Zea mays x Zea perennis con 2n=40
hibrido entre Zea mays por Zea parviglumis con 2n=20
hibrido entre Zea mays x Zea parviglumis con 2n=30
Zea mexicana

Sulfato de cinc heptahidratado

Zea perennis

hibrido entre Zea perennis x Zea mexicana

Zea parviglumis

hibrido entre Zea parviglumis x Zea diploperennis con
2n=40

linea de maiz

gen yellow 1

2,4-diclorofenoxiacético

linea de maiz
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Resumen

El género Zea comprende varias especies de gramineas de origen
americano, de las cuales la Unica que tiene valor econémico es Zea
mays ssp mays, conocida como maiz, un cereal de alto valor energético

cultivado para el consumo humano y animal.

Las especies silvestres, conocidas cominmente como teosintes, difieren
significativamente en su aspecto fenotipico con respecto al maiz,
aunque en algunos casos han desarrollado un aspecto similar como
repuesta a la erradicacion selectiva realizada por los granjeros que las

consideran como malezas del cultivo de maiz.

Con el fin de dilucidar las relaciones filogenéticas, el nivel de ploidia y la
diferenciacién en la evolucion de los genomios homedlogos del género
Zea, se analizaron especies e hibridos de Zea a nivel fenotipico,
genotipico y citogenético, induciéndose con solucién diluida de
colchicina el apareamiento intergenémico criptico de los genomios
homedlogos. Como resultado de este estudio se dedujo lo siguiente:

e La longitudes relativas de los cromosomas de las especies de
Zea con 2n=20 no difieren significativamente entre si,
presentando so6lo pequefias diferencias de tamafio en algunas
especies. En la mayoria de los hibridos estas diferencias se
minimizan, ya que los cromosomas homedlogos se aparean en
su totalidad, no mostrando diferencias significativas. Estos
resultados indicarian que en los cromosomas homedlogos de los
hibridos del género Zea, las zonas intercromoméricas tenderian
a acortarse o alargarse para que se produzca el apareamiento
cromomérico. Las excepciones fueron el dihibrido Zea mays x

Zea parviglumis y el trihibrido Zea mays x Zea diploperennis x
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Zea luxurians, donde se aparearon tres pares de cromosomas
homedlogos de distinto tamafio.

En el caso de Zea perennis (2n=40), el tamafo de los
cromosomas parece diferente al del resto de las especies con
2n=20, pero si agrupan los cinco pares cromosomicos que tienen
la misma forma y tamafo (1-2, 3-4, 7-8, 9-10 y 15-16) y se los
considera como uno solo, sus cromosomas no difieren
significativamente del resto del complejo Zea.

La diferencia mas notable entre los cromosomas del maiz y las
especies silvestres es la posicion de los knobs: mientras que el
maiz carece de knobs, o son intersticiales, en las especies
silvestres los knobs son terminales, pudiendo ser pequefios,

medianos o grandes.

Del analisis de las configuraciones meiéticas de las especies e hibridos

de Zea, agrupadas de acuerdo a su nivel de ploidia, se infiri6 lo

siguiente:

Las especies e hibridos con un mismo nivel de ploidia tenian
configuraciones meiéticas, numero de quiasmas, fertilidad del
polen y viabilidad de las semillas similares. Las excepciones
fueron Z. mays x Z. mays con 2n=30, Z. mays con 2n=40 y Z.
parviglumis x Z. diploperennis con 2n=40 que tenian
configuraciones meidticas significativamente distintas del grupo
al que pertenecen.

Entre las especies con 2n=20, Zea mays Yy Zea mexicana
fueron las mas estables cromos6micamente y las que tenian
mayor fertilidad.

Los hibridos entre las distintas especies de Zea con 2n=20
fueron fértiles, siendo muy dificil de diferenciar, tanto a nivel
fenotipico como cromosémico, de los teosintes.
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Solamente en el dihibrido entre Z. mays x Z. parviglumis con
2n=20 y en el trihibrido entre Zea mays x Zea diploperennis x
Zea luxurians se observd con muy baja frecuencia un
tetravalente, producto del apareamiento entre dos pares de
cromosomas homeologos.
El trihibrido (Zea mays x Zea diploperennis x Zea luxurians con
2n=20, tuvo menor fertilidad del polen (60-80%) y de la semilla
(72%) que los dihibridos con el mismo nivel de plodia.
En los hibridos con 2n=30, la configuracion meibética mas
frecuente  fue  5II+5II+5I, con un promedio de
5,461+5,4511+4,50l1l. La excepcion en este grupo fue el hibrido
intraespecifico Z. mays x Z. mays (2n=30), obtenido por
cruzamiento entre los maices con distinto nivel de ploidia (2n=20
y 2n=40, respectivamente), siendo probable que la homologia
cromosOmica y el apareamiento subsiguiente sean las causas
del elevado numero de trivalentes. La configuracion meiética
mas frecuente es de 2I+2II+8Ill, con un promedio de
2,651+2,5611+7,41111.
La fertilidad del polen oscilé entre el 4% y el 83%, siendo inferior
la fertilidad de la semilla (0-15%). Curiosamente, el hibrido més
estéril y el mas dificil de obtener fue el derivado del cruzamiento
entre los maices con distinto nivel de ploidia.
En el grupo de las especies e hibridos con 2n=40 se presentaron
distintas situaciones. Por un lado, en Zea mays con 2n=40 se
observo un elevado porcentaje de tetravalentes (8,34) y un bajo
porcentaje de bivalentes (3,24), quiza debido al apareamiento de
los cromosomas homoélogos de ambos genomios. En el otro
extremo se hallaba el hibrido excepcional Z. parviglumis x Z.
diploperennis con 2n=40, producto de la duplicacion
cromosomica del hibrido entre ambas especies con 2n=20, en el
25



gue es posible que se apareen preferentemente los cromosomas
homélogos de cada una de las especies, produciéndose como
consecuencia un alto porcentaje de bivalentes (15,27) y un bajo
porcentaje de tetravalentes (2,02). Por otro lado, Zea perennis y
el resto de los hibridos con 2n=40 tenian configuraciones
meidticas similares con un promedio de apareamiento de 11,21l
y 4,43IV.

El apareamiento criptico de los cromosomas homedlogos del género

Zea, inducido con solucién diluida de colchicina, fue diferente segun el

nivel de ploidia:

En las especies e hibridos con 2n=20 se aparearon los
cromosomas homedlogos de ambos genomios, obteniéndose
hasta un maximo de 5IV. La excepcion fue Zea diploperennis y
los hibridos con esta especie, en donde no se indujo el
apareamiento criptico de los cromosomas homedlogos, al menos
con la dosis de colchicina empleada.

En los hibridos con 2n=30 aumenté el apareamiento criptico de
los cromosomas homeodlogos hasta un maximo de 10lll, siendo
la excepcion el hibrido entre Z. mays x Z. mays con 2n=30 donde
no se observaron diferencias significativas entre el material
tratado con respecto al no tratado.

En especies e hibridos con 2n=40 se produjo un apareamiento
criptico de los cromosomas homeoélogos hasta un maximo de
101V, a excepcién de Z. mays con 2n=40, donde practicamente
no hubo diferencias significativas entre el material tratado y sin

tratar.
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Integrando los resultados de otros autores con los obtenidos en el
presente trabajo, se podria inferir que el mecanismo evolutivo del
género Zea habria sido el siguiente (Fig. 33):

1. A partir de un ancestro comun poliploide con genomio AAAA
se habrian diferenciado los cromosomas homologos dando
lugar a una especie diploide con dos genomios A y B. Esta
nueva especie habria tenido mayor ventaja adaptativa al ser
mas estable por comportarse como un diploide funcional.

2. En el siguiente paso evolutivo se habria diferenciado el
genomio B, dando lugar a la aparicion de las distintas
especies de Zea.

3. Las especies habrian mantenido su capacidad de hibridarse
hasta la actualidad, dando descendencia fértil al no haberse
producido cambios dramaticos en los cromosomas
homedlogos.

4. Esta diferenciacién evolutiva, sin grandes alteraciones a nivel
cromosomico, posiblemente se haya visto favorecida por el

aislamiento geogréafico que mantuvieron las especies.
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Resum

El génere Zea comprén diverses espécies de graminies d’origen
america, de les quals I'inica que té valor economic és Zea mays Sssp.
mays, coneguda com a dacsa, un cereal d'alt valor energétic conreat

per al consum huma i animal.

Les especies silvestres, conegudes col-lectivament com a teosintes,
difereixen significativament en I'aspecte fenotipic pel que fa a la dacsa,
encara que en alguns casos han desenvolupat un aspecte similar, com
a resposta a l'eradicacio selectiva duta a terme pels grangers, que la

consideren una mala herba del cultiu de dacsa.

Amb la finalitat de dilucidar les relacions filogenétiques, el nivell de
ploidia i la diferenciaci6 en l'evolucié dels genomics homeodlegs del
génere Zea, s’han analitzat espécies i hibrids de Zea en el pla fenotipic,
genotipic i citogenétic, i s’ha induit amb solucié diluida de colquicina

I'apariament intergendmic criptic dels genomics homeolegs.

Com a resultat d’aquest estudi, es dedueix el seguent:

e La longituds relatives dels cromosomes de les espécies de Zea
amb 2n=20 no difereixen significativament entre si, i presenten
nomeés petites diferéncies de grandaria en algunes espécies. En
la majoria dels hibrids aquestes diferéencies es minimitzen, ja
que els cromosomes homeodlegs s’aparien integrament i no
mostren diferéncies significatives. Aquests resultats indicarien
gue en els cromosomes homeolegs dels hibrids del genere Zea,
les zones intercromomeériques tendirien a escurcar-se o allargar-
se perqué es produira I'apariament cromomeric. Les excepcions

han sigut el dihibrid Zea mays x Zea parviglumis i el trihibrid Zea
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mays x Zea diploperennis x Zea luxurians, en qué s’han apariat
tres parells de cromosomes homeolegs de dimensions diferents.
En el cas de Zea perennis (2n=40), les dimensions dels
cromosomes semblen diferents de les de la resta de les
espécies amb 2n=20, pero si s'agrupen els cinc parells
cromosomics que tenen la mateixa forma i grandaria (1-2, 3-4,
7-8, 9-10 i 15-16) i se’ls considera com un de sol, els seus
cromosomes no difereixen significativament de la resta del
complex Zea.

La diferencia més notable entre els cromosomes de la dacsa i
les espécies silvestres ha sigut la posicié dels knobs: mentre
gue la dacsa no tenia knobs o presentava knobs de tipus
intersticial, en les espécies silvestres els knobs eren terminals, i

podien ser petits, mitjans o grans.

De l'analisi de les configuracions meiotiques de les espécies i hibrids

de Zea, agrupades d'acord amb el seu nivell de ploidia, s'infereix el

seguent:

Les especies i hibrids amb un mateix nivell de ploidia tenen
similars configuracions meiotiques i nombre de quiasmes,
fertilitat del pol-len i viabilitat de les llavors. Les excepcions han
sigut Z. mays x Z. mays amb 2n=30, Z. mays amb 2n=40 i Z.
parviglumis x Z. diploperennis amb 2n=40, que tenen
configuracions meiodtiques significativament diferents del grup a
gué pertanyen.

Entre les espécies amb 2n=20, Zea mays i Zea mexicana han
sigut les més estables cromosomicament i les que tenen més

fertilitat.
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Els hibrids entre les diferents espécies de Zea amb 2n=20 han
sigut fertils, i son molt dificil de diferenciar, tant en el pla
fenotipic com en el cromosomic, dels teosintes.

Solament en el dihibrid entre Z. mays x Z. parviglumis amb
2n=20 i en el trihibrid entre Zea mays x Zea diploperennis x Zea
luxurians, s’ha observat amb molt baixa frequiéncia un
tetravalent, producte de Il'apariament entre dos parells de
cromosomes homeolegs.

El trihibrid (Zea mays x Zea diploperennis x Zea luxurians amb
2n=20) ha tingut menor fertilitat del pol-len (60-80%) i de la llavor
(72%) que els dihibrids amb el mateix nivell de ploidia.

En els hibrids amb 2n=30, la configuracié meiotica més frequient
ha sigut 5IlI+511+51, amb una mitjana de 5,461+5,4511+4,50Ill.
L’excepcid en aquest grup ha sigut I'hibrid intraespecific Z. mays
X Z. mays (2n=30), obtingut per encreuament entre les dacses
amb diferent nivell de ploidia (2n=20 i 2n=40, respectivament),
en que és probable que I'homologia cromosomica i I'apariament
subseguent siguen les causes de I'elevat nombre de trivalents, i
la configuraci6 meidtica més frequent és 21+211+8lll, amb una
mitjana de 2,651+2,5611+7,41111.

La fertilitat del pollen ha oscillat entre el 4% i el 83%, sent
inferior la fertilitat de la llavor (0-15%). Curiosament, I'hibrid més
esteril i el més dificil d'obtenir ha sigut el derivat de
'encreuament entre les dacses amb diferent nivell de ploidia.

En el grup de les espécies i hibrids amb 2n=40 s’han presentat
diverses situacions. D'una banda, en Zea mays amb 2n=40 s’ha
observat un percentatge de tetravalents elevat (8,34) i un
percentatge de bivalents baix (3,24), potser a causa de

'apariament dels cromosomes homolegs de tots dos genomes.
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En l'altre extrem es troba I'hibrid excepcional Z. parviglumis x Z.
diploperennis amb 2n=40, producte de la duplicacid
cromosomica de I'hibrid entre les dues espécies amb 2n=20, en
el qual és possible que s’aparien preferentment els cromosomes
homolegs de cadascuna de les espécies, i aixi es produeix com
a consegléncia un percentatge de bivalents alt (15,27) i un
percentatge de tetravalents baix (2,02). D’altra banda, Zea
perennis i la resta dels hibrids amb 2n=40 tenien configuracions
meiodtiques similars, amb una mitjana d’apariament d’11,21Il i
4,431V.

L’apariament criptic dels cromosomes homeolegs del génere Zea,

induit amb solucié diluida de colquicina, ha variat segons el nivell de

ploidia:

En les espécies i els hibrids amb 2n=20 s’han apariat els
cromosomes homeolegs de tots dos genomes, i s’ha obtingut
fins a un maxim de 5IV. L'excepcio ha sigut Zea diploperennis i
els hibrids amb aquesta espécie, on no s’ha induit I'apariament
criptic dels cromosomes homeolegs, almenys amb la dosi de
colquicina emprada.

En els hibrids amb 2n=30 ha augmentat I'apariament criptic
dels cromosomes homeolegs fins a un maxim de 10lll, i
I'excepcié ha sigut I'hibrid entre Z. mays x Z. mays amb 2n=30,
on no s’han observat diferéncies significatives entre el material
tractat pel que fa al no tractat.

En espécies i hibrids amb 2n=40 es produeix apariament criptic
dels cromosomes homeolegs fins a un maxim de 101V, llevat de
Z. mays amb 2n=40, on practicament no hi ha diferéncies

significatives entre el material tractat i sense tractar.
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Integrant els resultats d'altres autors amb els obtinguts en aquest
treball, es podria inferir que el mecanisme evolutiu del génere Zea
hauria sigut el seguent (fig. 33):

1. A partir d'un ancestre comu poliploide amb genoma AAAA,
s’haurien diferenciat els cromosomes homolegs i haurien
donat lloc a una espécie diploide amb dos genomes A i B.
Aquesta nova espécie hauria tingut major avantatge
adaptatiu, ja que és més estable perque és diploide.

2. En el seglient pas evolutiu s’hauria diferenciat el genoma B i
hauria donat lloc a I'aparicié de les diferents especies de
Zea.

3. Les especies haurien mantingut la capacitat d’hibridar-se
fins a I'actualitat, i aixd donaria descendencia fertil pel fet de
no haver-se produit canvis dramatics en els cromosomes
homeolegs.

4. Possiblement, aquesta diferenciacié evolutiva sense grans
alteracions en el pla cromosomic s’ha vist afavorida per

I'aillament geografic que han mantingut les espécies.
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Abstract

The Zea Genus includes various species of gramineae of American
origin. Of all those species, the only one which has economical value is
Zea mays ssp mays, known as maize, a cereal of high energy value

which is cultivated for human and animal consumption.

Wild species, known as teosinte, differ significantly in phenotype with
respect to maize, although in some cases, have developed a similar
appearance, as response to the selective eradication by farmers who

consider it a weed of cultivation of maize.

In order to elucidate the philogenetic relations, ploidy and differentiation
in the evolution of the Zea Genus homeologous genomes, Zea species
and hybrids were analysed from the phenotypical, genotypical and
cytogenetical point of view, inducing the cryptic intergenomic pairing of

the homeologous genomes with a diluted solution of colchicine.

As a result of this study it has been observed that:

The relative chromosome length of the Zea species with 2n=20 does
not differ significantly from one to another, showing only small
differences of size in some species. In most of the hybrids these small
differences were minimized since all of the homeologous chromosomes
paired and showed very small differences. These results seem to show
that, in the homeologous chromosomes of Zea Genus hybrids, the
interchromomeric areas get shorter or longer in order to allow
chromomeric pairing. The exceptions were the Zea mays x Zea
parviglumis dihybrid and the Zea mays, Zea diploperennis and Zea
luxurians trihybrid, where three pairs of homeologous chromosomes of

different sizes paired.
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In the case of Zea perennis (2n=40), the size of the chromosomes is
apparently different to the rest of the species with 2n=20, but if they are
grouped and the five chromosome pairs that have the same form and
size (1-2, 3-4, 7-8, 9-10 and 15-16) are considered as only one, its
chromosomes do not significantly differ from the rest of the Zea

complex.

The most considerable difference among the maize and wild species
chromosomes was the position of the knobs. While in the maize there
were no knobs or they were interstitial, in the wild species they were

terminal and could be small, medium or large.

From the analysis of the meiotic configurations of the Zea species and

hybrids, grouped according to their ploidy, it was inferred that:

e The species and hybrids bearing the same ploidy had similar
meiotic configurations, number of chiasmata, pollen and seed
fertility. The exceptions were Z. mays with 2n=40 and the
hybrids Z. mays x Z. mays with 2n=30 and Z. parviglumis x Z.
diploperennis with 2n=40, which significantly varied their meiotic
configurations from the group they belonged to.

e Among the species with 2n=20, Zea mays and Zea mexicana
had the most chomosome stability and were the most fertile.

e The hybrids between the different Zea species with 2n=20 were
fertile and it was difficult to differentiate them from the teosinte
in their phenotypical aspect and chromosomes.

e A tetravalent, produced by the pairing of two pairs of
homeologous chromosomes was occasionally observed only in
the dihybrid between Z. mays x Z. parviglumis with 2n=20 and
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the trihybrid in the Zea mays, Zea diploperennis and Zea
luxurians

e The trihybrid with 2n=20 had less pollen (60-80%) and seed
(72%) fertility than the dihybrids bearing the same ploidy.

e In the hybrids with 2n=30, the most frequent meiotic
configuration was  5SIlI+5l+5l, with an average of
5.461+5.45l1+4.50Ill. The exception in this group was the hybrid
between the maize with different ploidy (Z. mays x Z. mays
2n=30), where, since the chromosomes were homeologous,
there exists a probability that they paired among themselves,
and therefore produced a high number of trivalent, and the most
frequent meiotic configuration being 2I+2l1+8lll, with an average
of 2.651+2.5611+7.41lIl.

e Pollen fertility varied between 4 and 83% whereas seed fertility
was lower (0-15%). Strangely, the hybrid between maize of
different ploidy was the most sterile and the most difficult to

obtain.

In the group including the species and hybrids with 2n=40, a
number of different situations were found:

e Zea mays with 2n=40 had a high percentage of tetravalent
(8.34) and a low percentage of bivalent (3.24), possibly due
to the pairing of the homologous chromosomes of both
genomes. At the other extreme, was the exceptional hybrid
produced by the chromosomic duplication between Z.
parviglumis x Z. diploperennis with 2n=40, which gave rise
to Z. parviglumis x Z. diploperennis with 2n=40, where it is
possible for the homeologous chromosomes of each of the
species to preferentially paired, and consequently, a high

percentage of bivalents (15.27) and a low percentage of
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tetravalent (2.02) are produced. Zea perennis and the rest
of the hybrids with 2n=40 had similar meiotic configurations

with a pairing average of 11.211l and 4.431V.

The cryptic pairing of Zea mays homeologous chromosomes, induced

with diluted colchicine solution, varied according to the ploidy:

In species and hybrids with 2n=20, homeologous chromosomes
of both genomes pairing, obtaining a maximum of up to 5IV.
The exception was Zea diploperennis and the hybrids with this
species, where the cryptic pairing of homeologous
chromosomes was not induced at least with the dose of
colchicine, in which all of the Zea species responded favorably.
In the hybrids with 2n=30, the cryptic pairing of homologous
chromosomes increase to a maximum of 10lll, with the
exception of the hybrid between Z. mays x Z. mays with 2n=30,
where significant differences between the treated and non-
treated material were not observed. It seems that in this hybrid,
preferential pairing of homologous chromosomes took place
and as a result, cryptic pairing of homologous chromosomes
was not induced.

In species and hybrids with 2n=40, cryptic pairing of
homeologous chromosomes took place up to a maximum of
10lVv, with the exception of Z. mays with 2n=40, where
significant differences between treated and non-treated material

did not exist.

By integrating results obtained by other authors with our own, it

can be deduced that the evolutionary mechanism of the Zea Genus

could have been the following:
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Starting from a common polyploid ancestor with AAAA genome,
the homologous chromosomes seem to have been differentiated
giving rise to a diploid species with two genomes A and B. This
new species seems to have had more advantages to adapt
since it is more stable due to the fact that it is diploid

In the next evolutionary stage, the B genome seems to have
been differentiated giving rise to the different Zea species.

The species that have appeared until today seem to have
maintained their ability to hybridize, giving rise to fertile
descendants due to the fact that no dramatic changes occurred
in the homeologous chromosomes.

This evolutionary differentiation without great chromosomic
alterations was possibly favored since the species kept

themselves geographically isolated.
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INTRODUCCION
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1 Clasificacion Cientifica del Género Zea

El género Zea comprende varias especies de gramineas de origen
americano, de las cuales la Unica que cuenta con valor econémico es
Zea mays ssp mays, conocida como maiz, un cereal de alto valor

energético cultivado para el consumo humano y animal.

Las especies silvestres del género Zea, conocidas colectivamente
como Teosintes, difieren significativamente en su aspecto fenotipico
con respecto al maiz, aunque en algunos casos, han desarrollado un
aspecto similar, como repuesta a la erradicacion selectiva realizada por

los granjeros que la consideran una maleza del cultivo de maiz.

El género Zea pertenece al:
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales

Familia: Poaceae

Tribu: Maydeas

Género: Zea

El género Zea se subdivide a su vez en las secciones Luxuriante y
Zea (Doebley, 1990):

La Seccion Luxuriante incluye:

Especies perennes: Zea perennis (Hitchcock) Reeves y Mangelsdorf
Zea diploperennis (ILtis, Doebley y Guzman)

Especies anuales: Zea luxurians (Durie y Ascherson) Bird

Zea nicaraguensis (lltis y Benz)
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La Seccidon Zea comprende una sola especie anual Zea mays L.

Dobley e lltis (1980) e litis y Dobley (1980), con tres subespecies y

variedades dentro de ellas.

La Seccidon Zea abarca:

Especie Subespecie

ZeamaysL Zea mays ssp. mays

Variedad

americana (Mill)

canina (Watson)
crystosperma (Bonatf.)
erypthrolepis (Bonatf.)
gigantea (Bonf.) Hort y Vilm
glumacea (Larrafiaga)
hirta (Bonatf.)
macrosperma (Klotzsch)
rostrata (Bonatf.)
saccharata (Sturtev.)

segetalis (Salisb.)

tunicata (Larrafiaga) Sturtev.

vulgaris (Mill.)

Zea mays ssp. parviglumis parviglumis (lltis y Doebley)

Zea mays Ssp. mexicana

huehuetenangensis (lltis y Doeb.)

nobogame (Schrader) lltis

chalco (Schrader) lltis

plateau central (Schrader) lltis

Todos los taxones mencionados tienen un nimero cromosémico de

2n=20 con excepcién de Zea perennis que tiene 2n=40.
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2 Numero basico de las Maydeas

La tribu Maydeae esta compuesta por siete géneros Zea, Tripsacum,
Coix, Trilobachne, Polytoca, Sclarchne y Chionachne (Celarier, 1957a),
con dos numeros basicos x=5 0 10 y x=9 compartido con muchos de
los géneros de la tribu de las Andropogoéneas (Bolkhvsijijh et al., 1969;
Celarier 1956,1957a, b; Darlington y Wiley, 1956).

Stebbins (1982) propuso dos hipétesis con respecto al nimero basico
actual de la familia de las Poaceas, puntualizando que las
Andropogéneas y las Maydeas habrian llegado al numero basico actual
por reduccion de x=12 o por poliploidia a partir de x=5 o multiplo de 5
(10, 20, 40), con excepcién de Tripsacum cuyo numero basico es x=9,

teniendo las distintas especies 2n=18, 36, 72.

Para Celarier (1956) el numero basico de las Andropogoneas y las
Maydeas se habria originado exclusivamente por alopoliploidia a partir
x=5, siendo el x=9 de origen secundario por perdida de un cromosoma

del alopoliploide.

Segun Stebbins (1982), el género Coix derivé de las Andropogoneas,
siendo el unico diploide de las Maydeas con 2n=10. Situacién similar

presentan los géneros Sorghum y Elyonurus (Celarier, 1957 b).

3 Distribucion geografica

La distribucién del teosinte en Méjico (Fig. 1) se extiende desde la
porcién sur conocida como Aridameérica en la Sierra Madre Occidental
del estado de Chihuahua y Valle de Guadiana en Durango, hasta la
frontera con Guatemala incluyendo practicamente toda la porcion

occidental de Mesoamérica. En las diferentes regiones de Méjico
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existen poblaciones de teosintes con caracteristicas morfolégicas y
genéticas que permiten su diferenciacion. La distribucién geogréafica de
las distintas poblaciones de los teosintes no es uniforme, sino que hay
condiciones especificas de clima, suelo e influencia humana que

determinan su localizacion (Ruiz et al., 2001).

llitis y Benz (2000) hallaron en Nicaragua una nueva especie de
teosinte denominada Zea nicaraguensis. En el resto del mundo sélo se
las encuentra en los jardines botanicos o en centros de investigacion

gue trabajan con dichas especies.

Debido a la mejora que ha realizado el ser humano la distribucion
geogréfica del maiz es, en cambio, mucho mas amplia y practicamente

se cultiva en todos los continentes (Gore et al., 2009).

4 Caracteristicas morfoldgicas

Maiz

Zea mays Ssp. mays es una planta anual con una o dos cafas
macizas, generalmente erguidas, con 8 o0 mas nudos regularmente
distribuidos. Las vainas son glabras o hirsutas con ligulas cortas. Las
hojas son laminas planas y lanceoladas pudiendo ser glabras o

pubescentes de 0,40 a 1 m de largo y de 4 a 10 cm. de ancho.

La panoja masculina es plurirramea y apical. La espiga femenina tiene
disposicion axilar, estando recubierta por bracteas foliaceas (chala),
conteniendo de 4 a 30 hileras de granos (hileras pares y solo
excepcionalmente impares), teniendo las espiguillas sésiles dos flores

aunque solo una de ellas es fértil.
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El cariopse es cuneiforme, acuminado, comprimido o prismatico, mide
de 5 a 25 mm de largo, y generalmente sobresale de las glumas o

glumelas, pudiendo tener endosperma amilaceo, dextrinoso o ceroso.

Teosintes
Teosinte en lengua indigena significa “el grano de los dioses”, siendo el
nombre comin de un grupo de especies anuales o perennes del

genero Zea nativas de Méjico y América Central.

Los Teosintes se caracterizan por tener dos a mas tallos erguidos y
robustos o varios tallos delgados, erectos o semirastreros. Las raices
estan dispuestas en cabellera, con rizomas cortos de crecimiento

definido.

La inflorescencia masculina es una panoja apical y pluriramea
teniendo cada espiguilla dos flores, una fértil y la otra estéril. En
algunos casos es semejante a la del maiz y en otros es diferente,
porque en la misma panoja puede haber flores masculinas y
femeninas, dando en la misma estructura floral tanto polen como

granos.

Las espiguillas femeninas son disticas teniendo dos flores introducidas
en excavaciones alternas del raquis que se desarticulan cayéndose los
granos a la madurez. Las espigas estan envueltas por varias bracteas
folidceas, analogas a las del maiz y reunidas de dos o mas en
fasciculos insertados en las axilas foliares. La gluma inferior es
navicular, endurecida, lustrosa, abrazando a la gluma superior e

incluyendo al grano.
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Las flores estan cubiertas por glumelas hialinas. La inferior es estéril,
mientras que la superior tiene el ovario globoso con un estilo que

puede medir 10-12 cm.

La diferencia fundamental entre el maiz y los Teosintes esta en la
espiga. Los Teosintes poseen de 5 a 12 granos por espiga (Fig.2B),
llevando adherido el artejo del raquis que se desarticula y cae a la
madurez. La dispersion la realizan fundamentalmente los pajaros y los
mamiferos ya que las capsulas que envuelven los granos hacen que
sobrevivan al paso del tracto digestivo de los animales. El maiz, en
cambio, tiene una espiga con 200 a 700 granos adheridos al marlo de
la espiga (Fig. 2A). Los granos no tienen una adecuada proteccion
destruyéndose cuando son comidos por los animales. La multiplicacién
del maiz es completamente dependiente del hombre ya que si cae una
espiga germinan todos los granos juntos, compitiendo entre ellos por
los nutrientes y la luz, lo que origina la muerte de casi todas las plantas

por competencia entre ellas.

5 Origen del maiz

Si bien se conoce el origen americano del género Zea, no se ha podido
aun establecer con exactitud su origen evolutivo, discutiéndose hasta la
actualidad si proviene de un antecesor semejante al maiz que por
seleccién de los indigenas ha derivado en el maiz moderno; si la
espiga actual es una monstruosidad biolégica que se originé por azar a
través de un dramatico cambio en el desarrollo; o si deriva del teosinte,
habiéndose llegado al maiz moderno por seleccion durante varios
cientos de afios como parecen indicar los trabajos mas recientes (Gore
et al., 2009).
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Esta controversia puede resumirse en distintas teorias, con adeptos
gue han presentando numerosos trabajos apoyando o descartando a

una u otra.

5.1 La teoria del antecesor comun
En 1906, Montgomery propone que el maiz y otras especies silvestres

relacionadas derivan de un antecesor comun.

ANTECESOR COMUN

S

MAIZ TRIPSACUM TEOSINTE

En 1918, Weatherwax enumera las caracteristicas de ese antecesor

comun.

Es una planta perenne

e Las flores femeninas y masculinas estan separadas

o Lasflores femeninas no tienen ramificaciones y sus entrenudos
son cortos

e Los granos estan protegidos individualmente por capsulas

5.2 La teoria del anfidiploide

Fue propuesta por Anderson en 1945. Este autor supone que los 20
cromosomas de maiz provienen del cruzamiento de dos especies, con
10 cromosomas cada una, siendo estos dos antecesores el Coix y el
Sorgo. Esta teoria fue rapidamente descartada debido a que propone
que el maiz se originé en el Sur de Europa, trasladandose por la
glaciacion hasta América, mientras que estd documentado que el maiz

fue llevado al viejo mundo por Cristébal Col6n. Lo novedoso de esta
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teoria es que propone que el maiz tuvo dos origenes, uno geografico

(Europa) y otro evolutivo (América).

5.3 La teoria del maiz papirescente

Data de 1950. En esta época el Ingeniero Andrés, descubre en
Argentina un maiz de tipo papirescente (tunicata), cuyos granos estan
envueltos por glumas muy finas, sugiriendo que este tipo de maiz seria
el ancestral (Andrés, 1950).

5.4 La teoria del maiz herbéaceo

Singleton, en 1951, propone que el maiz moderno proviene de un
antecesor herbaceo con tallos delgados. La teoria fue rapidamente
descartada porque eran contradictorias estas conjeturas con los

descubrimientos arqueoldgicos realizados en esa época.

5.5 La teoria tripartita
Mansgeldorf y Reeves proponen en 1940 la teoria tripartita, segin la
cual el maiz moderno deriva de un cruzamiento del teosinte con maiz y,

a su vez, el teosinte se obtiene por hibridacion entre maiz y Tripsacum

Maiz moderno

Teosinte X

Tripsacum Maiz ancestral
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Posteriormente Mangelsdorf (1983) reelabora su teoria y propone que
el maiz evoluciond a partir de otro maiz tipo pisingallo dando lugar al

maiz moderno y a los teosintes

Maiz moderno Teosinte

Maiz ancestral

En 1979 se descubre en Jalisco (Méjico) una nueva especie de teosinte
diploide y perenne denominada Zea diploperennis. Con su aparicion
Wilkes (1979), elabora una complicada teoria donde supone que el
maiz y el teosinte perenne diploide existian en estado salvaje hace més
de 10.000 afios y por distintos cruzamientos e introgresiones entre el
maiz primitivo y el teosinte se llega al maiz moderno y a los teosintes

anuales.

En el diagrama se resume la elaborada teoria de Wilkes.

" Aumento variabilidad - :
Maiz ancestral L 7 —— Formacion de razas ——— Maiz moderno
genética del maiz

Introgresion Introgresion Introgresion

Domesticacion % - 7
teosinte teosinte maiz

Teosinte perenne/v Hibrido de maiz x Z. s Expansion de los Teosinte anual
diploide diploperennis — 160sinte anual —» oo gintas anuales™ México y
Guatemala

10.000 —— 7.000 —— 5.000 > 2.500 > 0
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5.6 La teoria del Teosinte como antecesor del maiz

La mayoria de las especies cultivadas difieren de sus antecesores por
algunas caracteristicas que podrian calificarse como “discretas” (e.g.,
fruto grande versus pequefio; semilla grande versus pequefia; raquis
qguebradizo versus no quebradizo, etc.). En cambio, el maiz tiene
diferencias morfologicas con los teosintes que podrian calificarse como
“dramaticas”, ya que no so6lo afectan a la arquitectura de la planta, sino
también a la arquitectura de la inflorescencia femenina y de la mazorca,
el numero y tipo de granos, etc. (lltis, 1981). La magnitud de estas
diferencias explica las reticencias iniciales a considerar al teosinte

como ancestro del maiz.

Los primeros en mencionar que el teosinte podria ser el antecesor del
maiz fueron Ascherson, en 1875, y el botanico Vinson, en 1877. Los
investigadores de esa época, se mostraron escépticos con esta teoria
ya que les resultaba imposible pensar, que por simple seleccion
humana, se llegase a obtener especies diametralmente opuestas.
Refiriéndose a esto Kempton escribié en 1926, “la probabilidad de que
el maiz se haya obtenido por seleccion a partir del teosinte es idéntica
a la de que una maquina de escribir reproduzca las obras de

Shakespeare”.

En 1888, Duges encontré en Méjico una planta intermedia entre el maiz
y el teosinte, que no reconocié como hibrido entre ambas especies, a la
gue denomind Zea canina o “maiz de los coyotes” y a la que consideré

como la planta antecesora del maiz.

En 1929, George Beadle (1932a-b, 1939) obtiene uno de los primeros
hibridos entre maiz y teosinte. Del estudio citogenético que realiza

llega a la conclusion de que los cromosomas de maiz y teosinte son
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compatibles dando lugar a hibridos fértiles. Emerson y Beadle (1932)
sugieren que son la misma especie, considerando al teosinte el

antecesor directo del maiz.

Segun Emerson (1929), so6lo son necesarias dos mutaciones para
obtener el maiz: una que suprima la fragilidad del raquis, lo que impide
gue se caigan los granos; y otra que modifique la caracteristica de

grano encapsulado por grano desnudo.

Entre 1940 y 1980 se establece un titanico debate entre Beadle y
Mangelsdorf, dos de los mas reconocidos bidlogos del siglo pasado,
donde cada uno aporta pruebas a favor de su teoria: Beadle considera
al teosinte como antecesor del maiz y Mangelsdorf opina que el maiz

moderno deriva de un maiz extinguido semejante al actual.

En 1970, Beadle siembra 50.000 plantas de la F2 procedente de un
cruzamiento entre maiz por teosinte. Por cada 500 plantas de la F2
aparece una con la caracteristica de los parentales, por lo cual supone
gue las dos especies solo se diferencian en 5 genes (Beadle 1977,
1978, 1980, 1981).

En 1979, Guzman descubre en las Sierras de Majantlan (Méjico) un
nuevo teosinte perenne con un ndmero cromosémico de 2n=20,
denominado Zea diploperennis lltis, Doebley y Guzman (llitis et al.,
1979). A partir de este descubrimiento se vuelve a considerar la teoria
del origen tripartito del maiz, que postula que el teosinte anual proviene
de una hibridacion entre Zea diploperennis por un maiz extinguido y

qgue el maiz proviene de sucesivas introgresiones con los parentales.
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Eubank (1997) analizando fragmentos de restriccion de hibridos de
teosinte con Tripsacum encontrd correlaciones intergendmicas entre
ellos y las relacion6 con las variaciones producidas en la arquitectura
de la espiga. Posteriormente hall6 que las espigas de los
descendientes del cruzamiento entre Zea diploperennis y Tripsacum
eran morfolégicamente muy similares a las de los maices encontrados
en yacimientos arqueolégicos (Eubank, 2001). Como resultado de
estos estudios propone la teoria de que una hibridacion entre un
teosinte y Tripsacum habria intervenido en la evolucion del maiz. La
teoria de Eubank no concuerda con las observaciones de Galinat
(1974). Este ultimo autor, analizando la distribucién de los bloques de
heterocromatina, denominados Knobs® en los cromosomas de maiz y
Tripsacum, habia llegado a la conclusion que el Tripsacum no intervino

en la evolucion del maiz.

McClintock et al. (1981); Kato (1976, 1982) y Molina (1883, 1985,
1986), comparando la morfologia de los cromosomas de maiz y
algunos teosintes en paquiteno, concluyen que son esencialmente
similares en tamafio y relacion entre los brazos, diferenciandose
fundamentalmente en la distribucion de los knobs: mientras que en el
maiz los knobs son subteloméricos, en los teosintes son principalmente
teloméricos y solo excepcionalmente subteloméricos, hallandose mayor

namero en los teosintes (34) que en el maiz (23).

Los knobs fueron descubiertos por McClintock en 1929, siendo utilizados
desde un inicio como marcadores citogenéticos ya que son componentes de
heterocromatina observados en paquiteno y caracteristicos en cada una de las
especies por tener posiciones fijas en los cromosomas (Neuffer et al,. 1997). En
el maiz, el nimero, tamafio y posicion es variable habiéndose hallado 23
posibles localizaciones en sus 10 cromosomas (McClintock et al., 1981).
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Kato (1982) analiz6 en poblaciones de maiz y teosinte una inversion
del cromosoma 9, hallandola en maices de Suramérica y en teosintes
gue no tenian relacion alguna entre si como son las poblaciones Zea
mexicana Chalco, Nobogame y Guatemala. Como es poco probable
gue por azar se produzca la misma inversion en dos poblaciones no
emparentadas, concluye que tiene que haberse transmitido a través de

un antecesor coman.

Beadle (1977, 1980, 1981) propone que el primer paso en la
transformacioén del teosinte a maiz la habrian realizado los indigenas al
recolectar teosintes mas faciles de cosechar porque sus granos no se

caian a la madurez.

lltis (1981), integrando resultados de trabajos de otros autores
(Montgomery, 1906; Gay y Menetier, 1978) con los propios, propone
gue el teosinte es el antecesor del maiz y que la conversién de uno a
otro en el proceso de la domesticacién se produjo en un solo paso
macroevolutivo. EI cambio, habria consistido esencialmente en que las
panojas situadas en las extremidades laterales del tallo se fusionaran
para dar lugar a una espiga. A esta teoria la llamo6 “Teoria de la

transmutacioén sexual catastréfica”.

En cambio, para Galinat (1983) las diferentes etapas evolutivas por las
gue paso la espiga de teosinte para convertirse en la de maiz son:
1. Originalmente, las espiguillas laterales bien desarrolladas
portaban dos hileras de granos y una pequefia panoja en la
parte superior, que se perdio.

2. Los entrenudos del tallo se acortaron.
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3. Dos o mas espiguillas comenzaron a fusionarse dando lugar a
una espiga de 6 hileras. Como resultado de la mejora genética

se obtuvieron los maices modernos de hasta 34 hileras.

Doebley (2004), no estando de acuerdo con la teoria de la
‘transmutacion sexual catastrofica’, propone que el proceso de
transformacion de la espiga de teosinte a maiz comprendié cuatro
etapas:

1. La espiga del teosinte esta formada por una clpula que protege
al grano. La cupula esta formada por una invaginacion del raquis
y una gluma modificada. En el maiz, por un proceso evolutivo, la
cupula y la gluma reducen su tamafio y se agrupan formando la
espiga.

2. En la espiga del teosinte los granos se desarticulan y caen a la
madurez, dispersandose como semillas individuales. En el maiz
domesticado no se produce la abscision de la clpula y, como
consecuencia, la espiga de maiz permanece intacta a la
madurez sobreviviendo la especie solo si el hombre la cultiva.

3. En el teosinte cada cupula tiene una sola espiguilla.
Evolutivamente debié existir primero un teosinte con dos
espiguillas, abortando una de ellas para dar lugar al teosinte
moderno. En cambio, en el maiz las dos espiguillas
permanecieron fértiles.

4. En el teosinte, la cupula fructifera tiene dos hileras en lados
opuestos. En el maiz se han fusionado las mismas dando lugar

a cupulas con dos o cuatro hileras.

Con respecto a la herencia de los caracteres ‘tipo de espiga’ y ‘niUmero
de espiguillas de las hileras’ existe una serie de trabajos que llegan a

conclusiones contradictorias. Por ejemplo, para Collins y Kempton
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(1920) la segregacion del tipo de espiga muestra una variacion
continua, mientras que la de la espiguilla es mendeliana, siendo
dominante la de tipo simple con respecto a la de tipo apareado.
Langhan (1940) describe la herencia de ambos caracteres como
‘unifactorial’. En cambio, para Rogers (1950) los dos caracteres no
segregan de forma mendeliana. Para Galinat (1978) ambos caracteres
estan controlados por dos genes. Finalmente, para Szab6 y Burr (1996)
muestran una herencia mendeliana, siendo dominante la espiga con
dos hileras con respecto a la de muchas hileras, las espiguillas simples
sobre las apareadas y las glumas desarrolladas sobre las no

desarrolladas.

Como puede deducirse, las teorias evolutivas basadas en las
caracteristicas morfolégicas de las especies parentales y sus
descendientes no han dado aun explicaciones claras y contundentes
sobre el origen del maiz, siendo en muchos casos los resultados y
conclusiones de los distintos autores claramente contradictorios, motivo
por el cual se buscan otras alternativas de estudio para tratar de

dilucidar este misterio.

6 Estudios moleculares del origen del maiz

Doebley y colaboradores, mediante la identificacion de QTL en cada
uno de los diez cromosomas de poblaciones primitivas de maiz,
teosinte y sus descendientes, estudiaron la herencia de caracteres
relacionados con la evolucién morfolégica (Doebley et al., 1991, 1994,
1995). Como resultado de sus investigaciones concluyeron que los
genes involucrados en la evolucion morfolégica del maiz estan
distribuidos en todo el genoma, teniendo mayor incidencia cinco o seis

blogues de genes con multiples zonas de ligamiento.
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Del andlisis de las regiones de ligamiento llegaron a la conclusiéon de
gue los genes que determinan las diferencias en la arquitectura de la
planta se encuentran en el brazo largo del cromosoma 1 (1L); los que
determinan el numero de hileras de la espiga en el brazo corto del
cromosoma 2 (2S); y los responsables de la formacién de la ctpula en
el brazo corto del cromosoma 4 (4S). Ademas, hay regiones
cromosomicas (e.g., 1S, 3L y 5S) que tienen efecto sobre multiples
caracteres. Entre ellas, se destaca la presencia en el cromosoma 1 (1L)
del gen tbl.

El mutante de maiz teosinte branched 1 no sélo tiene una espiga
similar a la de los teosintes, sino también una arquitectura de la planta
mas propia de los teosintes que del maiz (Doebley et al., 1997), por lo
gue se piensa que el gen en cuestion (tbl) estd intimamente
relacionado con la evolucion de la panoja y la espiga del maiz (White,
2001). Tras la clonacion del gen, el grupo de Doebley procedi6 al
andlisis de la variacion tanto en la regién codificante del mismo como
en las regiones de control en 5’ en distintas poblaciones de maiz y
teosintes. Para su sorpresa, los resultados indicaron que el cambio
fenotipico no radica en la secuencia codificante sino en variaciones en
las secuencias reguladoras en 5’ del gen en cuestion (Wang et al.,
1999; Doebley, 2004). Asi pues, cambios en la regulacion del gen tbl
producen cambios morfolégicos importantes sobre la espiga, lo que
habria producido la diferenciacion de la espiga de maiz de sus
antecesores silvestres teniendo a su vez efectos pleiotropicos sobre

otros caracteres del maiz.

En trabajos ulteriores del grupo de Doebley se intentd identificar la
secuencia reguladora responsable del efecto dramatico que produce el

gen tbl. Los autores no consiguieron clonar la secuencia en cuestion
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pero si lograron acotar su localizacion aproximada. Lo sorprendente es
gue la secuencia reguladora esta situada a unas 60 — 70 kb de la
secuencia codificante del gen. (Clark et al., 2006). Sorprende mas aun,
si cabe, el hecho de que dicha secuencia esta situada en medio de una
marafia de elementos transponibles, a la que de forma bastante

acertada Meaux (2006) califica como ‘jungla’ de DNA.

En maices antiguos el gen tb1l habria reducido los érganos florales en
cambio, en el mutante estan bien desarrollados, de lo que se deduce
gue este gen tendria un efecto de regulacion negativa sobre el
crecimiento de los érganos. Otro efecto interesante de este gen es que
transforma la inflorescencia femenina en panoja y espiga o produce

una espiga anormal (Calderon-Urrea y Dellaporta, 1999).

Para varios autores (Doebley et al., 1993, 1995; Hubbard et al., 2003;
Clark et al., 2004; Lukens y Doebley, 1999; Wang et al., 1999) el gen
tbl ha sido objeto de la seleccion humana lo que ha producido una
importante reducciéon en su variabilidad genética con respecto a los

teosintes y un cambio de funcién en el maiz.

Por otro lado, estudios recientes de la arquitectura de la gluma han
demostrado que estaria regida por el gen teosinte glume architecture 1
(tgal) que se encuentra en el brazo corto del cromosoma 4 cerca del
centrémero, teniendo un efecto pleiotropico sobre otros genes
(Dorweiler, 1993; Dorweiler y Dobley, 1997). El nimero de hileras y la
cupula estarian regidos por el gen zfl, que se encuentra en el brazo
corto del cromosoma 2 segregando en forma mendeliana (Galinat,
1977; Doebley y Stec, 1993), estando inversamente relacionado el
namero de genes silvestres que posee la especie con el nimero de

hileras de la espiga (Bomblies et al., 2003).
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La desarticulacién de la espiga es un caracter complejo, no habiéndose
aun establecido a ciencia cierta el modo de herencia ni la ubicacion del

gen o genes que controlarian el caracter.

7 Estudio gendmico de Zea

El Género Zea se caracteriza por mostrar una amplia variacion en el
tamafo del genoma tanto a nivel intraespecifico como interespecifico,
no estando correlacionado su tamafio con el nUmero cromosomico.
Analizando el contenido de DNA de maices y teosintes se pudo deducir
gue uno de los genomas mas pequefios (5,75 picogramos por genomio
haploide) es el de Zea perennis (2n=40) (Laurie y Bennett, 1985; Tito et
al., 1991; Poggio et al., 1998).

Las variaciones en el tamafio del genoma se deberian
fundamentalmente a variaciones en el contenido de heterocromatina de
los cromosomas, sobre todo de aquellas zonas que tienen secuencias
repetidas en tandem (Flavel, 1986; Price 1988; Tito et al 1991; Rosato
et al., 1998). En cambio para San Miguel et al., 1996, 1998; Okagaki y
Phillips, 2004, en genomas complejos como los de los eucariotas, aun
no se conoce con exactitud cual es la organizacion relativa de los

genes y la funcién del DNA repetido.

Analizando los retrotransposones Adhl y v22 en maices que tenian
entre 10 a 30.000 copias en distintas partes del genoma, no hallaron
cambios importantes en las funciones de los genes, aungue se
incrementaba en forma considerable el tamafio del genoma (50 a 60%)

en funcién del nimero de retrotransposones (San Miguel et al., 1996).
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Otras regiones con secuencias altamente repetidas que pueden inducir
variaciones en el tamafio del genoma son los knobs. En el maiz y
especies silvestres del género Zea y Tripsacum tienen una ubicacion
caracteristica en cada linea, poblacién o especie (Kato, 1976; Molina,
1976; Mc Clintock, 1981; Molina et al., 1983; Ananiev et al., 1998). Por
ello, se los ha utilizado como marcadores citolégicos para diferenciar

razas, lineas, poblaciones y especies.

Los cromosomas de maiz y las especies silvestres se diferencian
fundamentalmente por la ubicacion de los knobs, siendo en la mayoria
de los casos subterminales en el maiz y terminales en las especies
silvestres (Molina, 1983, 1985, 1986; Molina y Rosales, 1983; Molina y
Garcia, 1999, 2000, 2001).

El tamafio de los knobs puede verse afectado por diversos factores:
ambientales (Poggio et al., 1998), interaccion nucleo—citoplasmatica
(Mazoti, 1954a-b, 1963; Mazoti y Velasquez, 1963), genéticos
(Rhoades, 1942, 1978; Yu et al., 1998), hibridaciones interespecificas o
intergenéricas (Molina et al., 2004, 2005) y presencia de cromosomas
B (Buckler et al., 1999; Peacock et al., 1981).

En la mayoria de las especies los knobs son inactivos. Sin embargo, en
Zea algunos autores han observado cambios en la tasa de
recombinacion genética en regiones particulares del complemento
cromosomico cuando se encuentra en el genoma el cromosoma 10
anormal (Ab10) (Rhoades, 1978). En estos casos, se produce una
segregacion diferencial, debido a que se modifica la actividad de los
knobs que se transforman en centromeros facultativos o

‘neocentrémeros’ (Buckler et al., 1999), estando a su vez
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correlacionada la velocidad de movimiento de los cromosomas

anafasicos con el tamafio de los knobs (Yu et al., 1997).

A nivel de secuencias, en la region de los knobs se encontraron dos
familias de DNA repetidas en tandem, una de 180 pares de bases y
otra de 350 pares de bases, también denominada TR-1 (Chen et al.,
2000).

La secuencia de 180 pares de bases se encontré en maiz, teosintes y
Tripsacum, pero no en sorgo y Coix (Dennis y Peacock, 1984),
pudiendo presentar pequefias variantes en distintos genomas de maiz
cuando esta presente el cromosoma anormal Ab10 (Buckler et al.,
1999) o cuando tienen uno o mas cromosomas B (Peacock et al.,

1981), en cuyo caso pueden llegar a tener hasta 185 pares de bases.

La secuencia de 350-pb hallada en el knob del cromosoma 9 de maiz,
tiene dos segmentos, uno de 31-pb y otro de 12-pb, homdlogos a los
de la secuencia de 180-pb anteriormente mencionada. De ello puede
deducirse que la secuencia de 180-pb se ha conservado en el tiempo
modificAndose por duplicaciones, deleciones o divergencias en la

secuencia de sus bases (Ananiev et al., 1998 a-b).

Estudios recientes han diferenciado en el DNA de los knobs de 350-pb
(TR-1) tres tipos de secuencias o componentes con diferente numero
de bases. El componente A (67-pb), el B (184-pb, 115 0 108-pb) y el C
(108-pb), los cuales se combinan entre si de diversas maneras para dar
distintos tipos de knobs (Hsu et al., 2003).
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El polimorfismo y la compleja estructura del DNA de los knobs de los
maices, indicarian que pueden tener alguna de las propiedades de los

elementos transponibles (Ananiev et al., 1998a-b).

8 Evidencias citologicas de la poliploidia en el género

Zea

La poliploidia es uno de los mecanismos mas frecuentes en la
evolucion de las especies vegetales, siendo poliploides el 70% de las
angiospermas y un elevado porcentaje de plantas de valor econémico
(Soltis y Soltis, 1999; Liu et al., 2006).

Darlington (1956) puntualiza que inferir el ndmero basico de un
poliploide es un paso muy importante en la evolucién cromosémica de
las especies, ya que muchas especies diploides que desaparecieron en
el proceso evolutivo dieron lugar a especies poliploides, o a poliploides
gue han experimentado un proceso de diploidizacion, quedando en la
actualidad sélo rastros de su origen evolutivo que pueden inferirse con
estudios cromosdémicos o gendmicos tanto de la especie en cuestién

como de especies relacionadas.

Estudios genéticos, citolégicos y bioquimicos han aportado pruebas
gue hacen suponer la naturaleza poliploide de Zea (Rhoades, 1951;
Ghatnekar, 1965; Vijendra Das, 1970; Gottlieb, 1862; Bennett, 1983,
1984; Molina y Naranjo, 1987; Molina y Garcia, 1999, 2000, 2001;
Molina et al., 2004).

En la actualidad existen cinco tipos de evidencias citolégicas que
apoyan el origen poliploide de Zea:

1. Apareamiento cromosémico en haploides de maiz.
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Apareamiento de cromosomas homedlogos.
Asociacion secundaria.

Distribucion tridimensional de los cromosomas.

o bk b

Genes duplicados

8.1 Apareamiento cromosOmico en haploides de maiz.

McClintock (1930, 1933) analizé el apareamiento cromosémico de
haploides de maiz hallando en paquiteno un alto porcentaje de células
donde los cromosomas se apareaban como si fuesen homodlogos.
Chaganti (1965) realiz6 un detallado estudio del apareamiento
cromosomico en metafase-anafase | de haploides de maiz, observando
apareamiento entre cromosomas homélogos u homedlogos en un 30%

de las células.

Observaciones en paquiteno revelaron un ocasional apareamiento intra
e intercromosémico en haploides de maiz (Ting, 1966, 1985; Ford,
1970; Weber y Alexander, 1972), formacién de complejo sinaptonémico
(Ting, 1973), ocurrencia de dos o mas entrecruzamientos, (Ting, 1969;
Ford, 1970) y translocaciones entre cromosomas no homologos (Weber
y Alexander, 1972).

Este tipo de apareamiento es frecuente cuando los haploides proceden
de una especie que tiene un origen auto o alopoliploide, apareandose
en el complemento haploide los cromosomas homologos u homedlogos
(John y Lewis, 1965). Este tipo de apareamiento solo ocurre
excepcionalmente en haploides de especies con un origen diploide,
como por ejemplo haploides de centeno (Levan, 1942; John y Lewis,
1965; Puertas y Giraldes, 1979). Kimberg y Riley (1963) proponen tres
posibles causas de este fenbmeno: 1) apareamiento entre cromosomas

gue comparten segmentos cromosémicos duplicados; 2) cromosomas
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gue han tenido un origen aneuploide; 3) origen poliploide arcaico. En
cambio, para Jhon y Lewis (1965) la asociacién meiotica en haploides
procedentes de diploides se deberia a la adhesién de las zonas

heterocromaticas de los cromosomas.

8.2 Apareamiento de cromosomas homedélogos

La combinacién de genomas de diferentes especies ofrece grandes
posibilidades de adaptacion a un organismo alopoliploide, tanto por
causas de tipo genético como epigenético (Comai, 2005). Por lo que se
refiere a las primeras, la formacion de un alopoliploide puede inducir

cambios casi inmediatos durante la meiosis debido a:

1. Los dos juegos de cromosomas homeélogos son muy similares, lo
gue induce al apareamiento total o parcial de los mismos,
produciéndose complejas configuraciones meiéticas que dan como
resultado gametos desequilibrados, progenies aneuploides
(Ramsey y Schemske, 2002), reordenamiento de los cromosomas
(Benavente et al., 2001; Sanchez-Moran et al., 2001) y variaciones
en la fertilidad (Gillies, 1989; Ramsey y Schemske, 2002).

2. El control preciso del apareamiento cromosémico, restringiendo el
mismo sélo a cromosomas homélogos, siendo esto un prerrequisito
para dar estabilidad meidtica y reproductiva a los poliploides.

En este Ultimo caso los alopoliploides presentan un comportamiento
meiotico similar al de un diploide, apareandose solamente los
cromosomas homoélogos. Es probable que este comportamiento se

deba a alguno de los siguientes mecanismos:

e Los cromosomas homedlogos han divergido estructuralmente,

ya sea por eliminacion de secuencias, reordenamientos, cambio
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de funciones de los genes con un origen evolutivo comun al
provenir del mismo ancestro, etc. (Feldman et al., 1997, Salinas
et al., 2004), lo que hace que el poliploide se comporte como si

fuese un diploide.

e Genes supresores del apareamiento homedlogo, como por
ejemplo el gen Phl que impide el apareamiento homeodlogo en
trigo (Riley y Chapman, 1958; Sears y Okamoto, 1958). En
trigos nulisbmicos del cromosoma 5B se producen
apareamientos cromosémicos tanto  bivalentes como
multivalentes. Resultados similares se han hallado en otras
especies como cebada, algodén, tabaco, festuca, ballico
(ryegrass) y Aegilops (Jenczewski y Alix, 2004). En la mayoria
de estas especies la diploidizacion citolégica esta controlada
por genes que tienen efecto sobre los diferentes procesos de la
interfase premeié6tica o sobre la profase meiética (Jenczewski y
Alix, 2004) y no siempre interactian en forma aditiva (Mello-
Sampayo y Canas, 1973). Recientemente Griffiths et al., 2006
clonaron el gen Phl, caracterizando la funcién reguladora del
apareamiento homeélogo en trigo, y comprobaron que en todas
las especies poliploides la regulacion de los genes supresores

del apareamiento homedlogo no es siempre la misma.

8.3 Asociacion secundaria

Kuwada en 1910, fue el primero en observar la asociacion secundaria
en cromosomas meibdticos de Oryza sativa. Darlington (1928) y
Lawrence (1931) definieron a la asociacién secundaria como la afinidad
especifica que tienen los cromosomas homedlogos para agruparse a

pares al final de profase | y en metafase | de la meiosis.
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Para Darlington (1956) una manifestacion del origen poliploide de una
especie diploide, es la aparicion de apareamiento secundario o
asociacion secundaria en la primera metafase meiética. En cambio
para Ford (1970) la asociacion secundaria se produce por la atraccion
residual de los cromosomas homeodlogos al compartir segmentos

cromosOomicos homologos.

Un importante nimero de citogenetistas han observado asociacion
secundaria en diferentes especies, como por ejemplo en Pyrus
(Darlington y Moffett, 1930), Brassica (Catcheside, 1937), Oryzeae y
Zinzaniae (Hirayoshi, 1957), Ricinus (Kurita, 1946; Jacob 1957), Luzula
(Brown, 1950) y Triticum (Riley, 1960). Aunque sus opiniones estan
divididas, la mayoria considera a la asociacion secundaria como la
expresion residual de la homologia secundaria, mientras que para la

minoria es el producto de la distribucién al azar de los cromosomas.

Ghanetkar (1965), Vijendra Das (1970) y Ford (1970) observaron
asociacion secundaria en maices, hallando hasta un méaximo de cinco
grupos de dos bivalentes cada uno en diacinesis. Molina y Naranjo
1987; Molina et al., 2004, 2005 observaron asociacion secundaria en
maiz, especies silvestres y las F1 obtenidas por la hibridacion entre
ellas, lo que apoyaria la teoria de Vijendra Das que propone que el

maiz es un poliploide con X=5.

8.4 Distribucién tridimensional de los cromosomas en metafase
mitética

Bennett (1983, 1984), analizando la reconstruccion tridimensional de
células en metafase mitética, observo que los cromosomas de maiz se
ubicaban en cuatro grupos de 5 cromosomas cada uno o en dos

grupos de 10 cromosomas. Con esta informacion elabor6 una teoria
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para predecir la homeologia intraespecifica de una especie teniendo en
cuenta la ubicacién espacial de los cromosomas, el nUmero basico de
la especie y la asociacion secundaria. En el caso de Zea mays sugiere
gue es un tetraploide con una considerable homologia entre sus
cromosomas homedlogos, correspondiendo la distribucion espacial

observada a dos cariotipos de 5 cromosomas homedlogos cada uno.

La separacion concéntrica de los genomios es comdn en algunos
hibridos, habiéndose observado en metafases mitdticas de maiz,

cebada y en hibridos de cebada por Secale africanun (Bennet, 1983).

Molina y Naranjo (1987) y Molina et al., (1999, 2001, 2004), al analizar
la metafase | en hibridos de maiz por las especies silvestres con
2n=30, observaron una interesante separacion espacial de los
genomios, teniendo una clara tendencia a agruparse los cromosomas
en los hibridos con 2n=30 en asociaciones trivalentes, bivalentes y

univalentes de cada uno de los genomios.

8.5 Genes duplicados

En una revision sobre genes duplicados en maiz, Rhoades (1951)
puntualiza que en la arquitectura del germoplasma de las especies de
Zea hay muchas regiones con genes duplicados y que las mismas
podrian representar vestigios de su origen anfidiploide. Gottlieb (1982)
analizando diversas enzimas, observé un incremento de las mismas en
las especies diploides de maiz, atribuyéndolo al caracter poliploide de

la especie.

Cone et al., 1993, estudiando los genes que regulan la pigmentacion de
la aleurona de los granos de maiz, hallaron que los genes cly pl son

funcionalmente genes duplicados y controlan al mismo grupo de genes
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estructurales antocianicos Comparando la secuencia de bases del
cDNA de ambos genes llegaron a la conclusion de que variaban solo
en pocas secuencias producto de deleciones producidas a lo largo de

la evolucion.

En varias especies vegetales es muy comun hallar genes duplicados
en tdndem (Zhang y Gaut, 2003). Segun Morgante et al., 2005, una
linea de maiz tiene aproximadamente un 11% de genes duplicados,
desconociéndose la funcién de la mayoria. Messing et al., 2004
calcularon que el maiz tiene aproximadamente unos trescientos genes
duplicados en tadndem, habiéndose caracterizado algunos de ellos
como por ejemplo R-r (Robbins et al., 1991), Rp1 (Ritchter et al., 1995),
Pl (Zhang y Peterson, 2005) y Al-b (Yandeau Nelson et al., 2006).

Las duplicaciones de los genes pueden producirse por distintos
mecanismos:

e Via recombinacién desigual o no reciproca (Ritchter et al., 1995,
Juretic et al., 2005)

e Via elementos transponibles (por ejemplo en arroz y otras
muchas especies).

¢ Incorporando fragmentos de genes relacionados (Jiang et al.,
2004, Juretic et al., 2005)

e A través de los helitrones, un tipo particular de elementos
transponibles de clase Il que no presentan repeticiones
terminales invertidas (TIRs) ni duplicaciones en el sitio de
insercion (TSDs) y que se transponen mediante replicacion en
circulo rodante (Lal et al., 2003; Brunner et al., 2005; Lai et al.,
2005; Lal y Hannah, 2005).
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Emrich et al.,, (2007) consideran que el maiz es un tetraploide
segmental que contiene un importante nimero de genes paralogos,
entendiendo como tales a aquellos genes que difieren como maximo en
un 10% en la secuencias de bases. Estos mismos autores analizaron
en la linea B73 los genes NIPs (nearly identical paralogs),
considerando como tales a los genes paralogos que comparten mas de
un 98% de la secuencia de sus bases. Una observacion interesante es
gue se ha comprobado que muchos de esos genes se encuentran
ligados (Lisch et al., 1995).

Se han observado NIPs con alta frecuencia en dicotiledéneas y
excepcionalmente en monocotiledéneas, como por ejemplo el maiz.
Emrich et al., (2007) sugieren que la presencia de los NIPs no es
universal en las plantas. Paralelamente observan en la linea B73 la
presencia de polimorfismos en la posicion de los nucleétidos, lo que
indicaria que estariamos en presencia de genes duplicados y que estas

duplicaciones se habrian producido recientemente (Fu et al., 2004).

La elevada presencia de NIPs en el genoma de maiz, junto a la
expresion diferencial de los genes paralogos, pudo haberle otorgado
una ventaja selectiva durante el proceso de domesticacion y mejora
genética frente a otras especies que han necesitado miles de afios

para lograr un proceso evolutivo equivalente (Laurie et al., 2004).

9 Homologia criptica en Zea

La colchicina es comunmente utilizada para inducir la poliploidizacion
de una especie y, en particular, para la obtencion de anfidiploides a
partir de hibridos interespecificos (Bradley y Goospeed, 1943). Cuando
se aplica antes de la mitosis premeidtica las células duplican su

namero cromosOmico observandose en hibridos interespecificos
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duplicados la formacién de bivalentes (Bradley y Goodspeed, 1943;
Driscoll y Barber, 1967; Feldman y Avivi, 1988).

Por otro lado, estd demostrado que tratando células premei6ticas con
solucién diluida de colchicina (0,5 al 1%) se reduce el apareamiento de
los cromosomas homdlogos, induciendo asinapsis parcial (Driscoll y
Barber, 1967), pero no se ve afectado el apareamiento

intracromosomico en los isocromosomas (Driscoll y Darvey, 1970).

Concentraciones de colchicina de 0,5 x 10 M inducen al apareamiento
de los cromosomas homeologos, formandose multivalentes o
bivalentes heteromérficos (Driscoll y Barber 1967; Feldman y Avivi
1988), lo que favorece el apareamiento intergendémico de especies que

tienen genomios homedlogos (Jackson y Murray, 1983).

Segun Dover y Riley (1973) esta técnica permite la expresion de la
homologia criptica entre genomios homedlogos y provee un
mecanismo de posible intercambio de material genético entre genomas

aislados en términos evolutivos.

Driscoll y Darvey (1970) observaron que la colchicina afecta a la
relacion espacial de los cromosomas homadlogos pero no la formacion
de los quiasmas. Por otro lado, sugieren que la posicién de los
cromosomas tiene vital importancia en el apareamiento meiético de los
cromosomas homoélogos y homedlogos produciendo una alteracion en
el ordenamiento de los cromosomas en la membrana nuclear, lo que

permitiria la expresion de la homologia genémica criptica.

De acuerdo con Feldman y Avivi (1988) la colchicina interfiere en el

ordenamiento de los cromosomas en interfase y en los mecanismos
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presinapticos necesarios para que se produzca apareamiento meiotico.
La mayoria de estos estudios se han realizado en trigo (Triticum
aestivum) donde el gen Phl localizado en el brazo largo del
cromosoma 5B, impide el apareamiento de los cromosomas

homedlogos.

Jackson (1982) describe un modelo que explicaria el apareamiento
cromosomico y la formacion de quiasmas en genomas homdlogos u
homedlogos. Segun este modelo los genomas controlan los sitios
especificos de union de los cromosomas a la membrana nuclear,
estando este mecanismo regulado por el gen Ph (en el caso del trigo)

0 genes similares (en otras especies).

Jackson y Murray (1983) demostraron que la aplicacion de solucién de
0,5 x 10 M de colchicina aplicada en células meiéticas puede romper
el control genético del apareamiento meibtico promoviendo el
apareamiento intergendémico y revelando la homologia criptica en
especies poliploides. Utilizando esta técnica indujeron la formacion de
tetravalentes en Helianthus, interpretando que esta es una evidencia de
la condicion poliploide ancestral de la especie. Murray et al. (1983),
usando el mismo tratamiento en otras especies observaron un
incremento de la frecuencia de tetravalentes debido probablemente a la
disrupcién del mecanismo que promueve el apareamiento de los

bivalentes.

Estudios recientes han demostrado que el apareamiento de los
cromosomas esta precedido de una profunda reorganizacién
cromosomica en cigoteno temprano, produciendo como resultado la
union de los telémeros en una especie de bouquet (Zickler y Kleckner,

1998; Bass et al., 2000), lo que facilitaria el apareamiento de los
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cromosomas homologos (Loidl, 1990; Bass, 2003), siendo este
mecanismo independiente del inicio de la recombinacion (Harper et al.,
2004).

La unién de los telomeros para formar el bouquet es un mecanismo
universal de la profase meiética, aunque todavia no se conoce muy
bien como se produce. Cuando se trata la célula con colchicina antes
de la formacion del bouquet se depolimerizan los microtubulos y se
inhibe la formacién del mismo. Si el tratamiento es posterior a la
formacion del bouquet, la colchicina no afecta la formacion del mismo
y, COMo consecuencia, no se ve afectada la division meittica (Cowan y
Cande, 2002).

En el maiz, el gen paml (plural abnormalities of meiosis 1) es el que
parece intervenir en la formacién del bouquet, en el anclaje de los
teldmeros a la membrana nuclear y el que facilita el apareamiento de
los cromosomas homologos. La mutacion de este gen produce
alteraciones en el apareamiento de los cromosomas homdlogos,
irregularidades en el anclaje de los teldmeros, apareamiento entre
cromosomas no homologos y prolonga la profase |. Golubovskaya et
al., 2002, llegan a la conclusion de que el gen paml participa en el
control de la formacion del bouquet y en el apareamiento de los
cromosomas homoélogos en las distintas etapas de la profase | de la

meiosis (Bass et al., 2000).

Estudios citogenéticos previos realizados en el género Zea por nuestro
grupo de trabajo han aportado evidencias de que el nimero basico
original de este género seria igual a 5, postulando que el maiz y las
especies silvestres relacionadas con 2n=20 son alotetraploides

cripticos que se habrian originado a partir de cruzamientos entre
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especies diploides posiblemente extinguidas con 2n=10 (Molina y
Naranjo 1987, Naranjo et al., 1989).

Poggio et al., 1990; Molina y Garcia, 1999, 2000, 2001; Molina et al.,
2004, 2005; tratando células premeidticas de Zea mays, Z. perennis, Z.
diploperennis y sus hibridos con soluciones diluidas de colchicina, se
indujo el apareamiento de los cromosomas homedlogos, habiéndose
observado tanto en el maiz como en los hibridos con 2n=20 hasta 5
tetravalentes, mientras que en Zea perennis aumentd el nimero de
tetravalentes con respecto a los que aparecen cuando no se realiza
dicho tratamiento. El tratamiento con colchicina favorecio el
apareamiento de los cromosomas homedlogos, debido posiblemente a
una modificacion de la posicion de los cromosomas la membrana
nuclear Bass et al., 2000, como consecuencia de la anulacion de
expresion de un gen del maiz similar al gen Ph del trigo (Poggio et al.,
1990, Molina et al 2004) o a la alteracién de la formacion del bouquet
(Bass et al., 2000). En la presente tesis doctoral se ha tratado de
profundizar en el andlisis de la homologia criptica de especies e
hibridos del Género Zea a fin de avanzar en el conocimiento del origen

evolutivo del maiz y su relacion filogenética con especies afines.
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1 Hipotesis de trabajo

El Género Zea es uno de los mas estudiados a nivel morfologico,
genético, citogenético, molecular y bioquimico. A pesar de ello, ain hay
grandes dudas y controversias con respecto al origen del maiz
(Mangelsdorf y Reeves, 1940, Mangelsdorf, 1983; Wilkes, 1979; Beadle,
1970; litis 1981; Doebley et al.; 1991,1994, 1995; Doebley 2004, Gore et
al., 2009), su nivel de ploidia (Molina y Naranjo, 1987; Molina y Garcia,
1999, 2000, 2001; Molina et al., 2004, 2005), el comportamiento de los
cromosomas homeologos de las distintas especies en los hibridos
interespecificos y el grado de homologia criptica de los cromosomas
homedlogos en las distintas especies del Género Zea (Poggio et al.,
1990, Molina et al., 2004).

Con el fin de aportar informacion que ayude a aclarar algunas de estas
incognitas, y teniendo en cuenta la informacion previa tanto de trabajos
propios como de otros autores, se propone como hipotesis de la tesis
doctoral, lo siguiente:

e Las especies del Género Zea han tenido un origen comun,
habiéndose diferenciado fenotipicamente a lo largo de su
proceso evolutivo pero conservando la homologia u homeologia
cromosoOmica.

e Los hibridos del Género Zea con el mismo nivel de ploidia, con
independencia de las especies parentales que hayan dado lugar

a tales hibridos, tienen un comportamiento cromosémico similar.

2 Objetivos
2.1 Objetivo general

El objetivo general de los estudios citogenéticos realizados en el

contexto de este trabajo de tesis es llegar a dilucidar la organizacién
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gendmica de las especies del Género Zea y la diferenciacion producida
durante el proceso evolutivo, para inferir el posible origen alopoliploide
del complejo Zea y las relaciones evolutivas existentes entre las

distintas especies

2.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos de esta investigacion son:

e Analizar el comportamiento fenotipico, genotipico y citogenético
de especies e hibridos del Género Zea con el fin de aportar
informacion que contribuya a dilucidar las relaciones
filogenéticas entre las especies del complejo Zea, su nivel de
ploidia y la posible diferenciacion en la evolucion de los

genomios homeologos.

¢ Inducir con soluciones diluidas de colchicina, u otros agentes
antimitoticos, el apareamiento intergendémico criptico de los
genomios homeologos de las especies e hibridos del género
Zea.
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1Materiales

1.1 Especies parentales

1.1.1 Seccion Zea

Zea mays spp mays 2n=20 (Zm20)>. Se ha utilizado la poblacién
Colorado Klein y la linea knobless proveniente del Maize Genetic
Cooperation Stock Center (Urbana, lllinois, USA).

Zea mays spp mays 2n=40 (Zm40). Se utilizaron las lineas de maiz
sugary N103A, N104B, N107C, N107B y 90-2189-2190, donadas por
Maize Genetic Coop. Stock Center (Urbana, lllinois, USA).

Zea mays ssp mexicana 2n=20 (Zmex). Cedida por el CIMMYT
(Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo, México).

Zea mays ssp parviglumis 2n=20 (Zpar). Amablemente cedida por el
Dr. Bird del CIMMYT.

1.1.2 Seccion Luxuriante

Zea luxurians 2n=20 (ZI). Proviene de Guadalajara, México. Es un
cultivar del Instituto Fitotécnico de Santa Catalina.

Zea diploperennis 2n=20 (Zd). Originaria de las Sierras Occidentales
de Manjatlan, a 2 Km. de las Joyas, Jalisco, México. Cedida por el Dr.
Iltis.

Zea perennis 2n=40 (Zp). Originaria de Ciudad Guzman, Jalisco
México. Cedida por la Dra. Prywed e introducida por el Dr. Rossi al
Instituto Fitotécnico de Santa Catalina, Facultad de Ciencias Agrarias y

Forestales de la Universidad Nacional de la Plata en 1962.

’En Zea mays y en los hibridos que son producto del cruzamiento entre las
mismas especies, pero tienen distinto nimero cromosomico, para diferenciarlos
se le ha agregado en la abreviatura el nimero cromosémico correspondiente,
por ejemplo en los hibridos entre Zea mays por Zea perennis con 2n=30 y 40, se
los ha abreviado como ZmxZp30 y ZmxZp40.
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1.2 Hibridos

Se cruzaron entre si las distintas especies de Zea obteniéndose los
siguientes hibridos:

1.2.1 Dihibridos

1.2.1.1 Con 2n=20

Zea mays spp mays por Zea mays spp mexicana (ZmxzZmex).

Zea mays spp mays por Zea mays spp parviglumis (ZmxZpar20).

Zea mays spp mays por Zea luxurians (ZmxZI).

Zea mays spp mays por Zea diploperennis (ZmxZd20).

Zea diploperennis por Zea luxurians (ZdxZl).

Zea mays spp parviglumis por Zea diploperennis (ZparxZd20).

1.2.1.2 Con 2n=30

Zea mays spp mays (2n=40) por Zea mays spp mays (2n=20),
(ZmxZm30).

Zea mays spp mays por Zea mays spp parviglumis (ZmxZpar30).

Zea mays spp mays por Zea perennis (ZmxZp30)

Zea diploperennis por Zea perennis (ZdxZp30).

Zea luxurians por Zea perennis (ZIxZp).

Zea perennis por Zea mays ssp. mexicana (ZpxZmex).

1.2.1.3 Con 2n=40

Zea mays con 2n=40 por Zea perennis (ZmxZp40)

Zea mays spp parviglumis por Zea diploperennis con 2n=40, obtenido
por duplicacion cromosémica del hibrido con 2n=20 (ZparxZd40).

Zea diploperennis por Zea perennis, obtenido por el cruzamiento entre
un gameto no reducido de Zea diploperennis por un gameto normal de

Zea perennis (ZdxZp40).
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1.2.2 Trihibridos
1.2.2.1 Con 2n=20
Hibrido entre Zea mays variedad “Colorado Klein” por Zea

diploperennis, cruzado con Zea luxurians (MDL).

1.2.2.2 Con 2n=40
Zea mays spp mays 2n=40 por el hibrido entre Zea diploperennis por

Zea perennis con 2n=40 (MDP).

2 Métodos

2.1 Experimentos de campo

Los materiales fueron sembrados en el campo y en el invernaculo,
donde se realizaron las autofecundaciones en lineas de maiz y las
poblaciones de Teosinte, asi como los cruzamientos intra e

interespecificos entre especies del Género Zea.

2.1.1 Autofecundaciones y cruzamientos utilizando a maiz como
progenitor femenino

Se taparon las espigas antes de la emergencia de los estigmas,
cubriéndolas con bolsa siliconadas para evitar la polinizacién libre.
Cuando emergieron los estigmas se realizé la polinizacion controlada

con el polen maduro del progenitor masculino deseado.

Si se utilizaba como progenitor masculino alguno de los Teosintes,
antes de la polinizacién se cortaban los estigmas de maiz a un tamafo
de 3 0 4 cm., debido a que los Teosintes emiten un tubo polinico cuya
longitud méaxima es de 6 a 7 cm., a diferencia del de maiz que puede

medir mas de 30 cm.
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Cuando se cruzaron especies que dan como resultado hibridos con
2n=30 cromosomas, en la mayoria de los casos, solo se obtuvo al

hibrido rescatando al embrion y cultivandolo in vitro.

2.1.2 Cruzamientos utilizando como progenitor femenino
cualquiera de los Teosintes.

Los Teosintes se caracterizan por tener varias espigas por tallo y, a su
vez, en cada uno de los nudos reproductivos suelen tener dos o tres
espigas mixtas. Antes de la emergencia de los estigmas, hay que
eliminar las flores masculinas de las espigas mixtas para evitar la

autopolinizacion dentro de la bolsa de cruzamiento.

2.2 Fijacion de panojas para estudios meiéticos

Cuando las lineas e hibridos del género Zea comenzaron a emitir las
inflorescencias masculinas, se cortaron las panojas inmaduras y se
fijaron en solucion Farmer (3:1 alcohol etilico:acido acético glacial),
conservandose en esta solucion entre 8 o 10 dias. Posteriormente se
las paso6 a una solucion de alcohol (70 %), conservandolas a 4°C hasta

su observacion.

2.3 Preservacion de las semillas
Las semillas de lineas e hibridos se cosecharon y desecaron (menos

de 11% de humedad relativa) conservandose en oscuridad a 4°C.

2.4 Fertilidad del polen

La fertilidad del polen fue determinada con solucién de Lugol (Reynolds,
1989; Alvarez Rabanal, 1998), considerandose que el grano de polen
era fértil cuando se coloreaba como minimo las tres cuartas partes del

mismo.
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2.5 Germinacion in vitro del tubo polinico

Se cosechd6 polen maduro, se lo dejé dos horas a temperatura entre 25
a 30°C, se lo paso por tamices para eliminar los elementos extrafios
(anteras, insectos, etc.) y se lo coloc6 en el medio de cultivo de Walden
(Tabla 1, ver anexo) dejandolo germinar a temperatura ambiente
aproximadamente 4 h. Para facilitar la observacion en la lupa o
microscopio se lo tifio con solucién de Lugol. Conservandolo fijado en

solucion Farmer.

2.6 Andlisis citogenéticos

2.6.1 Preparaciones citologicas para estudios mitéticos

Las semillas de lineas e hibridos de Zea se sembraron en caja de Petri
estériles con papel de filtro embebido en agua destilada, poniéndolas a

germinar en camara de cultivo con luz y temperatura controlada.

Cuando las raicillas alcanzaron aproximadamente 1 cm. de largo, se
cortaron los &pices y pretrataron con solucion saturada de
paradiclorobenceno (P.D.B.) a temperatura ambiente durante 3 — 4 h.
Posteriormente se enjuagaron dos o tres veces con agua destilada
hasta eliminar el paradiclorobenceno y se fijaron en solucion Farmer
durante 24 — 48 horas, conservandose hasta su utilizacion en alcohol
(70 %) a 4°C.

Las preparaciones citolégicas se realizaron de la siguiente manera: Las
raices fijadas se lavaron con agua destilada o solucién tampon Mc
llvaine (citrato sédico 0,01 M, pH 4,6 ver anexo) para remover el fijador.
Para eliminar la celulosa y pectina de las raicillas, se realiz6 la
maceracion con una solucion de acido clorhidrico 5N a temperatura
ambiente durante 30 — 40 minutos o con una solucibn enzimatica

conteniendo 2% de celulasa (Onozuka R10) y 20% de pectinasa
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(Sigma P4716) a 37°C durante 30 minutos. A continuacion se
enjuagaron con agua destilada o soluciobn tampén Mc llvaine y se
tiieron con una solucion de hematoxilina férrica o carmin acético

utilizando como mordiente una solucion de acido férrico (ver anexo).

2.6.2 Preparaciones citologicas para estudios mei6ticos.

Para analizar las configuraciones meibticas de especies parentales e
hibridos se separaron las anteras de las flores masculinas fijadas
previamente en solucion Farmer. Las anteras se aplastaron en una gota
de hematoxilina férrica al 2% o en carmin acético, utilizandose como
mordiente una microgota de acido férrico (ver anexo). Se cubrié con un
cubreobjeto, analizandose en microscopio éptico de luz directa.

Las microfotografias se obtuvieron con pelicula fotografica Kodak T-Max

blanco y negro de 400 asas de sensibilidad o con camara digital Sony.

2.6.3 Tratamiento con solucion diluida de colchicina

Se cortaron panojas inmaduras y se las introdujo en una solucién de
0.5x10* M de colchicina durante 12 h, luego se colocaron en agua
destilada durante 24 h y se fijaron en soluciéon 3:1 de alcohol etilico
absoluto-4cido acético glacial. El material de control (o testigo) se dejo
las 36 horas en agua destilada, fijandose posteriormente en solucién

Farmer.

2.6.4 Realizacion de cariotipos, idiogramas y laminas

La determinacion de los parametros del cariotipo se realiz6 sobre
fotografias digitalizadas utilizando el programa ‘MicroMeasure’ version
3.3 del Departamento de Biologia de la Universidad de Colorado (USA)

disponible www.colostate.edu/depts/biology/micromeasure.
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La nomenclatura utilizada para la descripcion morfolégica fue la
propuesta por Levan et al., 1964. Las laminas se realizaron con

fotografias digitalizadas con el programa

2.7 Rescate de embriones maduros e inmaduros

Los embriones inmaduros de los hibridos con 2n=30 se rescataron y
cultivaron in vitro debido a que entre los 12 y 30 dias después de la
fecundacion se produce el colapso y muerte del embrién in vivo. El
periodo de supervivencia de los embriones in vivo depende de las
condiciones ambientales en que se cultivan las plantas: si es en
invernaculo y en época Optima del cultivo, la supervivencia es de 12
dias; en cambio, si es en invernaculo en época invernal el crecimiento
en general es mas lento, sobreviviendo 21 dias y en algunos casos

extremos hasta 30 dias.

Para favorecer el desarrollo del embrion, las espigas se pulverizaron
con una solucion de 0,45 mM de 2,4-D dos dias después de la

polinizacién (Furini y Jewel, 1995).

2.7.1 Organogénesis

Para el rescate de los embriones, se cosecharon las espigas cuando los
embriones tenian como méaximo 1 mm de longitud, se desinfectaron los
cariopses con una solucion de 2,5% de hipoclorito sddico y se
sembraron en el medio basico de Garcia y Molina (1992) suplementado
con 4,5 umol L™ de 2,4-D (Tablas 2 y 3, anexo). Los embriones se
incubaron a 28-30°C en una camara de cultivo con un fotoperiodo de 16
h luz y 8 h de oscuridad, repicandolos cada 30 dias en el medio de
mantenimiento de callos de maiz (tabla 4, anexo). Las plantas

regeneradas se transfirieron a un medio de cultivo sin 2,4-D para
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facilitar el desarrollo de raices (Tabla 5 anexo). Posteriormente se

aclimataron y transplantaron al invernaculo (ver anexo).

2.7.2 Embriogénesis somatica

Se utilizaron embriones inmaduros de distintas especies e hibridos que
median entre 0,15 y 0,25 mm de longitud (sin contar el suspensor)
aislados del cariopse entre 7 y 9 dias después de la polinizacion (si se
trataba de las especies parentales) y entre 12 y 21 dias después de la
polinizacién (dependiendo del hibrido y las condiciones ambientales

reinantes).

El medio de cultivo utilizado fue el N6 (Chu, 1978) y las vitaminas del
medio Haagen-Smit (1945) con el suplemento de 1500 mg/L™* de
L-asparagina, 55 g/L™ de sacarosa, 0,8% de agar y diferentes

combinaciones de kinetina 'y 2,4-D.

2.7.3 Iniciacion del cultivo

Los embriones se sembraron con el escutelo y el suspensor intactos y
se incubaron desde el comienzo con un fotoperiodo de 16 hluzy 8 h de
oscuridad a 28-30°C.

Se calcul6 la frecuencia de Embriogénesis somética (FE) mediante la

formula:

FE = N° de embriones cigdticos con embriogénesis soméatica X 100

N° total de embriones cigoéticos sembrados
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1 Anédlisis comparativo de los cromosomas del género Zea.
Del andlisis de los cromosomas de Zea mays, Zea mexicana, Zea
parviglumis, Zea luxurians y Zea diploperennis (todas con 2n=20) y Zea
perennis (con 2n=40), teniendo en cuenta la longitud relativa, la relacion
entre los brazos y el tamafio y ubicacion de los knobs (Tablas 5, 6, 7y
Fig.6), se dedujo lo siguiente:

e La longitud relativa y la relacién entre los brazos de los
cromosomas del maiz y los Teosintes con 2n=20 son
semejantes, a excepcion del cromosoma 5 que tiene distinta
relacion entre los brazos.

e La diferencia fundamental entre los cromosomas del maiz y los
Teosintes se hall6 en la posicién de los knobs, mientras que el
maiz carecia de knobs o eran subterminales medianos (Tabla
7, Fig. 4A), los Teosintes generalmente, presentaron knobs

terminales pequefios, medianos o grandes (Tabla 7, Fig. 4B).

Zea mays variedad “Colorado Klein” (Fig. 5A) se caracteriz6 por
presentar knobs subterminales medianos en el brazo corto del
cromosoma 9y en el brazo largo de los cromosomas 2, 4,5, 6,7y 8
(Tabla 7).

Zea mexicana (Fig. 5B) tenia knobs terminales y de mayor tamafio que
el resto de los Teosintes. Se observaron knobs terminales en el brazo
largo y corto de los cromosomas 1 y 3, en el brazo largo de los
cromosomas 2, 4, 5, 6, 8 y 9y en el brazo corto del cromosoma 7
(Tabla 7).

Zea parviglumis (Fig. 5C) tenia knobs terminales pequefios en el brazo
largo y corto de los cromosomas 1y 2, y medianos en el brazo largo
de los cromosomas 3, 4, 6, 7,8,9y 10 (Tabla 7)
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Zea luxurians (Fig. 5D) tenia knobs terminales en el brazo corto y largo
del cromosoma 1 y en el brazo largo del resto de los cromosomas
(Tabla 7, Fig. 6).

Zea diploperennis (Fig. 5E) se caracterizd por tener knobs terminales
pequefios en ambos brazos del cromosoma 1, asi como en el brazo
corto del cromosoma 2 y en el brazo largo del cromosoma 6. Ademas
tenia knobs terminales intermedios en los cromosomas 5, 8, 9 y knobs
terminales muy grandes en el brazo largo del cromosoma 4 y en el
cromosoma extra o posible cromosoma B. Los cromosomas 3, 7 y 10
carecian de knobs (Tabla 7). En el 3% de las células en diploteno y
diacinesis se desprendia el cromosoma organizador del nucleolo

formando una nueva estructura nucleolar.

La medicion de los cromosomas de Zea perennis (Fig. 5F) en
paquiteno fue dificultosa debido a que tendian a pegotearse. Tras la
medicién de 50 células, teniendo en cuenta la longitud total, relacién de
los brazos y posicion de los knobs (Tablas 5, 6, 7 y Fig. 6), se
obtuvieron las siguientes conclusiones:

e Z. perennis tenia dos cromosomas organizadores del nucleolo
(Tabla 7), teniendo una longitud total y relacion de los brazos
similares, diferenciandose uno del otro porque uno tenia dos
pequefios knobs en el satélite, mientras que el otro carecia de
ellos.

e Los cromosomas de Zea perennis tienen knobs terminales muy
pequefios en ambos brazos, en so6lo uno de ellos o carecen de
knobs, siendo en algunos casos tan pequefios que se

confunden con cromomeros grandes (Tabla 7).
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Los pares cromosémicos I-l; 1lI-1V; VII-VIII; IX-X y XV-XVI, son
posiblemente los cromosomas tetravalentes observados en
diacinesis-metafase |, ya que en paquiteno se aparearon dando
la figura tipica de un tetravalente, teniendo longitud y relacion

de los brazos similares.
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2 Andlisis de las afinidades cromos6micas de especies e
hibridos del género Zea

Con el propésito de analizar las afinidades cromosdmicas del complejo
Zea se realizaron estudios fenotipicos, cariolégicos y citogenéticos de

especies e hibridos del Género Zea con diferentes niveles de ploidia.

2.1 Especies parentales

2.1.1 Seccion Zea

Zea mays SSp mays

Zea mays (2n=20-40) es anual, no hallandose, como ocurre en otras
especies, diferencias fenotipicas por el nivel de ploidia. Los cultivares
de esta especie presentan una cafa principal robusta constituida por 10
— 12 entrenudos (Fig. 5A), habitualmente sin macollos aunque pueden
tener unos pocos en caso de tratarse de maices forrajeros. Las
inflorescencias masculinas son panojas apicales laxas presentando en
algunos casos anomalias excepcionales, como por ejemplo espiga en
lugar de la panoja (Fig. 7A), pudiéndo deberse a la expresion de alguno
de los mutante del gen ts (tassel seed) Neuffer et al., 1997 o panoja y
espiga (Fig. 7B), siendo semejante al mutante tel (terminal ear)
descripto por Matthews et al., 1974 y Neuffer et al., 1997, siendo esta
una anormalidad muy frecuentes en los hibridos entre el maiz y los
teosintes. Las inflorescencias femeninas son espigas axilares
pedunculadas con dos 2 a 3 entrenudos cortos que permanecen unidos
al tallo al finalizar el ciclo de la planta. Normalmente tiene una sola
espiga por nudo presentando en forma excepcional dos 0 mas espigas
en el mismo entrenudo (Fig. 7C). Las espigas son polisticas estando
constituidas por un raquis central cilindrico y prominente con cariopses

desnudos que no se desprenden a la madurez (Fig. 2A).
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Del analisis de 100 células de maiz con 2n=20 en los estadios de
diploteno, diacinesis y metafase I, en el 40% se observé asociacion
secundaria, hallandose los cromosomas separados espacialmente en

dos grupos de 5 cromosomas cada uno (Fig. 8A).

Del analisis de las configuraciones mei6ticas de Zea mays (2n=20) en
diacinesis-metafase | (Tabla 8) se dedujo que la totalidad de las células
tenian una configuraciéon meiética de 1011® (Fig. 8A) con un promedio de
14 quiasmas por célula. Las anafases eran regulares migrando 10

cromosomas a cada uno de los polos (Fig. 8B)

En cambio, en Zea mays con 2n=40 habian diferentes configuraciones
meioticas, siendo las mas frecuentes 101V (30,28) y 91V + 21l (23,94),
con un promedio de 0,041+3,2411+0,04111+8,341V y una baja frecuencia
de univalentes vy trivalentes (Tabla 9, Fig. 8C), con 33,75 quiasmas por
célula. La fertilidad del polen era de un 80% vy el de la semilla de un
60%. Las anafases eran regulares, migrando 20 cromosomas a cada

uno de los polos (Fig. 8D).

Zea mays SSp mexicana

Zea mexicana tiene un namero cromosomico de 2n=20, es una planta
anual, muy parecida al maiz (siendo en muchos casos maleza de este
cultivo), mide de 2 a 2,80 m de altura, y fundamentalmente difierie del
maiz por sus espigas que miden de 5 a 8 cm. de largo halldndose

dispuestas en dos hileras de 5 a 12 granos.

3Las abreviaturas en las configuraciones meiéticas significan: | cromosoma
univalente, Il bivalente, 111 trivalente, IV tetravalente
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Los frutos son cariopsis cubiertos por una gluma endurecida, de forma
triangular de 5a 9 mm delargoy 2 a 4 mm de ancho que se
desprenden y caen a la madurez. La floracién estaba afectada por el

fotoperiodo, comenzando la misma cuando hay menos de 13 h luz.

Del estudio citogenético de 136 células en diacinesis-metafase |, en el
97 % de las células se observaban 10l (Fig. 9A, 9B) y solo en el 3 %
se hallaron 9lI+21 (Fig. 9C), teniendo un promedio de 0,061+9,97II
(Tabla 10). Los bivalentes presentaron, en un 65% de los casos, una
fuerte asociacibn secundaria o0 separacion en dos grupos de 5
cromosomas cada uno (Fig. 9B), con un promedio de 16,48 quiasmas
por célula. La fertilidad del polen fue del 99% y el de las semillas de un
98%.

Las anafases eran regulares migrando 10 cromosomas a cada uno de
los polos (Fig. 9D) y solo excepcionalmente se observd un puente de
inversion (Fig. 9E), cromosomas retrasados (Fig. 9F) o distinto nimero

de cromosomas en cada uno de los polos.

Zea mays ssp parviglumis

Zea mays ssp parviglumis tiene un nimero cromosémico de 2n=20,
siendo originaria de Méjico o Guatemala. Es una especie anual,
teniendo un ciclo vegetativo largo y coincidente con el del maiz, siendo
en muchas oportunidades maleza del mismo, motivo por el cual es
combatida por los productores estando en este momento en un franco

retroceso en sus lugares de origen.

La poblacion de Z. parviglumis cultivada en el IFSC (Fig. 5C) era anual

y tenia una enorme variabilidad genética, variando su altura de 2,5 a
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3,5 m, con 3 a 10 tallos de color verde oscuro o rojizo, teniendo nudos
con raices adventicias que si se cortaban y colocaban en tierra daban
lugar a una nueva planta, y de 8 a 15 hojas por tallo con vainas
glabras. La inflorescencia masculina era muy ramificada y la femenina
muy prolifica estando compuesta por espigas de 6 a 12 cm. de largo
con 6 a 14 granos por espiga. Los cariopses, donde se encontraba
encerrado el grano, presentaron una enorme variabilidad en el color y
tamafo, caracterizandose por desprenderse y caerse a la madurez. La
floracion estaba afectada por el fotoperiodo comenzando la misma

cuando la longitud del dia era de 13 h luz.

Tras el estudio citogenético de 181 células en diacinesis-metafase |, se
observaron 10Il en el 82 % de las células, 911+2] en un 13% y 8I1+4l en
el 5 % restante, teniendo un promedio de 0,461+9,7611 (Tabla 11). Los
bivalentes presentaron, en un 70% de los casos, una fuerte asociacion
secundaria y un promedio de 15,36 quiasmas por célula. La fertilidad

del polen era de un 95% y el de las semillas de un 92%.

Las anafases eran regulares, migrando en el 87% de los casos 10
cromosomas a cada uno de los polos; en el 13% restante se
observaron cromosomas retrasados o distinto nimero cromosémico en

cada uno de los polos.

2.1.2 Seccion luxuriante

Zea luxurians

Zea luxurians es la especie anual con 2n=20 de la seccién
Luxuriantes, siendo probable que haya abandonado muy rapidamente
el habito perenne y separado del grupo de los Teosintes perennes

como adaptacion a las nuevas condiciones de los ambientes
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estacionales secos de las regiones altas del sureste de Guatemala. La
divergencia entre Zea diploperennis y Zea perennis se habria
producido posteriormente, y posiblemente como consecuencia de la
diferencia en el nivel de ploidia entre las dos especies. En este
momento, las poblaciones silvestres de Zea luxurians se encuentran en
un franco proceso de retroceso, corriendo peligro de extinguirse.
(http://www.biodiversityinternational.org/publications/\Web_version/266/c
h3.htm).

La accesién de Zea luxurians cultivada en el IFSC, tenia una altura que
variaba entre 1y 2 m, con 8 a 12 macollos, y los tallos eran delgados
con hojas finas de 30 a 65 cm. de largo por 2,5 a 3,5 cm. de ancho
(Fig. 5D). La inflorescencia masculina era una panoja apical con pocas
ramificaciones. Las inflorescencias femeninas eran espigas de 5 a 8
cm. de largo envueltas con una sola bractea. Los granos en las espigas
estaban dispuestos en dos hileras con 5 a 12 granos cada una,
midiendo de 7,5 a 10,5 mm de longitud y 2 a 3,8 mm de ancho. Las
semillas estaban encerradas en cariopses cubiertos por una gluma
dura que se desprendia y caia a la madurez. La floracion estaba
influida por el fotoperiodo comenzando la misma cuando habia menos
de 12 h luz.

Del estudio citogenético en diacinesis-metafase | se dedujo que tenia
regularidad meiotica, siendo la configuracion meiética mas frecuente de
1011 (82%), 9lI+21 (14%) y solo en un 4% 8lI+4l, con un promedio de
apareamiento cromosomico de 9,78I1+0,44l, (Tabla 12). En anafase |
migraban 10 cromosomas a cada uno de los polos y solo
excepcionalmente se observaron cromosomas retrasados. El promedio
de quiasmas por célula fue de 15,34, con una fertilidad del polen del

95% y un 90% de fertilidad de las semillas.
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Zea diploperennis

Zea diploperennis es una planta perenne que se caracteriza por tener
de 1,40 a 2,20 m de altura, macolladora (10 a 20 macollos), con rizomas
cortos y definidos (siendo uno de los sistemas de multiplicacion de la
especie), con tallos delgados, teniendo un promedio de 8 a 12 hojas por
tallo (Fig. 5E). La flor masculina era una panoja apical laxa con pocas
ramificaciones, las flores femeninas son espigas que nacen, una 0 mas,
en cada uno de los entrenudos del tallo. Las espigas tenian entre 4 a 12
cariopses que se desarticulaban y caian a la madurez. La floracion

estaba influida por el fotoperiodo de dia corto (menos de 13 h luz).

Zea diploperennis tenia un namero cromosémico de 2n=20 (Fig.10 A, B)
a excepcion de una planta que tuvo 2n=21, siendo este Ultimo un

cromosoma extra o posible cromosoma B.

Del andlisis de 100 células en diacinesis-metafase |, se dedujo que
tenia un promedio de 0,521+9,68ll (tabla 13), siendo la configuracion
meidtica mas frecuente 101l (73% de los casos) (Fig. 10B). En el 27%
restante se hallaron hasta 3 univalentes y en el 1% un trivalente (Tabla

13), con un promedio de 14 quiasmas por célula.

En el 90% de las células en anafase | migraban diez cromosomas a
cada uno de los polos (Fig. 10C), mientras que en el 10% restante migré
un diferente nimero de cromosomas a cada polo (Fig. 10D). Otras
anormalidades observadas fueron cromosomas retrasados v,
excepcionalmente, puentes de inversion. La fertilidad del grano de polen

eradel 97% y la de la semilla un 92%.
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Zea perennis

Zea perennis (Fig. 5F) es una especie poco conocida tanto morfolégica
como citolégicamente. En trabajos previos se la ha tenido en cuenta
fundamentalmente por ser tetraploide, un pariente salvaje del maiz o
por los hibridos obtenidos en cruzamiento con otras especies del

Género Zea.

Zea perennis tiene un numero cromosomico de 2n=40. Inicialmente
Longley (1924) public6é que todos los cromosomas eran bivalentes,
pero posteriormente indicé (Longley, 1934) que se trataba de un caso
excepcional, ya que Euchlaena perennis (Zea perennis) era un

autotetraploide con 101V.

En el recuento cromosémico de plantas obtenidas a partir de semillas
de un clon introducido desde México al Instituto Fitotécnico de Santa
Catalina en 1962, se hallaron diferentes configuraciones meiéticas,
siendo las mas frecuentes 10lI+51V (54,47%) y 1211+4IV (20,74%)
(Tabla 14, Fig.11). Los bivalentes eran preferentemente abiertos y los
tetravalentes cerrados, con un bajo numero de univalentes y
trivalentes. El promedio de quiasmas por célula fue 34,56 (15,69 los

bivalentes y 18,87 los tetravalentes).

En el 87,50% de las células analizadas en anafase |, migraron 20
cromosomas a cada uno de los polos, mientras que en el 12,50%
restante migraron 19 cromosomas a un polo y 21 al otro. Solo

excepcionalmente se ha observado un puente de inversion.

En el recuento de 1000 tetradas se observé que un 85,60% eran
normales, 1,80% anormales, 7,80% de triadas y 4,80% de pentadas.

Las tetradas y los granos de polen de Z. perennis eran mas pequefios
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gue en el resto de las especies del complejo Zea, teniendo, para ser
una especie estable, un elevado numero de tetradas anormales
(14,40%), siendo esto una posible causa de la disminucion de la
fertilidad del polen (89-92%) y de la semilla (70%).

2.2 Hibridos
2.2.1 Dihibridos

2.2.1.1 Dihibridos con 2n=20

Zea mays spp mays por Zea mays spp mexicana (ZmxZmex).

Zea mays variedad ‘Colorado Klein’ y Zea mexicana se cruzaron con
gran facilidad, teniendo el hibrido un nidmero cromosémico de 2n=20
(Fig. 12A). El ciclo vegetativo del hibrido era anual, con rizomas cortos y
definidos. Las plantas tenian 2,5 a 3 m de altura, gran vigor hibrido, con
un promedio de 12 macollos por planta (un minimo de 8 y un maximo de
20), muy prolificas (10 a 12 espigas por tallo), estando la floracién

influenciada por el fotoperiodo (florece con menos de 13 h luz).

La flor masculina era una panoja apical con 8-12 ramificaciones
secundarias, las flores femeninas eran espigas de 10-14 cm. de largo
con 10 a 15 granos dispuestos en dos hileras que habitualmente se
desprendian y caian a la madurez, aunque ocasionalmente los
cariopses permanecian unidos al madurarse la espiga. La fertilidad del

polen era de un 99% y la de las semillas del 98 al 100%.

Tras el estudio citogenético de 130 células en diacinesis-metafase |, se
observd que el 90,77% de las mismas presentaba una configuracion
meiética de 10l (Tabla 15, Fig. 13A) y el 9,23% restante 9lI+2| (Fig.

94



13B), siendo los bivalentes cerrados (promedio de 9,35) y 16,12
quiasmas por célula. En el 70% de las células se observaba una fuerte
asociacion secundaria o separacién espacial de los cromosomas en dos

grupos de 5 cromosomas cada uno.

Del andlisis de las células en paquiteno se dedujo que los cromosomas
de ambas especies se apareaban en su totalidad debido a que los
bivalentes estaban constituidos por un cromosoma de maiz (sin knob
0 con un knob subterminal) y un cromosoma de Zea mexicana (con
knob terminal). En todos los casos se incrementé notoriamente el
tamafno de los knobs, especialmente los terminales de Zea mexicana.
Las anafases eran normales migrando 10 cromosomas a cada uno de
los polos (Fig. 13C) y solo excepcionalmente se observaron

cromosomas retrasados o puentes de inversion (Fig. 13D)

Zea mays spp mays por Zea luxurians (ZmxZI).

El hibrido entre Zea mays spp mays por Zea luxurians tenia un nimero
cromosomico de 2n=20 (Fig. 12B), era anual, macollador (10 a 30
macollos), alcanzando de 2 a 3 m de altura, con rizomas cortos y
definidos, y muy prolifico (5 a 8 espigas por tallo). Las espigas estaban
constituidas por cariopses que en la mayoria de los casos se
desprendian y caian a la madurez. La floracion estaba influida por el
fotoperiodo, floreciendo con dia corto (menos de 13 h luz). Si durante el
periodo de floracién se daban condiciones ambientales desfavorables
(temperaturas muy altas o sequia) se inducia, al igual que en otros

hibridos de Zea, clorantia® en la panoja.

* Clorantia: desarrollo apomictico de plantulas en la panoja en lugar de las anteras. Si
estas plantulas se las coloca en arena o tierra emiten raices dando lugar a una nueva
planta, con una constitucién genética idéntica a la planta madre.
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Del estudio citogenético en diacinesis-metafase | del hibrido ZmxZI, se
dedujo que el promedio de apareamiento es de 0,991+9,50l1l (Tabla 16),
siendo la configuracion meidtica méas frecuente 101l (63,48% de las
células). Se observaron cromosomas univalentes con baja frecuencia,
aunque en mayor numero que en otros hibridos del complejo Zea,
teniendo un promedio de 15,48 quiasmas por célula. En anafase |
migraron 10 cromosomas a cada uno de los polos en el 90% de las
células, mientras que en el 10% restante quedaron cromosomas
retrasados o se formaba un puente de inversion. La fertilidad del polen

era del 92% y el de la semilla del 89%.

Zea mays spp mays por Zea diploperennis (ZmxZdz20).

El hibrido entre Zea mays y Zea diploperennis (Fig. 12C), cuyo nimero
cromosomico era de 2n=20 (Fig. 14A), tenia excelentes caracteristicas
forrajeras y un extraordinario crecimiento aéreo, alcanzando un
desarrollo muy superior al de sus padres. El hibrido era macollador, con
un promedio de 25 macollos por planta, teniendo un maximo de 40 y un
minimo de 8, aunque este caracter estaba muy influenciado por el
ambiente (época de siembra, temperatura, densidad de siembra,
labores culturales, etc.). Tenia una alta fertilidad y era muy prolifico (3 a

8 espigas fértiles por tallo), con buen rebrote después de un corte.

El ciclo vegetativo se extendid desde octubre hasta las primeras
heladas de abril-mayo. El crecimiento vegetativo al comienzo fue muy
lento, desarrollando un abundante sistema radicular que posteriormente
le permiti6 aprovechar al méximo el agua disponible en el suelo
otorgandole cierto grado de tolerancia a sequia. Desde diciembre hasta
fines de marzo-abril (cuando comenzaba la floracion) se producia el

maximo de crecimiento aéreo; posteriormente tenia un crecimiento
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vegetativo muy lento, debido a que la mayor parte de la energia de la

planta era utilizada para la floracion y formacion de semillas.

Tal y como sucede en Z. diploperennis, la floracion en el hibrido estuvo
influenciada por el fotoperiodo, floreciendo cuando el dia tenia entre 13
a 14 h luz.

Las plantas F1 del hibrido ZmxzZd20 fueron un 75% anuales, 13%
bianuales y el 12% restantes perennes (considerando que una planta es
perenne cuando rebrota como minimo tres afios consecutivos en

condiciones de campo).

La F1 fue atacada moderadamente por el barrenador del tallo (Diatraea
saccharalis) y el carb6n del maiz (Ustilago maydis), siendo tolerante a
otras enfermedades sobre todo las producidas por virus, como por
ejemplo el enanismo clorético, mosaico, manchas cloréticas y el rallado

del maiz.

Desde el punto de visto citogenético el hibrido tenia una meiosis
regular. En el recuento de 181 células en diacinesis-metafase | (Tabla
17) se observé que el 69,06% de las células tenian una configuracién
meiodtica de 10Il (Fig. 14B); el 24,31% tenian 9l1+2I; el 6,08% 8lI+41 y el
0,55% 7I1+61, con un promedio de 0,761+9,6211 y 15 quiasmas por
célula, siendo estos resultados similares a los observados en Zea

diploperennis.

En anafase | se observd que en el 58,50% de las células analizadas
migraban 10 cromosomas a cada uno de los polos (Fig. 14C); en el
27%, 9 -11 cromosomas; en el 9,75% quedaba un cromosoma

retrasado; en el 7,32% habian dos cromosomas retrasados o se
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formaba un puente de inversion (Fig. 14D); y en el 2,45% restante se

observaron de 2 o 3 puentes de inversion.

En paquiteno los cromosomas de las dos especies se aparearon en su
totalidad y solo en casos excepcionales se observé apareamiento
parcial o falta de apareamiento. En el brazo largo del cromosoma 5,
proximo al centromero, se hallé una inversion paracéntrica, pero sélo un
9% de las células en anafase | presentaron un puente de inversion, lo
que indicaria que se produjeron pocos sobrecruzamientos dentro de la

inversion.

Una inversion similar ha sido descrita por Pasapuleti y Galinat (1982) en
hibridos de Z. mays WMT por Z. diploperennis, no hallandose en
nuestros materiales la inversion terminal del cromosoma 9 referida por

los autores antes mencionados.

En la F1 del hibrido se podia observar en los cromosoma bivalentes los
knobs subterminales caracteristicos de Z. mays y los terminales de Z.
diploperennis, habiéndose incrementado notoriamente su tamafio, sobre

todo los knobs terminales de Z. diploperennis.

Analizando los datos citogenéticos del hibrido se pudo deducir que
existe una elevada homologia cromosémica entre las dos especies, lo
gue se tradujo en una elevada fertilidad del polen (92-95%) y de la
semilla (90%).

Zea diploperennis por Zea luxurians (ZdxZl).
Del cruzamiento entre Zea diploperennis con Zea luxurians (Fig. 12D),
ambas con 2n=20, se obtuvo el hibrido Zea diploperennis por Zea

luxurians que también tenia un nimero cromosomico de 2n=20. Las
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plantas fueron bianuales o perennes, fértiles, macolladoras (15 a 30
tallos por planta), con una altura de 2 a 3 m, con rizomas cortos y
prolificas (8 a 10 espigas por tallo). Las plantas del hibrido florecian, al
igual que las de las especies parentales, cuando el dia alcanzaba
menos de 13 h luz. Las semillas estaban encerradas en clpulas que se
desprendian y dispersaban a la madurez, de manera similar a lo que

ocurre en sus progenitores.

Los estudios citogenéticos en diacinesis-metafase | mostraron un
promedio de apareamiento cromosémico de 0,371+9,6111+0,091V (Tabla
18), siendo la configuracién meidtica mas frecuente 10Il (75,50% de las

células) y un promedio de 15,26 quiasmas por célula.

Los bivalentes resultaron del apareamiento de los cromosomas de Z.
diploperennis con Z. luxurians. Tres de los bivalentes mostraron
apareamiento entre cromosomas de diferente longitud, siendo
aparentemente mas largos los de Z. luxurians que los de Z.
diploperennis. A diferencia de los hibridos antes comentados, el hibrido
ZdxZl mostr6 apareamiento entre dos bivalentes, formandose con baja

frecuencia un tetravalente.

Las anafases fueron regulares y sélo excepcionalmente se observaron
uno o dos puentes de inversién, cromosomas retrasados o distinto
ndamero cromosomico en cada uno de los polos. La fertilidad del polen

era del 94% y la viabilidad de las semillas del 90%.
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2.2.1.2 Dihibridos con 2n=20y 30

Zea mays spp mays (2n=20) por Zea mays spp parviglumis con
2n=20 (ZmxZpar20) y Zea mays spp mays (2n=40) por Zea mays
spp parviglumis con 2n=30 (ZmxZpar30).

El hibrido Zea mays spp mays (2n=20) por Zea mays spp parviglumis
con 2n=20, se obtuvo cruzando el cultivar Colorado Klein, o las lineas
de maiz A188, B73 y SC66, con 2n=20 (Fig. 15A), por Z. parviglumis
con el mismo numero cromosomico (Fig. 15C). El hibrido tiene un
namero cromosomico de 2n=20 y era anual. La planta alcanzaba 3 o
mas metros de altura, tenia pocos macollos (promedio de 2 macollos
por planta), la floracion era continda en el invernaculo y prolifica (una
espiga en cada uno de los entrenudos del tallo). Las espigas tenian de 6
a 8 semillas encerradas en capsulas que se desarticulaban y caian a la
madurez. La fertilidad del polen era del 96% y el de las semillas del
90%.

En condiciones ambientales desfavorables para el desarrollo del hibrido
(fundamentalmente baja irradiancia y altas temperaturas) se producia

clorantia.

Del estudio meidtico en diacinesis-metafase | se dedujo que la
configuracion meiética mas frecuente era de 10Il (74,27%) con una baja
frecuencia de univalentes y trivalentes (Tabla 19, Fig. 15D), teniendo un
promedio de 0,231+9,5611+0,05I11+0,15IV y 15,42 quiasmas por célula.
En un 17% de las células se observé un tetravalente, producto del
apareamiento de dos pares cromosémicos homedlogos de diferente
tamafio (Tabla 19 Fig.15E). En el 45% de las células analizadas, se

observd asociacion secundaria o separacion en dos grupos de 5
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cromosomas cada uno. En el 90% de los casos las anafases eran
normales, migrando 10 cromosomas a cada uno de los polos, y en el
10% restante se observaron cromosomas retrasados (Fig. 15F) asi
como 1 o 2 puentes de inversion (Fig. 15G). La fertilidad del polen era
del 95% vy el de la semilla del 90%

El hibrido Zea mays spp mays (2n=40) por Zea mays spp parviglumis
con 2n=30, se obtuvo cruzando las lineas de maiz N107B, N104B y
N103A, con 2n=40 (Fig. 15B), provenientes del Maize Cooperation
Stock Center (Urbana, lllinois) con Z. parviglumis. El hibrido solo se
obtuvo mediante el rescate in vitro del embrién, debido a que no se
obtenian semillas viables in vivo. El medio de cultivo utilizado fue el de
Garcia et al.,, 1992, suplementado con 2,4-D més kinetina (tabla 1

anexo)

El hibrido ZmxZpar30 tenia un numero cromosémico de 2n=30. Las
plantas alcanzaron unos 2 m de altura, teniendo de 6 a 8 macollos por
planta, eran prolificas con una o dos espigas por entrenudo. A diferencia
del hibrido con 2n=20, las espigas del hibrido con 2n=30 tenian el
raquis rigido estando dispuestos los granos desnudos en 2 a 4 hileras.
En algunos casos se desarrollaba en el mismo nudo reproductivo la
espiga y la panoja juntas. La floracién estaba influenciada por el
fotoperiodo floreciendo con 13 h luz. La fertilidad del grano de polen era

de un 40-80%, obteniéndose un 15% de semilla fértil.

Del estudio citogenético en diacinesis-metafase | se pudo deducir que
las configuraciones meiéticas mas frecuentes eran 5II1+5I1+51 (29,68%)
y 4ll+6ll+6l  (20,31%), con un promedio por célula de
4,05111+5,93I11+5,971 (Tabla 20, Fig. 15H), siendo el promedio de

quiasmas por célula de 25,60. Las anafases eran anormales, migrando
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distinto nimero cromosémico a cada uno de los polos (Fig. 15I), o
guedaban cromosomas retrasados dando lugar a células
desbalanceadas cromosdmicamente. La fertilidad del polen variaba

entre 40 y 80%, pero sélo se obtuvo un 15% de semilla viable.

2.2.1.3 Dihibridos con 2n = 30

Zea mays spp mays (2n=40) por Zea mays spp mays (2n=20),
(ZmxZm30).

Los hibridos, entre maices de diferente nivel de ploidia, solo se
obtuvieron cuando se rescataron y cultivaron in vitro los embriones

inmaduros.

Para lograr el hibrido se cruzaron las lineas parentales N107B, N104B y
N103A con 2n=40 y Colorado Klein con 2n=20. Los cariopses
cosechados entre 12 a 15 dias después de la polinizacion (DDP).
mostraron un desarrollo normal del endosperma midiendo los embriones
entre 0,6 y 1,5 mm. Los cariopses cosechados a los 17 DDP, tenian un
endosperma muy escaso, midiendo los embriones entre 1,5y 2,3 mm.
En los cariopses cosechados con posterioridad a esta fecha se habia

atrofiado el endosperma, lo cual habia provocado la muerte del embrién.

Mediante el rescate de los embriones entre 12 y 17 dias después de la
polinizacién y su colocacién en un medio de cultivo sin reguladores de
crecimiento, se logro la germinacién del 100% de los embriones
sembrados (125) a los 7 dias de incubacion. A los 20 dias de la siembra
las plantas cultivadas in vitro tenian hojas muy finas, levemente
enroscada y muy pocas raices adventicias. A los 30 - 40 dias después
de la siembra las plantas se aclimataron in vivo y cultivaron en macetas

sobreviviendo solamente un 8% de las mismas. La floracion de estas

102



Ultimas se producia entre 90 y 160 dias desde la siembra de los

embriones.

El hibrido tenia un ndmero cromosomico de 2n=30, no difiriendo
fenotipicamente de un maiz con 2n=20. Del andlisis citogenético del
mismo se determiné que en aproximadamente el 10% de las células
analizadas en diacinesis-metafase | los cromosomas se encontraban
apareados formando 10lll (Fig. 16A), mientras que en el resto de las
células se observaron diferentes proporciones de |, 1l o lll (tabla 21, Fig.
15B, 15C), siendo la configuracion meiética mas frecuente de 8lII1+211+2]
con un promedio de 2,351+2,35I11+7,15lll (Tabla 21).

En paquiteno se observaron dos cromosomas organizadores del
nucleolo, teniendo en algunos casos las células dos o mas nucleolos
que persistian en metafase | y anafase |, al igual que numerosos
nucleolitos (Fig.16D). En el 40% de las células en anafase | migraron 15
cromosomas a cada uno de los polos, mientras que en el 60% restante
migraba distinto nimero de cromosomas a cada uno de los polos, pero
no se observaron cromosomas retrasados, puentes de inversién, ni
micronucleos al final de la division meidtica. La fertilidad del polen oscilo

entre 11 y 55%, pero no se obtuvieron semillas fértiles.

Zea perennis por Zea mays ssp. mexicana con 2n=30.
El hibrido entre Zea perennis por Zea mexicana (ZpxZmex) se consiguio
con mucha dificultad, obteniéndose solamente 5 semillas capaces de

germinar y dar plantas que tenian un nimero cromosémico de 2n=30.

Las plantas eran perennes, muy vigorosas, macolladoras (8 a 40
macollos), de gran porte (2,5 a 3,5 m. de altura), con rizomas cortos y

definidos, y prolificas (con una o mas espigas en cada uno de los
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entrenudos del tallo). Las espigas eran disticas con 6 a 10 cariopses.
Las plantas florecian, al igual que sus progenitores, con fotoperiodo de
dia corto (menos de 13 h luz). La fertilidad del polen variaba entre 15y

36%, pero solo se obtuvo un 2% de semilla fértil.

Cuando el hibrido estuvo sometido a condiciones de estrés como por
ejemplo altas temperaturas o sequia, se producia clorantia en la panoja,

cuando se eliminaban esos factores de estrés producia polen normal.

Del estudio citogenético en diacinesis-metafase | del hibrido (Tabla 22)
se dedujo que la configuracion meiética mas frecuente era 51+5I1+5lll
con un promedio de 5,261+5,5011+4,58Ill y una frecuencia de 24,02
quiasmas por célula. Solamente en el 2% de las células se observo un
apareamiento de 6 o 7lll. Al igual que en otros hibridos con 2n=30, se
observd asociacion secundaria en el 45% de las células, separandose
los cromosomas en tres grupos bien diferenciados de univalentes,

bivalentes y trivalentes.

En un 5% de las células en anafase | migraron 15 cromosomas a cada
uno de los polos. En el 95% restante la anafase era irregular con un alto
porcentaje de cromosomas retrasados, l0 que originaba un distinto
namero cromosémico en cada uno de los polos. Excepcionalmente, se
observo uno o dos puentes de inversion. En la mayoria de los casos las
tétradas eran anormales, lo que explicaria la baja fertilidad del polen y la

formacion de semillas estériles.

Zea luxurians por Zea perennis (ZIxZp).
La obtencion del hibrido entre Zea luxurians (2n=20) por Zea perennis
(2n=40) fue muy dificultosa, habiéndose logrado solo unas pocas

semillas fértiles. El hibrido ZIxZp tenia un ndmero cromosomico de
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2n=30, era perenne, y mostraba un exuberante desarrollo radicular,
teniendo rizomas cortos y definidos. Las plantas eran macolladoras (20
a 50 macollos por planta), prolificas (una o mas espigas por nudo del
tallo), de 2 a 2,5 m de altura, y florecian cuando la longitud del dia era
inferior a 13 h luz, al igual que ocurre en las especies parentales. La
fertilidad del polen fue muy baja (5%), produciendo solamente un 1% de

semilla fértil que se desprendia y caia a la madurez.

Del andlisis de las configuraciones mei6ticas de 160 células en
diacinesis-metafase | se dedujo que el promedio de apareamiento
cromosomico era de 5,571+5,0211+4,71lll (Tabla 23), siendo las
configuraciones meiéticas mas frecuentes 51+511+5l111 (27%) y 61+611+4lll
(20,90%), con un promedio de 24,87 quiasmas por célula. En un 60%
de las células analizadas se observd asociacion secundaria, estando
los cromosomas separados espacialmente en 3 grupos, por un lado los

trivalentes, por otro los bivalentes y finalmente los univalentes

A diferencia de otros hibridos de Zea con 2n=30, en este se ha
incrementado el porcentaje de apareamiento de los cromosomas
homedlogos de las dos especies, observandose en un 30% de las

células de 6 a 10 trivalentes.

En el 10% de las células analizadas en anafase |, migraron 15
cromosomas a cada polo; en el resto de las anafases se observo
diferente numero cromosémico en cada uno de los polos, quedando
cromosomas retrasados o formandose uno o mas puentes de inversion,
dando como consecuencia gametos desequilibrados estériles, lo que

explicaria la baja fertilidad del hibrido.
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2.2.1.4 Dihibridos con 2n =30 - 40

Hibridos entre Zea mays spp mays (2n=20) y Zea perennis con un
numero cromosomico de 2n=30 (ZmxZp30) y entre Zea mays spp
mays (2n=40) y Zea perennis con un numero cromosémico de
2n=40 (ZmxZp40)

La obtencién del hibrido entre Zea mays variedad "Colorado Klein” con
2n=20 (Fig. 20A) por Zea perennis con 2n=40 (Fig. 20B) fue muy
dificultosa debido a que a los 20-30 dias después de la polinizacion se
producia el colapso del endosperma del maiz y la posterior muerte del
embrién. Como consecuencia, sélo se desarrollaron dos embriones que
se rescataron y cultivaron in vitro a los 30 dias después de la
polinizacién, cuando habian alcanzado un tamafio de 0,5 mm. De esta
forma, se logré el hibrido entre Z. mays y Z. perennis con un numero

cromosomico de 2n=30 (ZmxZp30).

La obtencion de los hibridos entre genotipos de maiz con 2n=40 por Z.
perennis dependia mucho del maiz utilizado, obteniéndose los mejores
resultados con la linea N107C (Tabla 24).

El nivel de ploidia y el numero de cromosomas aportados por cada uno
de los padres influyé notablemente en las caracteristicas fenotipicas de
los hibridos (Tabla 25 y Fig.18A, B, C, D), apareciendo caracteristicas

que no tenian los progenitores, como la clorantia (Fig. 19)
De los estudios citogenéticos de ambos hibridos se ha determinado que

las configuraciones meidticas mas frecuentes en diacinesis-metafase |

son las siguientes:
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En el hibrido ZmxZp30 las configuraciones meidticas mas frecuentes
fueron 5I1I+511+51 (53,57%) y 4l11+611+611 (25,71%), con un promedio por
célula de 5,071+5,3911+4,71lll (Tabla 26, Fig. 20C). Sélo en el 6% de las
células se observaron mas de 5IIl, con un promedio de 23,06 quiasmas
por célula, siendo la fertilidad del polen del 12% y el de la semilla del
2%.

Los trivalentes del hibrido entre Z. mays con Z. perennis con 2n=30 se
formarian al aparearse dos cromosomas homeélogos de Zea perennis
con uno de Zea mays, los bivalentes por el apareamiento de dos
cromosomas homeodlogo de Zea perennis, quedando como univalentes

los cromosomas de Zea mays.

Las configuraciones meioticas mas frecuentes del hibrido con 2n=40
entre Z. mays con Z. perennis (ZmxZp40) fueron 5IV+101l y 41V+12II
(Tabla 25, Fig. 20D), con un promedio por célula de 4,121V+11,62lII,
habiéndose observado solamente en un 1% de las células mas de 5IV
(Tabla 25). El promedio de quiasmas por célula fue de 33,59, teniendo
una alta fertilidad tanto el polen (50-90%) como de la semilla (60-80%).
Las anafases eran regulares, migrando 20 cromosomas a cada uno de

los polos y solo excepcionalmente quedaron cromosomas retrasados.

En el hibrido entre Z.mays x Z. perennis con 2n=40 los tetravalentes
observados serian el producto del apareamiento de dos de los
cromosomas homedlogos de cada una de las especies, mientras que
los bivalentes serian por un lado los cromosomas homodlogos de Z.
mays (BmBm) y por el otro el apareamiento homedlogo de los genomios

Bp: y Bp2 de los cromosomas de Z. perennis (Fig. 33).
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Zea diploperennis por Zea perennis con 2n=30 - 40.

Los primeros cruzamientos entre Zea perennis y diploperennis se
realizaron en 1980 en el Instituto Fitotécnico de Santa Catalina teniendo
un comportamiento diferente en funciéon de la especie que se utilizaba
como progenitor femenino. Cuando el progenitor femenino era Zea
perennis no se obtuvo ninguna semilla fértil, aunque posteriormente se
lograron plantas de este cruzamiento rescatando los embriones in vitro
entre 20 y 30 dias después de la polinizacién. En cambio, en el
cruzamiento reciproco, utilizando como progenitor femenino a Zea
diploperennis, se obtuvo un 60% de semillas fértiles, las cuales en el
90% de los casos desarrollaron plantas que tenian un ndmero

cromosoémico de 2n=30.

La F1 del hibrido entre Zea diploperennis y Zea perennis con 2n=30
(ZdxZp30) era perenne, vigorosa, con abundante desarrollo aéreo (45
tallos por planta por término medio), con rizomas cortos (lo que
favorecia su propagacion), y muy prolifico (entre 6 a 8 espigas por tallo).
La inflorescencia femenina tenia el raquis fragil lo que favorecia el

desprendimiento y dispersion de las semillas.

Del estudio citogenético del hibrido se dedujo que la configuracion
meiotica mas frecuente era de 5111+5I1+5I (Tabla 28) con un promedio de
17,25 quiasmas por célula. En paquiteno se observaron
translocaciones e inversiones. En la mayoria de las células en anafase
I, quedaban cromosomas retrasados y uno 0 mas puentes de inversion.
S6lo con baja frecuencia migraron 15 cromosomas a cada uno de los
polos. La fertiidad del polen variaba desde el 37 al 83%, pero

solamente se obtuvo un 2% de semilla viable.
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Entre todas las F1 del hibrido Zea diploperennis y Zea perennis se
destacd una planta que tenia una elevada fertilidad (80% de granos

fértiles) y que morfolégicamente era mas parecida a Zea diploperennis.

Del estudio citogenético realizado en esta planta, se determiné que
tenia un numero cromosomico de 2n=40 (Fig. 21A), llegando a la
conclusién de que este hibrido excepcional seria el producto del
cruzamiento entre un gameto no reducido de Z. diploperennis por un

gameto normal de Z. perennis.

Del analisis citogenético de 214 células en diacinesis-metafase | se
obtuvo un promedio de apareamiento cromosomico de
0,241+11,2911+0,06111+4,201V, siendo la configuracion meidtica mas
frecuente 101I+5IV (Tabla 29, Fig. 21B). El hibrido tuvo un bajo
porcentaje de uni y trivalentes, apareandose la mayoria de los
cromosomas como bi o tetravalentes preferentemente abiertos, con un
promedio de 31,42 quiasmas por célula distribuidos de la siguiente
manera: 15,96 en los bivalentes, 0,10 en los trivalentes y 15,36 en los

tetravalentes.

En células en paquiteno del hibrido era muy dificil identificar o distinguir
los cromosomas de cada una de las especies, debido a que ambas
poseen cromosomas con knobs terminales pequefios. Solamente pudo
identificarse un cromosoma de Z. diploperennis facilmente porque tenia

un knob terminal grande.
En el 78% de las células en anafase | migraron 20 cromosomas a cada

uno de los polos y en el 22% restante se producia la migracion de un

distinto namero cromosémico, quedando cromosomas retrasados y
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apareciendo de forma excepcional un puente de inversion. La fertilidad

del polen fue del 56%, con un porcentaje de semillas fértiles del 80%

2.2.1.5 Dihibridos con 2n=40

Zea mays spp parviglumis por Zea diploperennis con 2n=40,
obtenido por duplicacion cromosomica del hibrido (Zparxzd20).

Del cruzamiento entre las especies Z. parviglumis x Z. diploperennis,
ambas con 2n=20, se obtuvo un hibrido excepcional, producto de la
duplicacién cromosémica de este hibrido (ZparxZd20), resultando uno
nuevo con 2n=40 (ZparxZd40).

El hibrido entre Zea parviglumis x Zea diploperennis con 2n=40
(ZparxZd40) era bianual, fértil (95% de fertilidad del polen y 90% de
viabilidad de las semillas), macollador, de 2 a 3 m de altura, con rizomas
cortos, prolifico (con varias espigas por tallo), y florecia con dias cortos
(Fig. 22). Las semillas estaban encerradas en cupulas con raquis fragil
qgue se desprendian y caian a la madurez, de manera similar a lo que

ocurria con sus progenitores.

Del estudio citogenético del hibrido se dedujo que tenia una gran
dispersién en las configuraciones meioticas (Tabla 28, Fig. 23a y b),
siendo las mas frecuentes 16l11+2IV y 18II+11V, con un promedio de
1,181+15,2711+0,07111+2,02IV (Tabla 30) y 28,20 quiasmas por célula.

Los tetravalentes eran el producto del apareamiento de los cromosomas
de Z. parviglumis con Z. diploperennis; en cambio los bivalentes serian
el resultado del apareamiento de los cromosomas homdlogos de la
misma especie ya que no se ha observado apareamiento entre

cromosomas de distinta longitud, cosa que si ocurria en el hibrido entre
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las mismas especies con 2n=20. Las anafases fueron regulares (Fig.
23c) y soblo excepcionalmente se observaron uno o dos puentes de
inversién, cromosomas retrasados (Fig. 23d) o distinto ndamero
cromosOmico en cada uno de los polos. La fertilidad del polen fue del

70% y el de las semillas de un 60%

En el 20 % de las células en distintos estadios de la division meiética del
hibrido se observé que los citoplasmas de dos o mas células
permanecian unidos a lo largo de la division celular, produciéndose
intercambio de material genético y variacion en el nUmero cromosémico
(Fig. 23e-f), pudiendo ser éste uno de los posibles mecanismos de
duplicacién cromosdmica del hibrido y la obtencidn de hibridos de Zea

con distinto nivel de ploidia.

2.2.2 Trihibridos
2.2.2.1 Trihibrido con 2n=20

Hibrido entre Zea mays, Zea diploperennis y Zea luxurians (MDL).
El hibrido entre Zea mays variedad “Colorado Klein” por Zea
diploperennis (Fig. 24A), se cruzé con Zea luxurians obteniéndose el

trihibrido (MDL), con un numero cromosémico de 2n= 20 (Fig. 24B).

El trihibrido MDL tenia una altura de 3,0 a 3,3 m., era fértil (90% de
semillas viables), macollador, prolifico (una o mas espigas por
entrenudo y entre 10 o 12 por tallo), con raices abundante en cabellera
y con rizomas cortos, muy tolerante a sequia y enfermedades. Las
semillas se encontraban encerradas en clpulas que se desprendian y
caian a la madurez (Fig. 24A y B). La planta florecia con fotoperiodo
de dia corto, siendo la floracién continua al igual que ocurre en las

especies parentales silvestres.
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El trihibrido comenzd a panojar, independientemente de su desarrollo
fenoldgico, cuando se daban las condiciones de fotoperiodo requerido.
Si durante esa etapa, se lo exponia a condiciones ambientales
estresantes, como por ejemplo altas temperaturas o baja humedad
relativa o, alternativamente a un fotoperiodo de dia largo, se producia
clorantia en la panoja (Fig. 25A), dando lugar a la formacion de
plantulas en lugar de las anteras (Fig. 25B). Si estas plantulas se
colocaban en agua o arena himeda emitian raices obteniéndose una
descendencia con la misma constitucién genética de la planta madre
(Fig. 25C y D).

De la comparacién de las configuraciones meidticas del trihibrido y sus
progenitores (Zea mays, Z. diploperennis, el hibrido entre ambas
especies, Z. luxurians y el trihibrido MDL), se dedujo que eran
regulares, siendo la configuracion meiética mas frecuente 10ll (Tabla
33) teniendo, a excepcion del maiz, todos una baja frecuencia de

univalentes (Tabla 33).

En el trihibrido entre Z. mays, Z. diploperennis y Z. luxurians (MDL),
los cromosomas de maiz se aparearon con alguno de los cromosomas
de las especies silvestres que constituyen el trihibrido, debido a que
los bivalentes estaban constituidos por un cromosoma con knob
subterminal, tipico de maiz, con otro cromosoma con knob terminal,
tipico de las especies silvestres. Al igual de lo que ocurre en otros
hibridos se producia un notable incremento del tamafio de los knobs,
en especial los terminales de las especies silvestres que

practicamente duplicaban su tamafio.
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La longitud y la relacion entre los brazos de los cromosomas de Z.
mays, Z. diploperennis y Z. luxurians (tablas 5 y 6) son levemente
diferentes en algunos casos, mientras que en otros hay diferencias
significativas ya sea en el tamafio o en la relacion entre los brazos. Sin
embargo, en el hibrido solo se observaron tres pares de cromosomas
apareados con distinto tamafio (Fig. 26A). Esto indicaria que durante la
etapa de apareamiento cromosOmico se minimizarian las diferencias
relativas entre los cromosomas de las distintas especies, permitiendo de
esa manera el apareamiento gen con gen en los cromosomas

homedlogos.

Del estudio citogenético del trihibrido entre Z. mays, Z. diploperennis y
Z. luxurians (MDL), se determindé que el promedio del apareamiento
cromosOmico era de 0,781+9,5411+0,02IV, siendo la configuracion
meiotica mas frecuente de 10Il (Tabla 31, Fig. 26A), observandose con
una baja frecuencia la presencia de univalentes y tetravalentes (Tabla
31, Fig. 26B) o de células con duplicacion cromosoémica (Fig. 26D). En
el 42% de las células, los cromosomas mostraron asociacion secundaria
(Fig. 26C), teniendo un promedio de 14,57 quiasmas por célula. La
fertilidad del polen variaba entre 60-80% vy la de las semillas era del
72%.

Las anafases eran regulares y solo excepcionalmente se observo
un puente de inversion (Fig. 26E), cromosomas retrasados (Fig.
26F) o distinto nimero de cromosomas en cada uno de los polos.
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2.2.2.2 Trihibrido con 2n=40

Trihibridos MDP producto del cruzamiento entre Zea mays spp
mays 2n=40 por el hibrido entre Zea diploperennis por Zea
perennis con 2n=40y su reciproco.

Los trihibridos MDP son el resultado del cruzamiento entre Zea mays
con 2n=40 con el hibrido excepcional entre Zea diploperennis x Zea
perennis con 2n=40 y su reciproco, dando hibridos con un namero

cromosémico de 2n=40.

Los trihibrido se obtuvieron con mucha facilidad y mostraban una
elevada viabilidad de las semillas (90%), siendo inclusive superior a la
de sus progenitores (60% en el maiz con 2n=40 y 80% en el hibrido

entre Zea diploperennis x Zea perennis con 2n=40).

Los trihibridos MDP eran anuales, alcanzando de 2 a 2,50 m de altura,
desarrollando de 4 a 10 macollos fértiles por planta y tenian entre 8 a 10
nudos reproductivos con 1 o 2 espigas por nudo. El tipo de espiga del
trinibrido MDP variaba de acuerdo a la especie que se utilizaba como
progenitor femenino. La espiga era distica con 4 a 8 hileras si el
progenitor femenino era el maiz; en cambio, si el progenitor femenino
era el hibrido entre Zea diploperennis x Zea perennis con 2n=40 las
semillas estaban encerradas en cariopses similares a los Teosintes. En
ambos casos las semillas no se desprendian ni caian a la madurez
como ocurria con los Teosintes. De acuerdo con estos resultados, en
estos hibridos la forma de la espiga estaria influenciada por el
citoplasma. La floraciéon no estaba influenciada por el fotoperiodo y era

continua cuando se cultivaba en invernéaculo.
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Del estudio citogenético de los trihibridos MDP se pudo deducir que
practicamente no presentaron univalentes ni trivalentes, teniendo un
promedio de apareamiento cromosomico en diacinesis-metafase | de
0,041+10,9111+0,01111+4,50lV (Tabla 32), siendo la configuracién
meiodtica mas frecuente de 1011+51V (43,93% de las células), con un
promedio de 33,81 quiasmas por célula (17,33 en bivalentes y 16,45 en

tetravalentes).

En el 92% de las células la anafase | era regular, habiéndose observado
en el 8% restante uno 0 Mas puentes de inversibn o cromosomas

retrasados.

3 Comportamiento meiético de las especies e hibridos

del Género Zea de acuerdo a su nivel de ploidia

Agrupando las especies e hibridos del Género Zea en funcién de su
nivel de ploidia (tabla 33), se pudo inferir lo siguiente:

e En general, las especies e hibridos con un mismo nivel de
ploidia tienen configuraciones meidticas, nimero de quiasmas,
fertilidad del polen y viabilidad de las semillas similares. No
obstante hay tres excepciones, el maiz con 2n=40 (Zm40) y los
hibridos entre los maices con distinto nivel de ploidia
(ZmxZm30) y en el hibrido excepcional producto de la
duplicaciébn cromosOomica entre Z. parrviglumis y Z.
diploperennis (ZparxZd40), que muestran una configuracion
meiodtica diferentes con respecto al grupo al que pertenecen.

e Entre el grupo de especies con 2n=20, Zea mays Yy Zea
mexicana eran las mas estables cromosémicamente y las que

tenian mayor fertilidad.
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Los hibridos entre las distintas especies de Zea con 2n=20,
eran fértiles siendo muy dificiles de diferenciar de los teosintes
tanto fenotipica como cromosémicamente.
Solamente en el dihibrido entre Z. mays por Z. parviglumis con
2n=20 (ZmxZpar20) y en el trihibrido entre Z. mays, Z.
diploperennis y Z. luxurians (MDL) se observé con muy baja
frecuencia un tetravalente, producto del apareamiento entre
pares de cromosomas homeologos.
El trihibrido con 2n=20 (MDL), tuvo menor fertilidad del polen
(60-80%) y de la semilla (72%) que los dihibridos con el mismo
nivel de plodia (Tabla 33).
En los hibridos con 2n=30, la configuracion mei6tica mas
frecuente fue 5III+511+5l, con un promedio de apareamiento
cromosomico de 5,461+5,4511+4,50I1Il. La excepcion en este
grupo fue el hibrido entre los maices con distinto nivel de
ploidia (ZmxZm30), donde se han apareado los cromosomas
homologos entre si, produciéndose como consecuencia un
elevado nimero de trivalentes, siendo la configuracion meidtica
mas frecuente  2|+2lI+8lll, con un promedio de
2,651+2,5611+7,41111.
La fertilidad del polen en los hibridos oscil6 entre el 4% vy el
83%; sin embargo la fertilidad (o viabilidad) de la semilla oscil6
entre 0 y 15%. Curiosamente, el hibrido mas estéril y el mas
dificil de obtener fue el hibrido entre los maices con distinto
nivel de ploidia.
En el grupo de las especies e hibridos con 2n=40 se
presentaron distintas situaciones, a saber:

a. Zea mays con 2n=40, tiene un alto porcentaje de

tetravalentes (8,34) y un bajo porcentaje de bivalentes
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(3,24). Es posible que este elevado nuamero de
tetravalentes se deba al apareamiento de los
cromosomas homoélogos de los gendmios A y B del
maiz.

b. En el otro extremo se halla el hibrido excepcional
producto de la duplicacion cromosémica del hibrido entre
Z. parviglumis y Z. diploperennis con 2n=40
(Zparxzd40), donde es posible que se hayan apareado
preferencialmente los cromosomas homologos de cada
una de las especies, produciéndose como consecuencia
un alto porcentaje de bivalentes (15,27) y un muy bajo
porcentaje de tetravalentes (2,02).

c. Zea perennis y el resto de los hibridos con 2n=40 tenian
configuraciones meidticas similares con un promedio de
apareamiento de 11,211l y 4,43IV.

Con respecto al ciclo de vida (anual, bianual o perenne), en
término general las F1 con un nimero cromosémico de 2n=20,
eran anuales y solo excepcionalmente bianuales. En cambio,
las F1 con 2n=30, producto del cruzamiento entre las mismas
especies con Zea perennis, eran perennes. Los hibridos con
2n=40, tuvieron un comportamiento anual o, excepcionalmente,
bianual. Aparentemente, en el complejo Zea, la perennidad
estaria influenciada por dosis de genes que aportarian las
distintas especies para este caracter, aunque para confirmar

esto ultimo se requiere de un estudio méas profundo.
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4 Efecto de la solucion diluida de colchicina en el
apareamiento criptico de los cromosomas del complejo

Zea.

Con el objeto de dilucidar el apareamiento criptico de los cromosomas
homedlogos de los distintos genomios de las especies e hibridos del
complejo Zea, se trataron panojas inmaduras con solucién diluida de

colchicina (0,5x10™ M), obteniéndose los siguientes resultados:

4.1 En especies de Zea con 2n=20:

En Z. mays con 2n=20 (Zm20), Z. mexicana (Zmex), Z. parviglumis
(Zpar) y Z. luxurians (ZI) (Fig. 27), la colchicina hizo que se aparearan
los cromosomas homeodlogos de los genomios A y B (Fig. 33),
observandose hasta un maximo de 51V (Fig.27, 31A), no existiendo
diferencias significativas de los resultados obtenidos entre las
diferentes especies. La excepciéon en este grupo fue Z. diploperennis
(Zd), donde no se indujo la formacién de tetravalentes (IV), al menos
con la dosis de colchicina que se utilizé y que habia dado una

respuesta favorable en todas las especies de Zea (Fig.27).

4.2 En hibridos de Zea con 2n=20:
La repuesta al apareamiento criptico de los cromosomas de los
genomios homeologos Ay B, en los hibridos con 2n=20, vario segun el
cruzamiento analizado:
e En los hibridos entre Z. mays por Z. mexicana (ZmxZmex),
Z. mays por Z. parviglumis con 2n=20 (ZmxZpar20), Z. mays
por Z. luxurians (ZmxZl) y en el trihibrido entre Z. mays, Z.
diploperennis y Z. luxurians (MDL), se indujo el apareamiento
criptico de los cromosomas homeodlogo de los genomios Ay B

de las distintas especies (Fig. 28), en proporciones que
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variaron segun el hibrido analizado. En el hibrido ZmxZpar20,
se produjo el mayor apareamiento criptico entre los
cromosomas homeologos de los genomios Ay B.

e Por otro lado, en los hibridos entre Z. mays por Z. diploperennis
(ZmxZzd) y Z. diploperennis por Z. luxurians (ZdxZl) no se indujo
el apareamiento criptico entre los cromosomas homeodlogos de
los genomios A y B (Fig. 28). En ambos casos uno de los
progenitores era Z. diploperennis, donde tampoco se habia
inducido el apareamiento criptico de los cromosomas

homedlogos de los genomios Ay B (Fig. 27).

4.3 En hibridos de Zea con 2n=30:

En este conjunto de hibridos se presentaron distintas situaciones:

* En el hibrido entre los maices de distinto nivel de ploidia
(ZmxzZm30) practicamente no habian diferencias significativas
entre el material en el que se habia realizado el tratamiento y el
testigo (sin tratamiento). En ambos casos la configuracion
meiotica mas frecuente fue de 8lII+2I1+2I (Fig. 29). Es posible
gue no se hallasen diferencias significativas entre ambos
(material tratado y testigo), debido a que el hibrido procedia del
cruzamiento de plantas de la misma especie con distinto nivel
del ploidia. En este, caso los cromosomas homologos
tendieron a aparearse entre si, no produciéndose como
consecuencia un apareamiento preferencial entre los

cromosomas homeoblogos de los genomios A y B del maiz.

* En los hibridos entre Z. mays por Z. parviglumis con 2n=30
(ZmxZpar30) y Z. luxurians por Z. perennis (ZIxZp) se

increment6 de forma significativa el apariamiento criptico de los
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cromosomas homeédlogos dando un alto porcentaje de
trivalentes (hasta un maximo de 10), en el material tratado con
respecto al material sin tratar (Fig. 29). En forma excepcional,
en el material testigo del cruzamiento entre Z. luxurians por Z.
perennis, se habia observado apareados los cromosomas
homedlogos de las dos especies observandose hasta un
maximo de 10lll (Fig.23).

* En los hibridos entre Z. perennis por Z. mexicana (ZpxZmex) y
Z. diploperennis por Z. perennis con 2n=30 (ZdxZp30),
aumentd de forma significativa el apareamiento criptico entre
los cromosomas homedlogos de las dos especies en el
material tratado (Fig. 29). En el testigo (sin tratamiento), se
habia observado hasta un méaximo de 6lll, mientras que en el

material tratado se observaron hasta 10lll (Fig. 29).

»= La mayor diferencia entre el material tratado y no tratado se dio
en el hibrido entre Z. mays por Z. perennis con 2n=30
(ZmxZp30) (Tabla 29, Fig. 31C), mientras que en el testigo (sin
tratamiento) la configuracion meiética mas frecuente fue
511+511+5l, en el material tratado era de 8IlI+2I1+2]. En este
caso el apareamiento en los cromosomas homedlogos del

genomio B se incrementd en forma altamente significativa.

4.4 En especies e hibridos con 2n=40:
En este conjunto de especies e hibridos de Zea se dieron distintas
situaciones, a saber:
* En el maiz con 2n=40 (Zm40), no encontramos diferencias
dignas de mencion entre el material tratado y el testigo (Fig.

30), salvo por lo que se refiere a un pequefio incremento en las
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configuraciones meiéticas de 9IV+2ll o 10V y una leve

disminucion en las configuraciones con menos de 71V.

En Z. perennis, la configuracion meiotica méas frecuente en el
material sin tratar era de 5IV+10Il y, con muy baja frecuencia,
se observaron 61V+8Il. En el material tratado con colchicina,
aumentdé el porcentaje de IV hasta un maximo 10, con un
promedio de 7IV+6ll (Fig. 30), lo que estaria indicando que se
habria producido el apareamiento de los cromosomas
homedlogos de los genomios Bp; y Bp, de Z. perennis (Fig.
31B).

En los hibridos entre Z. mays por Z. perennis con 2n=40
(ZmxZp40) (Fig 31D), Z. diploperennis por Z. perennis con
2n=40 (ZdxZp40) y el trihibrido entre Z. mays, Z. diploperennis
y Z. perennis (MDP) aumenté de forma notoria la cantidad de
IV en el material tratado con respecto al testigo, llegando hasta
un maximo de 101V (Fig. 30). En todos los casos, en el material
sin tratar, se habia observado, aunque en muy baja proporcién,
apareamiento entre los cromosomas homeodlogos de las
distintas especies, especialmente en los hibridos entre Z.

diploperennis y Z. perennis (Fig.30)

El hibrido entre Z. parviglumis con Z. diploperennis ZparxZd40,
obtenido por la duplicacion cromosémica del hibrido entre las
mismas especies pero que habia duplicado su nudmero
cromosomico (ZparxZd20), tiene un comportamiento totalmente
diferente al resto de hibridos con el mismo ndamero
cromosOmico. En el testigo la configuracion meidtica mas

frecuente fue de 2IV+8Il. Aparentemente en este hibrido se
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habria privilegiado el apareamiento de los cromosomas
idénticos en detrimento del apareamiento homeodlogo del
genomio A, lo que explicaria la baja frecuencia de IV. El material
tratado con colchicina tuvo un comportamiento similar al resto
de los hibridos (Fig. 30 y 32B).

Con respecto a los quiasmas, en todos los casos aumento su
namero en forma significativa, a excepcion de las especies Z.
diploperennis y el maiz con 2n=40 (Zm40) y los hibridos entre
Z. mays por Z. diploperennis (ZmxZd) y Z. diploperennis por Z.
luxurians (ZdxZl40) con 2n=40. En estas especies e hibridos, la
colchicina tampoco habia inducido el apareamiento criptico

entre los cromosomas homeodlogos de los genomios Ay B.
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DISCUSION
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1 Longitud, relacion entre los brazos y posicion de los

knobs en los cromosomas del género Zea.

Comparando la longitud relativa, relacién entre los brazos y posicion de

los knobs de los cromosomas de las especies del Género Zea (Tablas

5, 6, 7y Figuras 5 y 6), se pudo inferir lo siguiente:

Las longitudes relativas de los cromosomas de las especies de
Zea con 2n=20 (tabla 5, Fig. 5), no difirieron significativamente
entre si, presentando solo pequefas diferencias de tamafio, por
ejemplo en Zea parviglumis donde algunos de sus cromosomas
tenian mayor longitud, o en Zea diploperennis donde el
cromosoma 1 era de menor tamafio relativo.

Cuando se comparon los cromosomas de Zea perennis (2n=40)
con los de las otras especies de Zea con 2n=20 (tabla 5, Fig. 5),
pareciese haber una notoria diferencia entre ellos. Sin embargo,
si se considera en Zea perennis como si fuesen un solo
cromosoma (porque tienen igual longitud y relacién entre los
brazos), a cada uno de los pares cromosoémico 1-2, 3-4, 7-8,
9-10 y 15-16 (Comparar Tabla 5 con Tabla 35 y 36), las
diferencias se minimizan. Con este nuevo reordenamiento de
los cromosomas de Z. perennis (Tabla 35), se puede observar
qgue los pares cromosomicos 6 organizadores del nucleolo en
todas las especies de Zea con 2n=20, serian equivalentes al
cromosoma 6 de Zea perennis, aunque este ultimo es de mayor
tamafio. Como consecuencia se podria inferir, que en el caso
de Z. perennis, el cromosoma equivalente al cromosoma 6
organizador del nucleolo en las otras especies, habria
mantenido la relacion entre los brazos, pero habria perdido la

capacidad de ser el organizador del nucleolo.
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» Por otro lado, los pares cromosémicos 13-14 organizadores del
nucleolo en Zea perennis (Tabla 5, 6 y Fig. 5), tienen una
longitud equivalente al par cromosémico 6 de las especies con
2n=20 pero una relacién entre los brazos diferente (4,05). Es
mas notable alun que se observen dos pares de cromosomas
organizadores del nucleolo en profase meibtica, ya que en la
mayoria de las especies e hibridos poliploides con mas de un
par de cromosomas organizadores del nucleolo sélo uno actta
como tal mientras que el otro queda parcialmente inactivado
(Olivera et al., 2006; Santos et al., 1984). En el caso de Zea
perennis, los dos pares de cromosomas organizadores del
nucleolo son funcionales, pero esto no trae aparejado un
incremento en el tamafio del nucleolo, ya que es uno de los mas
pequefios del Género Zea (Molina, 1976; Laurie y Bennett,
1985; Tito et al., 1991; Poggio et al., 1998).

Han et al. (2003) analizando la localizaciébn de las secuencias
ribosomales 5S y 45S del DNAr en Zea mexicana, Zea diploperennis y
Zea perennis. En Zea mexicana observaron que, al igual que ocurre en
el maiz, la secuencia 5S daba una sefial en el brazo largo del
cromosoma 2, mientras que en Zea diploperenis y Zea perennis estaba
localizada en el brazo corto de otros pares cromosomicos. En el hibrido
entre Zea mexicana y Zea diploperennis, la secuencia 45S del DNAr
estaba situada en la constriccion secundaria del satélite del cromosoma
6. En Zea perennis la secuencia 45S estaba localizada en la
constriccion secundaria de dos pares cromosémicos diferentes que, a
su vez, eran distintos del par cromosémico 6 donde se ubicaba en las

otras especies.
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Los resultados obtenidos por Han y colaboradores (2003) a nivel
molecular son coincidentes con los que nosotros hemos obtenido a
nivel citogenético. Por lo que respecta a nuestros datos, en todas las
especies de Zea con 2n=20 el organizador del nucleolo estaba ubicado
en la constriccién secundaria del cromosoma 6. En cambio, en Zea
perennis estaba situado en las constricciones secundarias de los pares
cromosomicos 13 y 14 (Tabla 5, Fig. 6), difiriendo entre si solamente en

el satélite de la constriccién secundaria (Molina 1986).

Segun Lacadena et al., 1988; Lima Brito et al., 1998; Cermefio et al.,
1984, cuando en una especie, ya sea por hibridacion o duplicacion
cromosOmica, se reunen dos 0 mas pares cromosémicos con
organizadores nucleolares, en la mayoria de los casos solamente uno
de ellos queda activo mientras que los otros son eliminados,
inactivados o suprimidos total o parcialmente. La preferencia selectiva
de la transcripcion de los genes del RNAr esta dada en los términos de
dominancia de un determinado organizador nucleolar (Vaughan et al.,
1993).

Zea perennis posee dos pares cromosomicos (13, 14) que mantienen
activos los organizadores del nucleolo. Uno de los posibles
mecanismos de la carencia de dominancia de uno de ellos puede
deberse a que, a diferencia de lo que ocurre en la mayoria de las
especies e hibridos poliploides (Santos et al., 1984), no se habria
producido anfiplastia®, (amphiplasty) en los cromosomas organizadores
del nucleolo de Zea perennis.

*En especies de origen poliploide es conocido el fenébmeno de anfiplastia,
segun el cual quedaria activo solo un par de organizadores nucleolares
correspondiente a uno de los genomios mientras que no se expresan los
organizadores correspondientes a los otros genomios intervinientes en la
conformacion del poliploide.
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Analizando detalladamente las caracteristicas morfoldgicas (longitud,
relacion entre los brazos y posicién de los knobs) de los cromosomas
de las especies con 2n=20, se observan pequefias diferencias entre
ellos, ya sea en el tamafio o en la relacién entre los brazos (tablas 5 y
6, Fig. 5). Sin embargo, en la mayoria de los hibridos, los cromosomas
homedlogos de las distintas especies se apareaban no mostrando
diferencias significativas. Estos resultados indicarian que cuando los
cromosomas homeodlogos del género Zea se aparean en un hibrido,
tienden a acortarse o alargarse las zonas intercromomeéricas para que
se produzca el apareamiento cromomeérico. Las excepciones fueron el
dihibrido Zea mays x Zea parviglumis y el trihibrido entre Z. mays, Z.
diploperennis y Z. luxurians, en los que se aparearon tres pares de

cromosomas de distintos tamarios (Fig. 26).

Sin embargo, la diferencia mas notable entre los cromosomas del maiz
y las especies silvestres fue la posicion de los knobs: mientras que el
maiz carecia de knobs o eran intersticiales, en las especies silvestres

eran terminales pudiendo ser pequefios, medianos o grandes (Tabla 7).

Ting, (1976), hall6 variacion en la posicién de los knobs en poblaciones
de Z. mexicana de distinto origen geografico. En concreto, dos de las
poblaciones tenian knobs intersticiales mientras que en otras dos eran
terminales. Es posible que las dos poblaciones de Zea mexicana cuyos
cromosomas tenian knobs intersticiales hayan surgido como
consecuencia de un proceso de introgresion con maiz, ya que estas
dos especies se hibridan naturalmente con mucha facilidad siendo su
descendencia fértil y no diferenciandose los hibridos, en la mayoria de

los casos, de Zea mexicana.
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Otra de las caracteristicas que a nivel citogenético se ha tomado como
indicador para diferenciar los cromosomas de una determinada especie
es el tamafio de los knobs. En el caso de los hibridos entre las
especies silvestres y el maiz, especialmente cuando se utiliza como
progenitor femenino a la especie silvestre, se ha visto que se
incrementaba de forma notoria el tamafio de los mismos, sobre todo los

knobs terminales de las especies silvestres.

El incremento de tamafio de los knobs en los hibridos de Zea tiene
aparentemente un fuerte componente de herencia citoplasmatica. El
efecto del citoplasma de las especies silvestres en los hibridos de maiz
con los Teosintes, habia sido analizado con anterioridad en un hibrido
entre Zea mexicana y Zea mays, donde el citoplasma de la especie
silvestre producia alteraciones fenotipicas, como por ejemplo espigas
pequefias y mosaico en las anteras, incremento en el tamafio del
nucleolo, tendencia a adherirse de los cromosomas, esterilidad e
incremento en el tamafio de los knobs (Mazoti, 1978; Mazoti y
Velazquez1963, Allen, 2005).

Posteriormente, Mazoti y colaboradores con el objetivo de analizar el
efecto del citoplasma de Zea mexicana en el maiz, obtuvieron lineas de
maiz aloplasmicas con citoplasma de Zea mexicana y las compararon
con el maiz original. En las lineas de maiz con citoplasma de Zea
mexicana se observaron alteraciones en la distribucion espacial de los
cromosomas (Poggio et al., 1996, 1997), poco vigor hibrido, no
expresion del gen ij, variacion en el ciclo vegetativo, mayor nimero de
espigas e incremento en la cantidad de ADN y en el tamafio de los
knobs (Mazoti, 1949, 1950, 1954a, b, 1963), por lo cual se concluy6
gue el citoplasma de Zea mexicana alteraba el comportamiento

fenotipico y cromosomico del maiz.
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Hemos observado que en la mayoria de los hibridos entre el maiz y las

distintas especies silvestres de Zea aumenta significativamente el

tamafno de los knobs, especialmente los terminales de las especies

silvestres. En cambio, en los hibridos entre las especies silvestres, no

se produjeron alteraciones en el tamafio de los knobs.

De los resultados obtenidos se deduce que so6lo en los hibridos entre el

maiz y las especies silvestres se ha producido variacion en el tamafio

de los knobs, existiendo influencia del citoplasma sobre los mismos. El

citoplasma, puede interactuar con el DNA del hibrido afectando no solo

los knobs sino también otros mecanismos celulares como por ejemplo:

Producir un desequilibrio en la condensacion de los
cromosomas maternos y paternos, Ramesha y Sachan (1993).
La consecuencia de reunir en una sola célula dos o mas
genomios de distintas especies bajo un solo citoplasma,
pueden inducir cambios en el DNA lo que podria modificar la
expresion de los genes o0 hacer que se expresen nuevas
caracteristicas no observadas en sus progenitores (Wendel,
2000; Wang et al., 2004; Molina et al., 2006; Zhang et al., 2006;
Chen, 2007; Chen et al., 2008).

Activar elementos transponible (Ananiev et al., 1998a-b) o poner
a manifiesto RNAs que producen silenciamiento o cambio en la
expresion de los genes (Moazed, 2009).

Expresion diferencial de sistemas meibticos anormales como
por ejemplo los del cromosoma 10 (abl10-1 y abl0-2) que
generarian un mecanismo de amplificacion de los knobs a
través de un incremento de las zonas repetitivas de 180 pb
(Running et al., 2000) o producir una alteracion en alguna o

todas las secuencias de los TR-1 (Hsu et al., 2003).
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2 Apareamiento cromosOmico en especies e hibridos

del género Zea.

Para analizar el comportamiento cromosdémico de las especies e

hibridos de Zea se las agrupo teniendo cuenta el nimero cromosémico,

analizando en cada grupo la regularidad meidtica, las configuraciones

meioticas, la fertilidad del polen y la viabilidad de las semillas (Tabla

33).

De los resultados obtenidos se infiri6 lo siguiente:

La configuracion meidtica mas frecuente en las especies de Zea
con 2n=20 era de 10Il (Tabla 34). Las mas estables y las que
tenian mayor fertilidad eran el maiz y Z. mexicana, mientras que
el resto de los teosintes presentaron menor regularidad meiotica
con un bajo porcentaje de univalentes y menor fertilidad (Tabla
33). Las diferencias observadas en el comportamiento meiotico
de las especies de Zea, pueden atribuirse en el caso del maiz,
a la seleccion realizada por el hombre durante siglos que ha
tendido a favorecer la fertilidad, y como consecuencia la
regularidad mei6tica; en cambio, en Z. mexicana este
mecanismo se habria producido de forma natural, no
conociéndose con exactitud las causas por las que los otros
Teosintes tienen menor regularidad meiotica y fertilidad.

Los hibridos entre las distintas especies de Zea con 2n=20
presentaron un bajo porcentaje de univalentes (Tabla 33),
siendo la configuracion meiotica mas frecuente de 10ll (Tabla
34). En todos los casos se ha observado apareamiento entre los
cromosomas homedlogos del maiz con los Teosintes, y de los

Teosintes entre si, siendo la fertilidad del polen y la viabilidad de
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las semillas elevadas (Tabla 33). Sélo en los hibridos entre Z.
mays X Z. parviglumis con 2n=20 y el trihibrido entre Z. mays,
Z.diploperennis y Z. luxurians se observé un tetravalente,
producto del apareamiento entre dos pares de cromosomas
homedlogos. De esto se deduce que, a pesar de haberse
diferenciado los cromosomas en los genomios A y B, para dar
lugar a las distintas especies, los cambios producidos no han
sido tan dréasticos, de tal manera que han mantenido la
capacidad de aparearse y dar descendencia fértil. Sélo en el
trihibrido entre Z. mays, Z.diploperennis y Z. luxurians se ha
visto afectada parcialmente la fertilidad del polen, asi como
como la viabilidad de la semilla (Tabla 33).

En los hibridos con 2n=30, la configuracibn meibtica mas
frecuente era de 5III+51I+51 (Tabla 34), teniendo los
cromosomas un comportamiento diferente al que tuvieron en los
hibridos con 2n=20. En los hibridos con 2n=30, se mantuvo la
capacidad de aparearse en los cromosomas homedlogos del
genomio A (51ll), mientras que en el genomio B se produjeron
dos situacines diferentes o bien se aparearon preferencialmente
los cromosomas homélogos en Z. mays con 2n=40 o los
homedlogos de Z. perennis para dar los 5Il, quedando como
univalentes (51), los cromosomas homedlogos de la otra
especie que formaba el hibrido.

En el caso de las especies e hibridos con 2n=40 (Tabla 34) el
comportamiento fue dispar. Como era de esperar, en Z. mays
con 2n=40 los cromosomas homologos tendieron a aparearse
entre si, tanto los del genomio A, por un lado, como los del B,
por otro, dando como consecuencia un alto porcentaje de
tetravalentes (8,34). El caso opuesto fue el del hibrido Z.

parviglumis x Z. diploperennis con 2n=40 en el que, al ser el
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producto de la duplicacion cromosémica del hibrido Z.
parviglumis x Z. diploperennis con 2n=20, los cromosomas
homélogos de cada especie tendieron a aparearse
preferencialmente entre si y no con los homeélogos de la otra
especie, dando como consecuencia un bajo porcentaje de
tetravalentes (2,02) y un elevado numero de bivalentes (15,27).
En Z. perennis y en el resto de los hibridos con 2n=40, se vio
claramente diferenciado el apareamiento entre los cromosomas
homedlogos del genomio A (51V) y los homdélogos del genomio

B de cada una de las especies (10ll) (Tabla 33).

Del andlisis conjunto de las configuraciones meibticas de las
especies e hibridos de Zea, se pudo inferir que existen 5
cromosomas (genomio A) que ha conservado su estructura a través
del tiempo, manteniendo los cromosomas homeologos la capacidad
de aparearse como si fuesen homologos. Los otros 5 cromosomas
(genomio B), se han diferenciado de tal manera, que solo se
aparean los homeodlogos cuando no estan presentes los
cromosomas homélogos. Esto ultimo se ha observado claramente
en los hibridos con 2n=20. En los hibridos con 2n=30, asi como en
la mayoria de los hibridos con 2n=40, se observé cémo los 5
cromosomas del genomio A se apareaban en su totalidad, mientras
qgue los 5 cromosomas del genomio B se apareaban en la mayoria

de los casos con su homdlogo correspondiente.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se podria considerar
que el Género Zea podria haber tenido el siguiente mecanismo
evolutivo (Fig. 33): 1- A partir de un ancestro comun poliploide con
genomio AAAA se habrian diferenciado los cromosomas homdlogos

dando lugar a una especie diploide con dos genomios A y B, que
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habria tenido una mayor ventaja adaptativa al ser mas estable por
ser diploide. 2- EI siguiente paso evolutivo, habria sido la
diferenciacién del genomio B para dar lugar a las distintas especies
de Zea 3- Las especies habrian mantenido su capacidad de
cruzarse hasta la actualidad por no haber sufrido cambios drasticos
los cromosomas homeoélogos. 4- Esta diferenciacion evolutiva, no
drastica a nivel cromosémico, posiblemente se haya visto
favorecida por el aislamiento geografico que mantuvieron las

especies (Ruiz et al., 2001).

La diferenciacion del genomio A para dar lugar al B, pudo haberse
debido a uno o varios factores, entre los que cabe citar los
siguientes:
¢ Inversiones cromosomicas: de los resultados obtenidos se
ha determinado que las especies de Zea se caracterizan por
tener de wuna a tres inversiones paracéntricas o0
pericéntricas, ya que en los hibridos con 2n=20 se han
observado de 1 a 3 puentes de inversion. De forma similar,
Ting (2005) hallé una inversién que involucraba el 35% del
brazo largo del cromosoma 3 y otra que afectaba el 65% del
brazo corto del cromosoma 9. Pasapuleti y Galinat (1982),
observaron en hibridos de maiz y Z. diploperennis una
inversion paracéntrica cercana al centromero en el brazo
largo del cromosoma 5, también hallada en nuestros
materiales, y otra inversion terminal en el brazo largo del
cromosoma 9.
e Translocaciones entre cromosomas no homélogos (Weber y
Alexander, 1972)
e Divergencia estructural de los cromosomas homélogos por

eliminacién de secuencias cromosomicas (Feldman et al.,
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1997; Salina et al., 2004), dando lugar a cromosomas
homedlogos de distinto tamafio, como los observados en el
trihibrido entre Z. mays, Z. diploperennis y Z. luxurians.

e Reordenamientos y cambio de funcion de los genes
provenientes de un ancestro en comun (Feldman et al,,
1997; Salina et al., 2004). Este mecanismo pudo dar lugar a
caracteristicas fenotipicas nuevas como por ejemplo la

clorantia en los hibridos entre el maiz y los teosintes.

3 Efecto del numero cromosémico en las caracteristicas

fenotipicas de los hibridos

El maiz y las especies silvestres difieren draméaticamente en la
arquitectura de la planta y la inflorescencia femenina (Briggs et al.,
2007). Por esta razon, las caracteristicas fenotipicas mas estudiadas
en los hibridos entre el maiz y los Teosintes han sido el tipo y nimero
de espigas, el nimero de espiguillas y el tipo de granos (desnudos o
cubiertos). Las conclusiones a la que llegaron los distintos autores
fueron en muchos casos claramente contradictorias (Collins y Kempton,
1920; Langhan, 1940; Rogers, 1950; Galinat, 1971; Szabo y Burr,
1996; Provan et al., 1999; Yamasaki et al., 2005; Allen, 2005: Briggs et
al., 2007), a pesar de que en todos los casos los hibridos analizados

tenian un nivel de ploidia de 2n=20.

Del andlisis de las caracteristicas fenotipicas de los hibridos entre el
maiz y los Teosintes con distinto nivel de ploidia pudo determinarse
gue la expresion fenotipica de algunos caracteres tales como el tipo de
espiga y grano, la dehiscencia de los granos, el nimero de tallos, el

namero de espigas por tallo y la perennidad estaban intimamente
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relacionados con el nivel de ploidia y el nimero de cromosomas que

aportaba cada uno de los progenitores.

Un claro ejemplo de lo anteriormente indicado fueron los resultados
obtenidos con los hibridos entre las mismas especies progenitoras,
pero que variaban en su nivel de ploidia. Es el caso de los hibridos
entre maiz y Z. perennis con 2n=30 y 2n=40. El hibrido entre Z. mays x
Z. perennis con 2n=30 (en el que Z. perennis aportaba el doble de
cromosomas que Z. mays) era semejante a Z. perennis, (Tabla 25, Fig.
18); en cambio, el hibrido entre Z. mays x Z. perennis con 2n=40 (en el
gue ambas especies aportaban el mismo nimero de cromosomas)
tenia caracteristicas intermedias entre ambos progenitores (Tabla 25,
Fig. 18). De estos resultados se deduce que algunos caracteres no
muestran una herencia mendeliana clasica, sino que su expresion seria
el producto de la interaccion entre dosis de genes aportados por cada

una de las especies progenitoras.

Para Yamasaki et al., (2007), la diferencia a nivel genético entre el
maiz y los teosintes seria baja, ya que analizando secuencias de DNA
de una importante cantidad de genes de maiz y Z. parviglumis,
encuentran que, pese a la fuerte presion de seleccién realizada sobre
el maiz, la especie cultivada se diferenciaria de la especie silvestre en

tan solo un 2% de sus genes.

Estudios moleculares recientes de Doebley y colaboradores han
demostrado que varios de los genes involucrados en la diferenciacién
entre el maiz y los Teosintes, como por ejemplo dwarf8 (d8),
indeterminate grownthl (id1), teosinte branched 1 (tbl1), terminal ear 1
(tel), tassel seed 2 (ts2), zea agamous like 1 (zagll), zea apetala

homologous 1 (zapl), zea centroradiales 1 (zenl), zea floricaula Leary
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2 (zfl2), habrian evolucionado en forma muy rapida (Doebley et al.,
1994) y estarian influenciados en su expresion por genes reguladores
(Weber et al., 2007, 2008; Briggs et al., 2007). Estos cambios, en
muchos casos, se verian favorecidos por producirse mutaciones en los
genes como por ejemplo en el gen tbl (Clark et al., 2005, 2006) o
insercién de transposones, tal y como por ejemplo ocurre en el gen
yellow 1 (yl). En este gen, que normalmente determina un alto
contenido de caroteno en el grano, la inserciéon de un transposon en el

promotor hizo que se expresase en hojas (Doebley et al., 2006).

Es posible que la expresion diferencial de varios caracteres (tales como
tipo de espiga, granos encerrados en cupulas o desnudos, que se
desprendan o no a la madurez, que tengan o no macollos) hallados en
los hibridos entre maiz y los Teosintes con distinto nivel de ploidia se
deba a varios mecanismos genéticos. Entre ellos cabria citar los
efectos de dosis génica (Fu et al., 2004), la recombinacion desigual o
no reciproca de los cromosomas en meiosis (Ritchter et al., 1995;
Juretic et al.,, 2005), los cambios rapidos de funciones o el
silenciamiento de genes por metilacion (Valledor et al., 2007), la
insercién de elementos transponibles como los helitrones (Lal et al.,
2003, 2005; Brunner et al., 2005; Lal y Hannah, 2005), la incorporacién
de fragmentos de genes relacionados (Jiang et al., 2004; Juretic et al.,
2005), la diferenciacion de genes paralogos (Emrich et al., 2007), la
accion de genes reguladores (Doebley et al., 1994; Weber et al., 2007,
2008; Briggs et al.,, 2007) y que darian como consecuencia una
expresion diferencial de los genes en cada uno de los hibridos
analizados. Todo esto se veria acentuado por la accion del hombre que
favoreci6 o no la fijacion de algunos caracteres en el proceso de

domesticacion y mejora del maiz (Yamasaki et al., 2005).
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Conviene destacar, aunque aun esté poco estudiado, lo que sucede en
el genoma cuando se duplica el nimero de genes en un autopoliploide
0 se combinan dos 0 mas genomios divergentes en un alopoliploide. A
corto plazo, esto puede provocar inestabilidad gendémica, desequilibrio
cromosOmico, cambios profundos en la regulacion génica y alterciones
reproductivas, entre otros muchos cambios (Chen, 2007). Asimismo, en
el caso de los alopoliploides pueden establecerse relaciones de
compatibilidad o incompatibilidad entre el citoplasma de una especie y
el nacleo de otra, o bien entre dos 0 mas genomas divergentes, lo que
podria inducir cambios rapidos en la estructura gendémica, en la
expresion de los genes, en la fertilidad, en la floracion y en el vigor
hibrido (Chen, 2007, Wang et al., 2004, Allen 2005). Estos cambios
podrian verse favorecidos al activarse mecanismos que modificarian
las secuencias en el DNA, las posiciones cis o trans de los genes y los
mecanismos reguladores, produciendo una expresién diferencial de los
genes homedlogos y como consecuencia un cambio en la expresion
fenotipica (Chen, 2007; Chen et al., 2008; Jatimliansky et al., 2004) o
silenciamiento transcripcional de los genes (Moazed 2009). Es muy
probable que las expresiones diferenciales de algunos genes o la
aparicion de nuevas caracteristicas en los alopoliploides del Género

Zea puedan explicarse por alguno de estos mecanismos.

4  Apareamiento criptico de los cromosomas

homeologos en el género Zea.

El tratamiento con concentraciones bajas de colchicina (0,5 x 10™* M)
favoreceria tanto el apareamiento criptico de los cromosomas
homedlogos (Driscoll y Barber, 1967; Feldman y Avivi, 1988) como el
apareamiento intergenédmico en las especies con genomios

homedlogos (Jackson y Murray, 1983). De esta manera, se podria
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favorecer el intercambio de material genético entre genomas aislados

evolutivamente (Dover y Riley, 1973).

Analizando el comportamiento meiético de las especies de Zea con
2n=20 tratadas con solucion diluida de colchicina (Fig. 27), se deduce
gue, a excepcion de Zea diploperennis donde no se hallaron
diferencias significativas entre el material tratado y el testigo, en el
resto de las especies se produjo apareamiento de los cromosomas

homedlogos hasta un maximo de 5IV.

La falta de apareamiento de los cromosomas homedlogos de Zea
diploperennis tratados con solucion diluida de colchicina podria
deberse a lo siguiente:

e El tratamiento con colchicina no habria alterado la relacion
espacial de los cromosomas (Driscoll y Darvey, 1970),
manteniendo su ordenamiento (Feldman y Avivi, 1988) y el
anclaje a la membrana nucleolar (Bass et al., 2000), lo que
favoreceria el apareamiento de los cromosomas homdélogos
(Loidl, 1990; Bass, 2003).

e El gen paml (plural abnormalities of meiosisl), que interviene
en los mecanismos presinapticos (Felman y Avivi, 1988; Bozza
y Pawlowski, 2008) y en la reorganizacion cromosomica que da
lugar a la formacion del bouquet (Zickler y Kleckner, 1998; Bass
et al., 2000), podria tener un comportamiento distinto en Z.
diploperennis que en el resto de las especies de Zea.

e La accién del gen Ph o su equivalente en Z. diploperennis no
seria inhibido por la solucién diluida de colchicina.

e Los cromosomas de Z. diploperennis no fuesen homedlogos, lo
que podria darse si se hubiese obtenido Z. diploperennis a

partir de un haploide de Z. perennis.
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Cualquiera que fuese el mecanismo evolutivo que originé la especie Z.
diploperennis, dio como resultado un comportamiento diferencial de sus
cromosomas, siendo interesante analizar en el futuro el posible origen

de esta especie a partir de un haploide de Z. perennis.

Del andlisis del comportamiento de los hibridos de Zea con 2n=20,
tratados con solucion diluida de colchicina (Figura 28) se deduce que
los hibridos entre Z. mays con Z. mexicana y Z. mays con Z.
parviglumis con 2n=20 son los que manifestaron el mayor
apareamiento criptico de los cromosomas homeélogos. Con menor
frecuencia, se ha visto favorecido el apareamiento de los cromosomas
homedlogos hasta un méaximo de 51V en el hibrido entre Z.mays con Z.
luxurians y en el trihibrido entre Z. mays, Z. diploperennis y Z.
luxurians. No habiendo diferencias significativas entre el material
tratado y sin tratar en los hibridos entre Z. mays con Z. diploperennis y

Z. diploperennis con Z. luxurians.

Como puede observarse en la Figura 28, el apareamiento criptico de
los cromosomas homedlogos en los hibridos del Género Zea con
2n=20 variaba segun el cruzamiento analizado, siendo mayor en los
hibridos entre las especies mas cercanas evolutivamente (Z. mays, Z.
mexicana y Z. parviglumis) que en las mas alejadas (Z. luxurians, Z.

diploperennis y Z. perennis).

En el hibrido entre Z. mays con Z. luxurians y en el trihibrido entre Z.
mays, Z. diploperennis y Z. luxurians (Fig. 28), el apareamiento criptico
fue similar entre si y menor que el observado en los hibridos entre las
especies con mayor afinidad cromosémica. Es probable que el menor

apareamiento criptico en el hibrido entre Z. mays x Z. luxurians se deba
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a la diferenciaciobn cromos6mica de los cromosomas homedlogos
debido a que las especies parentales estan mas alejadas
evolutivamente. En el trihibrido es probable que los tetravalentes sean
el producto del apareamiento de los genomas Ay B de Z. mays y Z.
luxurians, ya que Z. diploperennis no induce el apareamiento criptico

de los cromosomas homedlogos.

Del analisis del comportamiento meiético de los cromosomas de Zea
en la especie y en los hibridos con 2n=30 tratados con solucién diluida
de colchicina (Fig. 29) se deduce lo siguiente:

e En Z mays con 2n=30 no se observaron diferencias
significativas entre el material tratado y sin tratar. Esta falta de
respuesta se podria deber a un apareamiento preferencial de
los cromosomas homologos (Santos et al.,, 1984, Jenkinsy y
Chatterjee, 1994). No habiendo aun una explicacion clara de
por qué en el maiz con 2n=20 se produce apareamiento criptico
entre los genomios A y B (Fig. 31A) y se inhibe a un nivel de
ploidia superior.

e En los hibridos entre Z. mays x Z. parviglumis con 2n=30 (Tabla
20) y Z. luxurians x Z. perennis (Tabla 23) se observd, que en
el material sin tratar con colchicina, tenia un elevado
apareamiento entre los cromosomas homeodlogos de las dos
especies habiéndose hallado hasta un maximo de 10IIl. Con el
tratamiento de colchicina se increment6 levemente el porcentaje
de Ill.

e La mayor respuesta al tratamiento con colchicina se tuvo en el
hibrido de Z. mays x Z. perennis con 2n=30 (Fig. 29, 31C),
donde se increment6 en forma notoria el porcentaje de Ill hasta

un maximo de 10. Esto demostraria que los cromosomas de
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maiz y Z. perennis serian homedlogos, a pesar de haberse
diferenciado evolutivamente.

Las especies e hibridos con 2n=40, manifestaron un
comportamiento diferente segin el material analizado. En el
caso de Z. mays con 2n=40 no se hallaron diferencias
significativas entre el material tratado y sin tratar (Fig. 30). En
ambos casos se aparearon los cromosomas homélogos de los
genomios A y B (Fig. 30), dando un maximo de 10IV, no
induciendo la colchicina en ningun caso el apareamiento entre
los cromosomas de los genomios homedlogos del maiz, razén
por lo cual no se observaron apareamientos cromosomicos
hexavalentes u octovalentes

En el caso de Z. perennis (Fig. 30 y 31B), el tratamiento con
colchicina so6lo induce el apareamiento entre los cromosomas
homedlogos del genomio B, observandose hasta un maximo de
10 IV. Los cromosomas del genomio B, en el material sin tratar,
se aparearon como Il; en cambio, los del genomio A se
aparearon como IV. En ningun caso se observé apareamiento
entre los cromosomas del genomio Ay B.

En los hibridos entre Z. diploperennis x Z. perennis con 2n=40,
Z. mays x Z. perennis con 2n=40 (Fig. 31D) y el trihibrido entre
Z, mays, Z. diploperennis y Z. perennis (Fig. 32B) tratados con
solucién diluida de colchicina (Fig.30), los cromosomas del
genomio A de las especies que conforman el hibrido se han
apareado a igual que en el material sin tratar, induciéndose con
la colchicina el apareamiento criptico de los cromosomas
homedlogos del genomio B, observandose en todos los casos

hasta un maximo de 10 IV.
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Integrando los resultados obtenidos del andlisis citogenético de las
especies e hibridos del Género Zea, se podria considerar que un
posible mecanismo de diferenciacion de las especies de Zea consistiria
en la duplicacion del genomio A de una especie diploide que
posteriormente se diferencié en los genomios homeélogos A y B (Fig.
33). El genomio homedlogo A se habria mantenido a través del tiempo
sin diferenciarse, lo que permitiria que, en la actualidad, continden
apareandose los cromosomas homeélogos en los hibridos entre las
distintas especies como si fuesen homologos. La diferenciacion del
genomio B seria el proceso evolutivo que habria dado lugar a las
distintas especies de Zea, favorecido posiblemente por el aislamiento

geografico de las mismas.
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Tabla 5: Longitud relativa de los cromosomas de las especies del

Género Zea.

Cromosoma Zm Zmex Zpar Al zd zp
1 82,40 83,20 89,30 79,20 75,65 86,18
2 66,50 74,10 82,94 76,80 75,00 86,18
3 58,78 62,30 74,20 66,80 71,62 67,12
4 62,00 59,20 65,48 65,19 67,17 67,12
5 59,82 58,48 56,60 62,10 61,51 66,54
6 48,73 O.N. 47,30 O.N. 49,90 O.N. 46,22 O.N. 44,97 O.N. 62,79
7 46,73 46,52 46,38 48,90 47,79 61,94
8 41,78 45,66 43,22 47,10 45,88 61,94
9 43,24 43,80 41,66 44,00 44,25 57,09
10 36,93 35,96 37,97 37,50 35,77 57,09
11 56,93
12 53,98
13 50,98 O.N.
14 50,00 O.N.
15 47,08
16 47,08
17 43,35
18 36,17
19 29,06
20 23,51

Longitud relativa de los cromosomas: Es el tamafio relativo que

adquiere el cromosoma después de la aplicacion de una fuerza de

aplastamiento (squash).

O.N.: Cromosoma organizador del nucleolo.

Especies parentales: Zm: Zea mays; Zmex: Zea mexicana; Zpar: Zea

parviglumis; ZI: Zea luxurians; Zd: Zea diploperennis; Zp: Zea perennis.
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Tabla 6: Relacion entre los brazos de los cromosomas del Género Zea

Cromosoma Zm Zmex Zpar Al zd zp
1 1,30 1,31 1,29 1,41 1,07 1,21
2 1,25 1,26 1,17 1,12 1,11 1,21
3 2,00 2,07 1,98 1,80 1,27 8,40
4 1,60 1,47 1,54 2,21 2,78 8,40
5 1,10 3,44 3,52 3,92 3,52 1,03
6 7,10 6,74 6,22 6,60 6,20 2,61
7 2,80 2,76 2,24 2,54 2,18 6,29
8 3,20 3,92 4,10 4,22 4,00 6,29
9 1,80 1,76 1,79 1,74 1,41 2,53
10 2,80 3,6 3,42 3,49 3,66 2,53
11 1,74
12 4,40
13 4,54
14 4,89
15 4,05
16 4,05
17 2,00
18 1,57
19 1,87
20 1,50

Relacién entre los brazos: es la relaciéon existente entre el tamafio

del brazo mas largo y el mas corto del cromosoma (brazo largo %

brazo corto)

Especies parentales: Zm: Zea mays; Zmex: Zea mexicana; Zpar: Zea

parviglumis; ZI: Zea luxurians; Zd: Zea diploperennis; Zp: Zea perennis.
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Tabla 7: Posicién de los knobs en los cromosomas del Género Zea.

Cromosoma Z. mays Z. mexicana Z. parviglumis Z. luxurians Z. diploperennis Z. perennis
1 Terminal b.l. y b.c. Terminal b.l. yb.c. Terminal b.l.yb.c. Terminal b.l. yb.c. Terminal b.l. y b.c.
2 Subterminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l.yc. Terminal b.l. Terminal b.c. Terminal b.l.
3 Terminal b.L.y b.c. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l.
4 Subterminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l.
5 Subterminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.c. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l.
6 Subterminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. y b.c.
7 Subterminal b.l. Terminal b.c. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l.
8 Subterminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l.
9 Subterminal b.c.  Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l.
10 Terminal b.l. Terminal b.l. Terminal b.l.
11
12
13 Terminal b.c.
14
15 Terminal b.l.
16 Terminal b.l.
17 Terminal b.l. y b.c.
18 Terminal b.c.
19
20

b.l.= Brazo largo; b.c.= Brazo corto
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Tabla 8: Configuraciones meibticas de Zea mays sSsp mays con
2n=20.

. NGmero de Configuraciones en diacinesis-metafase |
Especie 2n . %
células | Il 1l \%
Zm20 20 200 0 10 0 0 100.00
X 0 10.00 0 0
Limites extremos 0 10 0 0

Tabla 9: Configuraciones meiéticas de Zea mays sSsp. mays con
2n=40.

) Nimero de Configuraciones en diacinesis-metafase |
Especie 2n . %
células | Il 1l \%
Zm40 40 142 0 0 10 30.28
0 2 0 9 23.94
0 4 0 8 16.90
0 6 0 7 10.52
0 8 0 6 7.75
0 10 0 5 4.23
0 12 0 4 0.70
0 14 0 3 0.70
1 6 1 6 1.40
1 8 1 5 1.40
1 0 1 9 1.40
1 2 1 8 0.70
X 0.04 3.24 0.04 8,34
Limites extremos 0-1 0-14 0-1 3-10

Tabla 10: Configuraciones meibticas de Zea mays ssp mexicana

observadas en diacinesis-metafase.

) NUmero de Configuraciones en diacinesis-metafase |
Especie 2n . %
células | 1] 1 v
Zmex 20 136 0 10 0 0 97.00
2 9 0 0 3.00
X 0.06 9.97 0 0
Limites extremos 0-2 9-10
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Tabla 11: Configuraciones meioticas observadas en Zea mays Ssp

parviglumis con 2n=20

Hibrido on N(m:\ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | Il 1l v
Zpar 20 181 0 10 0 0 81.76
2 9 0 0 13.25
4 8 0 0 4.97
X 0.46 9.76 0 0
Limites extremos 0-4 8-10

Tabla 12: Configuraciones meidticas observadas en diacinesis -

metafase | en Zea luxurians.

Hibrido on Nﬂn:]ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | Il 1l v
Zl 20 142 0 10 0 0 82.00
2 9 0 0 14.00
4 8 0 0 4.00
X 0.44 9.78 0 0
Limites extremos 0-4 8-10

Tabla 13: Configuraciones meiéticas observadas en diacinesis-

metafase | en Zea diploperennis.

) Nimero de Configuraciones en diacinesis-metafase |
Especie 2n . %
células | 1] 11 \Y
zd 20 134 0 10 0 0 73,00
2 9 0 0 23,00
1 8 1 0 3,00
3 7 1 0 1,00
x 0,52 9,68 0 0
Limites extremos 0-3 7-10 0-1
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Tabla 14: Configuraciones meiéticas observadas en diacinesis-

metafase | de un clon de Zea perennis.

) NGmero de Configuraciones en diacinesis-metafase |
Especie 2n p %
células | Il 1l \%
Zp 40 134 0 10 0 5 54.47
0 12 0 4 20.74
0 14 0 3 6.70
0 8 0 6 5.22
0 16 0 2 3.73
0 18 0 1 1.50
2 11 0 4 2.98
2 9 0 5 1.50
2 15 0 2 0.74
4 8 0 5 0.74
1 10 1 4 0.74
1 16 1 1 0.74
2 13 0 3 0.74
X 0.10 11.01 0.01 4.70
Limites extremos 0-4 8-18 0-1 1-6
Tabla 15: Configuraciones meiéticas en diacinesis-metafase | del
hibrido entre Zea mays y Zea mexicana.
. Nimero de Configuraciones en diacinesis-metafase |
Especie 2n . %
células | Il 11 \%
ZmxZmex 20 130 0 10 0 0 90.77
2 9 0 0 9.23
X 0.18 9.91 0 0
Limites extremos 0-2 9-10

Tabla 16: Configuraciones meiéticas del hibrido entre Zea mays por
Zea luxurians con 2n=20.
Hibrido on N(m:\ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | 1] 1] v
ZmxzI 20 157 0 10 0 0 63.48
2 9 0 0 25.81
4 8 0 0 8.32
6 7 0 0 2.38
x 0.99 9.50 0 0
Limites extremos 0-6 7-10
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Tabla 17: Configuraciones meiéticas en diacinesis-metafase | del

hibrido de Zea mays x Zea diploperennis con 2n=20.

Hibrido on N(m:]ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | 1] 1l v
ZmxZd20 20 181 0 10 0 0 69,06
2 9 0 0 2431
4 8 0 0 6,08
6 7 0 0 0,55
X 0,76 9,62 0 0
Limites extremos 0-6 7-10

Tabla 18: Configuraciones meioticas en diacinesis-metafase | del

hibrido entre Zea diploperennis por Zea luxurians

) Nimero de Configuraciones en diacinesis-metafase |
Especie 2n . %
células | 1] 1] \
ZdxZI 20 200 0 10 0 0 75,50
2 9 0 0 18,50
4 8 1 0 4,50
0 8 0 1 0,50
X 0,55 9,61 0,05 0,01
Limites extremos 0-4 8-10 0 0-1

Tabla 19: Configuraciones meiéticas en diacinesis-metafase | del

hibrido entre Zea mays por Zea parviglumis con 2n=20

Numero de Configuraciones en diacinesis-metafase |

Hibrido 2n ) %
células | 1] 11 \%
ZmxZpar20 20 177 0 10 0 0 74,27
0 8 0 1 14,86
2 9 0 0 9,15
4 8 0 0 1,15
1 6 1 1 0,57
x 0,23 9,56 0,05 0,15
Limites extremos 0-4 6 - 10 0-1 0-1
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Tabla 20: Configuraciones meioticas en diacinesis-metafase |

del

hibrido entre Zea mays (2n=40) por Zea parviglumis con 2n=20 teniendo

el hibrido (ZmxZpar30) un nimero cromosémico de 2n=30

Hibrido on N(m:]ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | Il 1l \%
ZmxZpar30 30 128 5 5 5 0 29.68
6 6 4 0 20.31
7 7 3 0 15.62
8 8 2 0 11.72
4 4 6 0 7.81
3 3 7 0 5.47
9 9 1 0 3.91
10 10 0 0 1.56
2 2 8 0 0.78
8 5 4 0 2.34
7 10 1 0 0.78
X 5.97 5.93 4.05 0
Limites extremos 2-10 2-10 0-8
Tabla 21: Configuraciones meitticas en diacinesis-Metafase | del
hibrido entre Zea mays (2n=40) por Zea mays (2n=20)
Hibrido on Nﬂn:]ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | Il 1l \%
ZmxZm30 30 181 0 0 10 0 9.35
1 1 9 0 16.50
2 2 8 0 41.25
3 3 7 0 13.75
4 4 6 0 8.25
5 5 5 0 5.50
6 6 4 0 2.75
7 7 3 0 1.10
8 8 2 0 0.55
9 9 1 0 0.55
X 2.35 2.35 7.15 0
Limites extremos 0-9 0-9 1-10
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Tabla 22: Configuraciones meiéticas del hibrido entre Zea perennis por

Zea mexicana con 2n=30.

Hibrido on Numero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | 1l I} \Y
ZpxXZmex 30 180 8 8 2 0 1,66
7 7 3 0 4,44
6 6 4 0 25,53
4 7 4 0 4,99
7 4 5 0 1,67
5 5 5 0 54,95
3 6 5 0 4,99
4 4 6 0 1,11
5 3 7 0 0,55
X 5,26 5,50 4,58 0
Limites extremos 3-8 3-8 2-7
Tabla 23: Configuraciones meitticas en diacinesis-Metafase | del
hibrido Zea luxurians por Zea perennis
Hibrido on N(m:]ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | 1l 11 \%
ZIxZp 30 160 0 0 10 0 1,20
1 1 9 0 1,20
2 2 8 0 2,40
3 3 7 0 11,10
4 4 6 0 13,50
3 7 6 0 1,20
5 5 5 0 27,00
7 6 5 0 1,20
6 6 4 0 20,90
7 7 3 0 5,00
5 8 3 0 1,20
9 6 3 0 1,20
8 8 2 0 7,00
20 2 2 0 1,20
9 9 1 0 1,20
10 10 0 0 1,20
X 5,57 5,02 4,71 0
Limites extremos 0-20 0-10 0-10
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Tabla 24: Resultados del cruzamiento de diferentes lineas de maiz con

2n=40 (progenitor femenino) por Zea perennis.

Genotipo Espigas Cariopses % de granos  Fertilidad del
Maiz polinizadas desarrollados germinados Polen delaF1(%)
N103A 10 0 0 0
N104B 10 39 0 0
N107B 10 400 20 50-60
N107C 10 2450 100 70-90
90-2189 10 0 0 0

Tabla 25: Caracteristicas fenotipicas y fertilidad del polen en hibridos de

Zea mays y Zea perennis con diferente nivel de ploidia

10. Se produce clorantia.

ZmxZp30 ZmxZp40

1. Perenne 1. Anual o bianual

2. Viabilidad de las semillas 1% 2. Viabilidad de la semillas 60-80%

3. Fertilidad del polende 3a5% | 3. Fertilidad del polen 50-90%

4. Espigas disticas cuyo raquis 4. Espigas con 2-4 hileras con
se desarticula y cae la semilla raquis duro que no se
a la madurez desarticula a la madurez

5. Muy macolladora con un 5. Poco macolladora con un
promedio de 20 tallos por promedio de 4 tallos por planta
planta
Con rizomas cortos Sin rizomas
Se multiplica asexualmente por No se multiplica asexualmente
rizomas

8. No se hibrida naturalmente 8. Se hibrida naturalmente

9. Florece con dias cortos. 9. Indiferente al fotoperiodo

10. No se ha observado clorantia
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Tabla 26: Configuraciones meibticas del hibrido entre Zea mays ssp.

mays por Zea perennis con 2n=30.

Hibrido n N(m:]ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | Il 11 v
ZmxZp30 30 140 7 7 3 0 2.14
6 6 4 0 25.71
4 7 4 0 5.00
7 4 5 0 1.43
5 5 5 0 53.57
3 6 5 0 5.71
1 7 5 0 0.71
4 4 6 0 5.00
5 3 7 0 0.71
X 5.07 5.39 4.71 0
Limites extremos 1-7 3-7 3-7

Tabla 27: Configuraciones meitticas del hibrido entre Zea mays

(2n=40) por Zea perennis con 2n=40.

Hibrido on N(m:]ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | Il 1l \%
ZmxZp40 40 224 0 20 0 0 0.45
0 18 0 1 3.12
0 16 0 2 8.48
0 14 0 3 16.96
0 12 0 4 21.43
0 10 0 5 27.23
1 16 1 1 0.45
1 8 1 5 2.23
1 12 1 3 2.23
2 11 0 4 0.45
2 9 0 5 2.23
2 7 0 6 0.45
2 13 0 3 1.80
4 12 0 3 0.45
2 7 0 6 0.45
X 0.20 11.62 0.03 4.12
Limites extremos 0-4 7-20 0-1 0-6
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Tabla 28: Configuraciones mei6ticas del hibrido entre Zea diploperennis

por Zea perennis con 2n=30.

Hibrido on Numero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | 1l I} \
ZdxZp30 30 166 8 8 2 0 1,81
7 7 3 0 3,01
6 6 4 0 23,48
4 7 4 0 4,82
7 4 5 0 2,41
5 5 5 0 56,58
3 6 5 0 4,21
1 7 5 0 0,60
4 4 6 0 3,01
x 5,33 5,30 4,57 0
Limites extremos 1-8 4-8 2-6

Tabla 29: Configuraciones mei6ticas del hibrido entre Zea diploperennis

por Zea perennis con 2n=40

Hibrido on N(m:]ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | 1l 1 \
ZdxZp40 40 214 0 10 0 5 31,78
0 12 0 4 20,09
0 14 0 3 15,42
0 8 0 6 11,22
0 16 0 2 3,27
0 18 0 1 2,33
0 6 0 7 0,93
1 10 1 4 3,74
2 11 0 4 3,27
2 13 0 3 2,80
2 9 0 5 2,33
1 12 1 3 1,40
1 14 1 2 0,93
4 10 0 4 0,47
X 0,24 11,29 0,06 4,20
Limites extremos 0-4 6-18 0-1 1-7
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Tabla 30: Configuraciones meidticas del hibrido entre Zea parviglumis

por Zea diploperennis con 2n=40.

Hibrido on Numero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | 1l 11} \
ZparxZd40 40 106 0 4 0 8 0,94
0 6 0 7 0,94
0 10 0 5 2,83
0 12 0 4 9,43
0 14 0 3 7,55
0 16 0 2 16,04
0 18 0 1 11,32
0 20 0 0 3,77
2 13 0 3 0,94
2 11 0 4 0,94
4 18 0 0 4,72
2 19 0 0 4,72
6 17 0 0 0,94
2 15 0 2 9,43
4 12 0 3 0,94
4 10 0 4 0,94
2 17 0 1 7,55
4 16 0 1 3,77
3 11 1 3 0,94
2 13 0 3 3,77
1 16 1 1 3,77
1 12 1 3 0,94
4 14 0 2 1,89
1 14 1 2 0,94
X 1,18 15,27 0,07 2,02
Limites extremos 0-6 4-20 0-1 0-8
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Tabla 31: Configuraciones meiéticas del hibrido (Zea mays x Zea

diploperennis) x Zea luxurians (MDL) con 2n=20

Hibrido on Nﬂn:]ero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | Il 11 v
MDL 20 166 0 10 0 0 68.30
2 9 0 0 24.34
4 8 0 0 6.12
6 7 0 0 0.62
0 8 0 1 0.62
X 0.78 9.54 0 0,02
Limites extremos 0-6 7-10 0-1

Tabla 32: Configuraciones meioticas del trihibrido Zea mays con 2n=40
por Zea diploperennis x Zea perennis con 2n=40 (MDP) teniendo el

trihibrido un ndmero cromosémico de 2n=40

Hibrido on Numero de Configuraciones en diacinesis-metafase | %
células | 1] 11 \
MDP 40 162 0 10 0 5 43,93
0 12 0 4 24,98
0 14 0 3 15,47
0 16 0 2 2,40
0 18 0 1 2,40
0 6 0 7 2,40
1 10 1 4 1,80
2 11 0 4 2,40
2 9 0 5 3,00
1 12 1 3 1,20
X 0,04 10,91 0,06 4,50
Limites extremos 0-4 6-18 0-1 1-7
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Tabla 33: Promedio de univalentes (I), bivalentes (ll), trivalentes (lll),
tetravalentes (IV), quiasmas, fertilidad del polen y de la semilla en
especies e hibridos del Género Zea.

Especie o Configuraciones meiéticas Quiasmas Fertilidad (%)
o 2n -
hibrido I Il 1] v (%) Polen Semilla
Zm20 20 10.00 14.00 99 99
Zmex 20 0.06 9.97 16.48 99 98
Zpar 20 0.46 9.76 15.36 94 91
Zl 20 0.44 9.78 15.34 95 90
zd 20 0.27 9.73 14.00 97 92
ZmxZ mex 20 0.18 9.91 16.75 99 98
ZmxZpar20 20 0.23 9.56  0.05 0.15 15.42 96 90
ZmxZI 20 0.99 9.50 15.48 92 89
ZmxZd20 20 0.76 9.62 15.00 92-95 94
ZdxzI 20 0.55 9.61 15.26 94 90
MDL 20 0.78 9.54 0.02 14.57 60 - 80 72
ZmxZm30 30 2.65 2.56 7.41 28.12 11-55 0
ZmxZpar30 30 5.97 5.93 4.05 25.60 40 - 80 15
ZmxZp30 30 5.07 539 471 23.06 3-5 1
ZpxZmex 30 5.27 5.50 4.58 24,02 15- 36 2
ZIxZp 30 5.57 5.02 4.71 21,36 4-5 1
ZdxZp30 30 5.45 5.42 4.47 17.25 37-83 2
Zm40 40 0.04 3.24 0.04 8.34 33.75 80 60
Zp 40 0.10 11.01 0.01 4.70 34.56 89-92 70
ZmxZp40 40 0.20 11.62 0.03 4.12 33.59 50 - 90 60 - 80
ZdxZp40 40 0.24 11.29 0.06 4.20 31.42 56 80
ZparxZd40 40 118 1527 0.07 2.02 28.20 70 60
MDP 40 0.04 1091 0.01 4.50 33.81 92 90

Zm20: Zea mays con 2n=20; Zmex: Zea mexicana; Zpar: Zea parviglumis; ZI:
Zea luxurians; Zd: Zea diploperennis; ZmxZmex: Zea mays X Zea mexicana,;
ZmxZpar20: Zea mays por Zea parviglumis con 2n=20; ZmxZl: Zea mays x
Zea luxurians; ZmxZd20: Zea mays x Zea diploperennis con 2n=20; ZdxZI:
Zea diploperennis x Zea luxurians; MDL: Trihibrido entre Zea mays, Zea
diploperennis y Zea luxurians; ZmxZm30: Hibrido entre maices de distinto
nivel de ploidia; ZmxZpar30: Zea mays x Zea parviglumis con 2n=30;
ZmxZp30: Zea mays X Zea perennis con 2n=30; ZpxZmex: Zea perennis X
Zea mexicana; ZIxZp: Zea luxurians X Zea perennis; ZdxZp30: Zea
diploperennis x Zea perennis con 2n=30; Zm40: Zea mays con 2n=40; Zp: Zea
perennis; ZmxZp40: Zea mays X Zea perennis con 2n=40; ZdxZp40: Zea
diploperennis x Zea perennis con 2n=40; ZparxZd40: Zea parviglumis X Zea
diploperennis con 2n=40; MDP: Trihibrido entre Zea mays, Zea diploperennis y
Zea perennis.
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Tabla 34: Configuraciones meioticas mas frecuentes en especies e

hibridos del Género Zea.

Especie o Configuraciones en diacinesis-metafase |
oo 2n %
hibrido | 1] 1] \Y
Zm20 20 0 10 0 0 100,00
Zmex 20 0 10 0 0 97,00
Zpar 20 0 10 0 0 81,76
Zl 20 0 10 0 0 82,00
zd 20 0 10 0 0 73,00
ZmxzZmex 20 0 10 0 0 90,77
ZmxZpar20 20 0 10 0 0 74,27
ZmxZI 20 0 10 0 0 63,48
ZmxZd20 20 0 10 0 0 69,06
Zdxz| 20 0 10 0 0 75,50
MDL 20 0 10 0 0 68,30
ZmxZm30 30 2 2 8 0 41,25
ZmxZpar30 30 5 5 5 0 29,68
ZmxZp30 30 5 5 5 0 53,57
ZpxZmex 30 5 5 5 0 54,95
ZIxZp 30 5 5 5 0 27,00
ZdxZp30 30 5 5 5 0 56,58
Zm40 40 0 0 0 10 30,28
Zp 40 0 10 0 5 54,47
ZmxZp40 40 0 10 0 5 27,23
ZdxZp40 40 0 10 0 5 31,78
ZparxZd40 40 0 16 0 2 16,04
MDP 40 0 10 0 5 43,93

Zm20: Zea mays con 2n=20; Zmex: Zea mexicana; Zpar: Zea parviglumis; ZI: Zea
luxurians; Zd: Zea diploperennis; ZmxZmex: Zea mays X Zea mexicana; ZmxZpar20:
Zea mays por Zea parviglumis con 2n=20; ZmxZl: Zea mays X Zea luxurians;
ZmxZd20: Zea mays x Zea diploperennis con 2n=20; ZdxZl: Zea diploperennis x Zea
luxurians; MDL: Trihibrido entre Zea mays, Zea diploperennis y Zea luxurians;
ZmxZm30: Hibrido entre maices de distinto nivel de ploidia; ZmxZpar30: Zea mays X
Zea parviglumis con 2n=30; ZmxZp30: Zea mays X Zea perennis con 2n=30; ZpxZmex:
Zea perennis X Zea mexicana; ZIxZp: Zea luxurians x Zea perennis; ZdxZp30: Zea
diploperennis x Zea perennis con 2n=30; Zm40: Zea mays con 2n=40; Zp: Zea
perennis; ZmxZp40: Zea mays X Zea perennis con 2n=40; ZdxZp40: Zea diploperennis
X Zea perennis con 2n=40; ZparxZd40: Zea parviglumis x Zea diploperennis con
2n=40; MDP: Trihibrido entre Zea mays, Zea diploperennis y Zea perennis.
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Tabla 35: Comparacion del tamafio de los cromosomas de las especies

de Zea con 2n=20 y los de Zea perennis, considerando en esta ultima

especie como si fuese un solo cromosoma a los pares cromosomico

1-2; 3-4; 7-8; 9-10 y 15-16 por tener igual tamafio y relacién entre los

brazos (Tabla 5y 6).

Cromosoma Zm Zmex Zpar ZI zZd Zp
1 82,40 83,20 89,30 79,20 75,65 86,18
2 66,50 74,10 82,94 76,80 75,00 67,12
3 58,78 62,30 74,20 66,80 71,62 66,54
4 62,00 59,20 65,48 65,19 67,17 62,79
5 59,82 58,48 56,60 62,10 61,51 61,94
6 48,73 0.N. 47,30 0.N. 49,900.N. 46,22 0.N. 44,97 O.N. 57,09
7 46,73 46,52 46,38 48,90 47,79 56,93
8 41,78 45,66 43,22 47,10 45,88 53,98
9 43,24 43,80 41,66 44,00 44,25 50,98 O.N.
10 36,93 35,96 37,97 37,50 35,77 50,00 O.N.
11 47,08
12 43,35
13 36,17
14 29,06
15 23,51

Especies parentales: Zm: Zea mays; Zmex: Zea mexicana; Zpar:

Zea parviglumis; ZI: Zea luxurians; Zd: Zea diploperennis; Zp: Zea

perennis.
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Tabla 36: Comparacion de la relacion entre los brazos de los

cromosomas de especies de Zea con 2n=20 y los de Zea perennis,

considerando en esta Ultima especie como si fuese un solo cromosoma

a los pares cromosémico 1-2; 3-4; 7-8; 9-10 y 15-16 por tener igual

tamafio y relacién entre los brazos (Tabla 5y 6).

Cromosoma Zm Zmex Zpar Zl zd zp
1 1,30 1,31 1,29 1,41 1,07 1,21
2 1,25 1,26 1,17 1,12 1,11 8,40
3 2,00 2,07 1,98 1,80 1,27 1,03
4 1,60 1,47 1,54 2,21 2,78 2,61
5 1,10 3,44 3,52 3,92 3,52 6,29
6 7,10 6,74 6,22 6,60 6,20 2,53
7 2,80 2,76 2,24 2,54 2,18 1,74
8 3,20 3,92 4,10 4,22 4,00 4,40
9 1,80 1,76 1,79 1,74 1,41 4,54
10 2,80 3,6 3,42 3,49 3,66 4,89
11 4,05
12 2,00
13 1,57
14 1,87
15 1,50

Especies parentales: Zm: Zea mays; Zmex: Zea mexicana; Zpar: Zea

parviglumis; ZI: Zea luxurians; Zd: Zea diploperennis; Zp: Zea perennis.
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® Zeamayssubsp. panviglumis

Zea mays subsp. mexicana
@ Zeadiplopsrennis/Zea perennls

o Zea mays subsp. hushusienangsensis
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Figura 2: a) espiga de maiz,
b) espiga distica de teosinte.
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Figura 3: a) grano de maiz, b) cariopse de Teosinte

Figura 4: Cromosomas en paquiteno observandose la posicién de los
knobs en especies del Género Zea: A) Knobs subterminales en Zea
mays; B) Knobs terminales en Teosinte.
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Figura 5: Especies del Género Zea: A) Zea mays; B) Zea mexicana;
C) Zea parviglumis; D) Zea luxurians; E) Zea diploperennis; F) Zea

perennis
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Figura 6: Cariotipo de las distintas especies de Zea comparando la
longitud total de los cromosomas y la relacion entre sus brazos. Los
cromosomas con una marca en el brazo corto son los organizadores
del nucleolo.

Especies: Zm: Zea mays;, Zmex: Zea mexicana; Zpar: Zea

parviglumis; ZI: Zea luxurians; Zd: Zea diploperennis; Zp: Zea perennis.
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Figura 7: Plantas de maiz con anormalidades en la panoja y la espiga;
A) Espiga en lugar de la panoja, B) Espiga y panoja simultaneas,

C) Varias espigas en el mismo nudo reproductivo.

Figura 8: Configuraciones meiéticas de Zea mays con 2n=20-40: A)
Cromosomas separados en dos grupos de 5 cromosomas cada uno;
B) Anafase normal en Z. mays con 2n=20; C) Z. mays con 2n=40 se
observan 8IV+4ll; D) Anafase normal en Z. mays con 2n=40.
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Figura 9: Configuraciones meiéticas de Zea mexicana:
A) Cromosomas en paquiteno; B) cromosomas separados
en dos grupos de 5 cromosomas; C) Configuracion meidtica
de 91I+2I; D) Anafase normal; E) Anafase con un puente

de inversién; F) Anafase con cromosomas retrasados
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Figura 10: Configuraciones meiéticas de Z. diploperennis;
A) Cromosomas en paquiteno, B) 10ll, C) Anafase normal,
D) Anafase con cromosomas retrasados. Barra = 10 micrones

Figura 11 : célula de Zea perennis en paquiteno
observandose 10Il + 51V con dos cromosomas
organizadores del nucleolo
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Figura 12: Plantas de hibridos con 2n=20: A) Z. mays x Z.

mexicana; B) Z. mays x Z. luxurians; C) Z. mays x Z. diploperennis

con 2n=20; D) Z. diploperennis x Z. luxurians.
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Figura 13: Configuraciones meiotica del hibrido Z. mays x Z.
mexicana: A) 10ll; B) 9ll+2l; C) Anafase normal; D) Anafase

con puente de inversion.
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Figura 14 : Configuraciones meioticas del hibrido
Z. mays x Z. diploperennis con 2n=20: A) cromosomas
mitéticos con 2n=20; B)10Ill; C) anafase normal;

D) anafase con puente de inversion
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Figura 15: Configuraciones meioticas en diacinesis-metafase | de los
hibridos entre Z.mays x Z. parviglumis con 2n=20 y Z.mays x Z.
parviglumis con 2n=30: A) Z.mays con 2n=20 (10Il), B) Z.mays con
2n=40 (10IV), C) Z. parviglumis (10Il), D) Z.mays x Z. parviglumis con
2n=20 (10ll), E) Z.mays x Z. parviglumis con 2n=20 (8II+1IV),
F) Anafase con cromosomas retrasados en Z.mays x Z. parviglumis con
2n=20, G) Anafase con un puente de inversibn en Z.mays x Z.
parviglumis con 2n=20, H) Z.mays x Z. parviglumis con 2n=30
(511+511+51), I) Anafase del hibrido Z.mays x Z. parviglumis con 2n=30
migrando distinto nimero de cromosomas hacia cada polo.

Escala=10 pum.
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Figura 16: Configuraciones meidticas de Zea mays ssp mays con
2n=30: A) Metafase con 10 trivalentes; B) Metafase con 9
trivalentes (— ) 1 bivalente y 1 univalente (— ). Se observa un
cromosoma que forma un pequefio nucleolo (N). C) metafase con
6 trivalentes, 4 bivalentes y 4 univalentes. D) metafase con

numerosos nucleolitos.
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Figura 17: Hibridos del Género Zea con 2n=30: A) Z. mays x Z.
perennis; B) Z. parviglumis x Z. perennis

Figura 18: A) Espiga de maiz, B) Cariopses de Z. perennis;
C) F1 de Z. mays x Z. perennis con 2n=30; D) Fl de Z. mays
por Z. perennis con 2n=40
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Figura 20: Configuraciones meidticas observadas en diacinesis
metafase | en: A) Z. mays con 2n=20 (10ll); B) Z. perennis
(51v+10l); C) Z. mays x Z. perennis con 2n=30 (5IlI+5I1+51);
D) Z. mays x Z. perennis con 2n=40 (5IV+10Il). Escala 10 pm.
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Figura 21: Hibrido de Zea diploperennis x Zea perennis con 2n=40:

A) cromosomas mitéticos; B) 1011+51V.

g X f

i) ¥ /G
Fig. 22: Hibrido Zea parviglumis
x Zea diploperennis con 2n=40
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Figura 23: Configuraciones meiéticas del hibrido Z. parviglumis x Z.
diploperennis con 2n=40: a)10llI+5IV, b) 12lI+4lV, c) anafase normal,
d) anafase con cromosomas retrasados, e y f) células en distintos
estadios de divisibn meiética permaneciendo unidas por los
citoplasmas.
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(Zm x 2d} x Z1

Figura 24: Especies e hibridos de Zea: A) espigas de Z. mays; Z.
diploperennis y su hibrido, B) Inflorescencias femeninas del hibrido
Z. mays x Z. diploperennis, Z. luxurians y el trihibrido MDL (Z. mays x
Z. diploperennis) x Z. luxurians.
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Figura 25: Trihibrido MDP [(Z. mays x Z.
diploperennis) x Z. luxurians]; A) plantas con
clorantia en la panoja; B) panoja con clorantia,
C) panoja con plantulas emitiendo raices,
D) plantulas de la panoja con igual genotipo que
la planta madre.

179



J 3 - ¢ )
(\ ' t N
° N \ P 3
C X D =
X ) S
A : o
- ¢ 4
-
E o F i

Figura 26: Configuraciones meiéticas del trihibrido MDL, [(Z. mays
x Z. diploperennis) x Z. luxurians]: A) 10 I, tres de los bivalentes
con diferente tamafio; B) 8lI1+1IV; C) cromosomas con asociacion
secundaria; D) célula con el numero cromosémico duplicado;
E) anafase | con puente de inversion; F) anafase con

cromosomas retrasados.
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Figura 27: Porcentaje de tetravalentes por células observados en
especies parentales con 2n=20 tratadas con solucién diluida de
colchicina (0,5 x 10“*M) y el testigo sin tratar.

Especies: Zm: Zea mays, Zmex: Zea mexicana; Zpar: Zea
parviglumis; ZI: Zea luxurians; Zd: Zea diploperennis
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Figura 28: Porcentaje de cuadrivalentes por células observados en
hibridos de Zea con 2n=20 tratadas con solucion diluida de colchicina
(0,5 x 10*M) y el testigo sin tratar.

Hibridos: ZmxZmex: Zea mays x Zea mexicana; ZmxZpar20: Zea
mays por Zea parviglumis con 2n=20; ZmxZl: Zea mays x Zea
luxurians; ZmxZd20: Zea mays x con 2n=20; ZdxZl. Zea diploperennis
X Zea luxurians; MDL: Trihibrido entre Zea mays, Zea diploperennis y

Zea luxurians.
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Figura 29: Porcentaje de trivalentes por células observados en hibridos
de Zea con 2n=30 tratadas con solucion diluida de colchicina
(0,5 x 10*M) y el testigo sin tratar.

Hibridos: ZmxZm30: Hibrido entre maices de distinto nivel de ploidia;
ZmxZpar30: Zea mays x Zea parviglumis con 2n=30; ZmxZp30: Zea
mays X Zea perennis con 2n=30; ZpxZmex: Zea perennis x Zea
mexicana; ZIxZp: Zea luxurians X Zea perennis; ZdxZp30: Zea
diploperennis x Zea perennis con 2n=30
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Figura 30: Porcentaje de tetravalentes por células observados en
especies parentales e hibridos de Zea con 2n=40 tratados con solucién
diluida de colchicina (0,5 x 10™*M) y el testigo sin tratar.

Zm40= Zea mays con 2n=40; Zp=Zea perennis; ZmxZp40=Zea mays x
Zea perennis con 2n=40; ZdxZp40=Zea diploperennis x Zea perennis
con 2n=40; ZparxZd40=Zea parviglumis x Zea diploperennis con
2n=40; MDP= trihibrido entre Zea mays x Zea diploperennis x Zea
perennis con 2n=40.
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Figura 31: Configuraciones mei6ticas inducidas por el tratamiento
con colchicina en: A) Z. mays con 2n=20 (51V); B) Zea perennis
(81V + 4l1); C) Z. mays x Zea perennis con 2n=30 (101ll); D) Z.
mays X Zea perennis con 2n=40 (9IV + 2II). Escala 10 pum.
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Figura 32: Configuraciones meiéticas del trihibrido Zea mays,

Zea diploperennis y Zea perennis: A) Diacinesis con 5IV+10ll;

B) Diacinesis tratada con colchicina con 8IV+4ll; C) Anafase |

normal; D) Anafase | con puentes de inversion. Escala = 10 um.
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Figura 33: Posible mecanismo de diferenciacion de los cromosomas
de Zea. Primera diferenciacion: Especie poliploide con genomio A se
habria diferenciado en los genomios A y B. Segunda diferenciacion:
Fundamentalmente los genomios B habrian mutado o diferenciado
entre si para dar lugar a las diferentes especies de Zea con 2n=20. En
el caso de Zea perennis los cromosomas del genomio B a su vez
habrian sufrido otra diferenciacion dando lugar a los cromosomas
homedlogos Bp; y Bp..
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CONCLUSIONES

Con el objetivo de dilucidar las relaciones filogenéticas, el nivel de

ploidia y la diferenciacion en la evolucion de los genomios homedlogos

del género Zea, se analiz6 el fenotipo, genotipo, fertilidad, morfologia

cromosomica, configuracion meiética y el apareamiento cromosémico e

intergenémico criptico de los genomios homedélogos en especies e

hibridos de Zea. De los resultados obtenidos se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1. No se han observado diferencias significativas en la longitud relativa
de los cromosomas de las especies del complejo Zea, apreciandose
s6lo pequenas variaciones de tamafio en algunas especies.

2. En los hibridos entre especies de Zea, los cromosomas homedlogos
se aparearon entre si, no mostrando diferencias de tamafio entre
ellos Las excepciones fueron el dihibrido Zea mays x Zea
parviglumis y el trihibrido entre Zea mays x Zea diploperennis x Zea
luxurians, donde se aparearon tres pares de cromosomas
homedlogos de distinto tamafio.

3. La diferencia morfolégica mas notable entre los cromosomas del
maiz y los de las especies silvestres fue la posicién de los knobs.
Mientras que el maiz carecia de knobs, o eran intersticiales, los
knobs de las especies silvestres eran terminales, pudiendo ser
pequefios, medianos o grandes. En los hibridos, los knobs de las
especies silvestres incrementaron significativamente su tamafio

4. Del andlisis de las configuraciones meib6ticas de especies e hibridos
de Zea, agrupados de acuerdo a su nivel de ploidia, se infiri6 lo
siguiente:

* A excepcion de Z. mays con 2n=40 y los hibridos Z. mays x Z.
mays con 2n=30 y Z. parviglumis x Z. diploperennis con 2n=40,

las especies e hibridos con un mismo nivel de ploidia tenian
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similares configuraciones meibticas, numero de quiasmas,
fertilidad del polen y viabilidad de las semillas.

En especies e hibridos de Zea con 2n=20, la configuracion
meidtica mas frecuente fue de 10Il. En todos los hibridos, se
aparearon los cromosomas de los genomios A y B de las
distintas especies

En los hibridos con 2n=30, la configuracion meidtica mas
frecuente fue de 5III+511+51. Los trivalentes estaban formados
por el apareamiento de los cromosomas del genomio A de las
distintas especies, los bivalentes por el apareamiento de los
cromosomas del genomio B de la especie con mayor nivel de
ploidia y los univalentes por los cromosomas del genomio B de
la especie con menor nivel de ploidia. La excepcion fue el
hibrido (2n=30) entre los maices con distinto nivel de ploidia
(2n=20 y 2n=40), en el que, debido a la homologia
cromosOmica, se aparearon los cromosomas de los genomios A
y B entre si, produciéndose como consecuencia un elevado
namero de trivalentes.

En el grupo de especies e hibridos con 2n=40 se presentaron
distintas situaciones. La configuracion meiética mas frecuente
de Zea perennis y los hibridos con 2n=40 fue de 5IV+10Il. Los
tetravalentes serian el producto del apareamiento de los 5
cromosomas del genomio A de ambas especies y los bivalentes
el resultado del apareamiento de los 5 cromosomas del
genomio B de cada una de las especies que integran el hibrido.
Las excepciones fueron Zea mays con 2n=40, que tuvo un alto
porcentaje de tetravalentes y un bajo porcentaje de bivalentes y,
en el otro extremo, el hibrido excepcional producto de la
duplicacién cromosémica reciente de Z. parviglumis x Z.

diploperennis. En este nuevo hibrido se habrian apareado
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preferentemente los cromosomas homaélogos de los genomios A
y B de cada una de las especies, produciéndose como
consecuencia un elevado porcentaje de bivalentes y un bajo
porcentaje de tetravalentes.

5. La fertilidad en los hibridos estaba intimamente relacionada con el
nivel de ploidia. Los hibridos con 2n=20 o 2n=40 eran fértiles,
mientras que los hibridos con 2n=30 eran estériles. De estos
resultados se dedujo que la fertilidad en los hibridos de Zea esta
asociada a un balance cromosémico del hibrido y no a una
diferencia cromosomica.

6. En los hibridos se manifestaron caracteristicas fenotipicas que no
tenian ninguno de sus progenitores, como por ejemplo clorantia.

7. El apareamiento criptico de los cromosomas homeodlogos del
Género Zea, inducido con solucion diluida de colchicina, fue
diferente segun el nivel de ploidia:

* En especies e hibridos con 2n=20 se aparearon los
cromosomas homeodlogos de ambos genomios, obteniéndose
hasta un maximo de 5IV. Las excepciones fueron Zea
diploperennis y los hibridos con esta especie, en los que no se
indujo el apareamiento criptico de los cromosomas homedlogos.

* En los hibridos con 2n=30 se incrementd el apareamiento
criptico de los cromosomas homeodlogos hasta un maximo de
10lll, siendo la excepcion el hibrido entre Z. mays x Z. mays con
2n=30 donde no se observaron diferencias significativas entre el
material tratado y el control.

* En especies e hibridos con 2n=40 se produjo un apareamiento
criptico de los cromosomas homeodlogos hasta un maximo de
101V, a excepcion de Z. mays con 2n=40 donde practicamente
no hubo diferencias significativas entre el material tratado y el

control.

191



8. Los resultados obtenidos confirman la hipétesis de que el Género
Zea es un poliploide con dos genomios (A y B) de 5 cromosomas
cada uno. Los cromosomas homedlogos del genomio A no se
habrian diferenciado, razén por la cual los cromosomas homeélogos
del genomio A se aparearon en los hibridos como si fuesen
homélogos. En cambio, los cromosomas homedlogos del genomio B
habrian sufrido modificaciones (cambios estructurales o puntuales),
razon por la cual en los hibridos s6lo se aparearon los cromosomas
homedlogos del genomio B de las distintas especies cuando no
estaban presentes los cromosomas homologos correspondientes. La
diferenciaciéon del genomio B podria haber dado origen a las
distintas especies de Zea.

9. Mediante tratamiento con soluciones diluidas de colchicina se indujo
el apareamiento intergendmico criptico de los genomios A y B de
casi todas las especies e hibridos del género Zea, con la excepcion
de Zea diploperennis y sus hibridos. La falta de apareamiento
intergendmico criptico de los genomios A y B de Zea diploperennis
tratados con soluciones diluidas de colchicina podria deberse a que
tengan distinto origen, o bien a que han tenido una diferenciacion
mayor que en el resto de las especies, lo que impide que los
genomios homeodlogos manifiesten el apareamiento intergendmico

criptico.
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1 Técnicas citogenéticas

1.1 Hematoxilina acética

-Hematoxilina 249r.
-Acido acético glacial 45 cc
-Agua destilada 55 cc

-Mezclar con agitacion y estacionar 45 dias antes de su utilizacion.

1.2 Carmin acético

-Carmin 2gr.
-Acido acético glacial 45 cc
-Agua destilada 55 cc

-Mezclar con agitacion y en caso que no se disuelva el carmin calentar

sin llegar a ebullicién

1.3 Mordiente de citrato férrico

-Agregar cristales de citrato férrico a una solucion de &cido acético
45%.

-Calentar hasta disolver los cristales.

-Guardar en frasco color caramelo a temperatura ambiente.

1.4 Buffer acido citrico — citrato de sodio, pH 4,8

-Solucién A: Disolver 0,84 gr. de &cido citrico monohidratado en 40 ml
de agua destilada estéril (0.1 M)

-Solucién B: Disolver 1,76 gr. de citrato trisddico bihidratado en 60 ml.
de agua destilada estéril (0,1 M)

-Solucién stock (10X): 40 ml solucién A + 60 ml solucion B.

Solucién de trabajo: diluir una parte de la solucion stock en 9 partes

de agua destilada.
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1.5 Solucién enzimética de celulasa y pectinasa.

-Solucion A: Mezclar 1,6 gr. de celulasa al 2% (Sigma), 16 ml de
pectinasa al 20% (v/v) y 64 ml de buffer acido citrico-citrato de sodio,
pH 4,8.

-Solucion B: Mezclar 0,4 gr. de celulasa Ozonuka RS al 2% (p/v), 4 ml
de pectinasa al 20% y 16 ml de buffer acido citrico-citrato de sodio pH
4,8.

Solucién de trabajo: Mezclar 4 partes de la solucién A con 1 parte de
soluciéon B, agitar en agitador magnético y guardar en tubos tipo

“eppendorf” a -20°C.

1.6 Buffer Mc llvaine pH 7

-Solucién A (0,1 M): Disolver 2,10 gr. de acido citrico monohidratado en
100 ml de agua destilada estéril.

-Solucién B (0,2 M): Disolver 28,4 gr. de fosfato acido disédico en 100
ml de agua bidestilada estéril.

En el momento de utilizarla se mezcla 8,8 ml de solucién A con 41,2 mi

de solucién B.

1.7 Solucién saturada de Paradiclorobenceno
-Mezclar agua con cristales de Paradiclorobenceno dejandolos en

reposo durante 24 h hasta alcanzar la solucién el grado de saturacion.

1.8 Solucion 0,45 mM de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).
Pesar 100 miligramos de 2,4-diclorofenoxiacético y diluir en 1.000 ml

de agua destilada, guardar en heladera hasta su utilizacién.

1.9 Solucién de 0,5X10™* M de colchicina
Pesar 125 miligramos de colchicina Merck y agregar 100 ml de agua

destilada, debiéndola utilizar en forma inmediata.
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2 Medio de cultivo para la germinacién in vitro del grano de polen

(Walden 1994).

e Ajustar a pH 7 con HONa 6 HCI.

Agar 0,7%
CacCl,.2H,0 300 mg/l
Sacarosa 0,35 M
HsBO03 100 mg/I

e Cocinar en microondas o a bafio Maria evitando que hierva.

Cuando este translicida, envasar en cajas de Petri pudiéndola

conservar en heladera hasta 15 dias.

3 Medio de cultivo para la regeneracion de embriones inmaduros

3.1 Composicion del medio de cultivo

El medio basico para el cultivo de embriones inmaduros (tabla 1) estaba

compuesta por los macronutrientes y micronutrientes del medio N6 de

Chu, (1978), las vitaminas de Haagen y Smit, (1945), con el agregado

de 5 %de sacarosay 8 % de agar.

Tabla 1. Soluciones madres del medio N6, utilizadas para el cultivo de

embriones inmaduros de hibridos de Zea.

SALES mg.L™ SOLUCIONES
MADRE

MACRONUTRIENTES
MgSO, 7H,O 185 Sn 1 N6 (20X)
KH,PO, 400
KNO; 2830
(NH,),NO;4 463
Cl,Ca 2H,0 166 Sn Ca N6 (100X)
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MICRONUTRIENTES

MnSO4 Hzo 3,3

ZnSO4 7Hzo 1,5

IK 0,8

FeSO, 7H,O 27,8 Sn Fe-EDTA (100X)
Na,EDTA 37,3

VITAMINAS

Glicina 3

Tiamina 0,75

Ac. Ascorbico 20

A.C' Ni.cotl’nico — - 1 Sn Vitaminas
Vltamlna B6 (Piridoxina) 0,2 embriones (100X)
Adenina 0,2

Ac. Pantotenico 0,5

Biotina 0,0003

Ac. Succinico 25

3.2 Procedimiento

3.2.1 Preparacion de las soluciones madres

Sales minerales y vitaminas

o Pesar las sales de acuerdo a lo calculado en tabla 1.

e En distintos vasos de precipitacion agregar cada una de las
sales por separado y disolver por completo con agua
destilada.

e En un matraz de 500 ml agregar 100 6 200 ml de agua
destilada y luego incorporar las sales disueltas
correspondientes a cada soluciébn madre. Llevarlas a
volumen con agua destilada.

e Guardar en botellas de plastico rotuladas y almacenar a una

temperatura inferior a 0°C.
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3.2.2 Preparacion y esterilizacion del medio de cultivo.
En la tabla 2 se detalla la cantidad de cada una de las soluciones
madres del medio N6 (tabla 1) a disolver para obtener 1000 ml del

medio de cultivo para desarrollar los embriones inmaduros de Zea.

Tabla 2: Volumen de las soluciones madres a agregar para preparar

1000 ml del medio de cultivo para embriones inmaduros de Zea.

SOLUCION MADRE | ml de Sn madre para
1 litro de medio

N6 Sn 1 (20X) 50
N6 Sn 2 (100X) 10
N6 Sn Ca (100X) 10
MS Sn 3 (100X) 10
Fe EDTA (100x) 10
Vit. Embriones (100X) 10
Asparagina mg/L 150
Sacarosa 5% 509
Agar 0,8% 849

o Disolver en una probeta 50 g de sacarosa en aproximadamente
100 ml de agua destilada.

e Agrega a la probeta con la solucion de sacarosa cada una de las
soluciones madres (tabla 2).

e Llevar a 1000 ml con agua destilada.

e Ajustar el pHa5,8 con HONa 6 HCI.

e Agrega el agar.

e Cocinar en microondas o a bafio Maria, hasta que esta
translicida la solucion, envasar en frascos (40 ml por frasco) y
esterilizar en autoclave (20 minutos, 120°C a 1 atm).

Con un procedimiento similar se obtuvo el medio de cultivo para el

mantenimiento de callos (Tabla 3) y el de enraizamiento (tabla 4)
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Tabla 3. Composicion del medio de mantenimiento de callos de maiz.

SOLUCION MADRE

ml de Sn madre para 1
litro de medio

N6 Sn 1 (20X) 50
N6 Sn 2 (100X) 10
N6 Sn Ca (100X) 10
MS Sn 3 (100X) 10
Fe EDTA (100x) 10
Vit. Embriones (100X) 10
Asparagina mg/L 150
2,4-D (100ppm) 10
Sacarosa 5% 50¢g
Agar 0,8% 89

Tabla 4. Composicién del medio de enraizamiento de plantas de maiz.

SOLUCION MADRE

ml de Sn madre para 1
litro de medio

N6 Sn 1 (20X) 50
N6 Sn 2 (100X) 10
N6 Sn Ca (100X) 10
MS Sn 3 (100X) 10
Fe EDTA (100x) 10
Vit. Embriones (100X) 10
Asparagina mg/L 150
Sacarosa 5% 509
Agar 0,8% 89

4 Rescate y cultivo in vitro de embriones inmaduros de maiz e

hibridos

4.1. Materiales

Espigas de maiz o hibridos.

222



4.2 Procedimiento
4.2.1 Preparacién del material vegetal
Con una tijera de podar o un cuchillo, separar los cariopses de
maiz o los hibridos dejandole un trozo de raquis adherido al
mismo, para sostenerlo durante la extraccion del embridn.
Desinfeccion
Los cariopses obtenidos en el paso anterior se sumergen en
etanol 70% durante 30 segundos.
Enjuagar 3 veces con agua destilada.
Sumergir en lavandina al 20% (V/V) durante 20 minutos.
Enjuagar 4 veces con agua destilada estéril en ambiente
aseptico (flujo laminar).
Preparacion del explanto
En condiciones asépticas, tomar los cariopses desinfectados y
colocar en una caja de Petri con agua estéril. En otra caja de
Petri estéril, tomar de a uno los cariopses para proceder a la
extraccién del embrién. Para ello colocar el cariopse del lado
donde se observa la cicatriz del estigma hacia arriba y con un
bisturi cortar los lados laterales y terminales del cariopse.
Posteriormente levantar el pericarpio dejando al descubierto el
endosperma y el embrion, el cual se retira con la punta del

bisturi.

Siembra
El embrién se coloca sobre el medio de cultivo, cuidando de no
hundirlo en el mismo, con el eje embrionario en contacto con el
medio si se desea inducir embriogénesis somatica o con el eje
embrionario hacia arriba (en este caso el escutelo queda en
contacto con el medio de cultivo) si el objetivo es inducir la

germinacion del mismo.

223



Incubacién
Colocar los embriones sembrados en una cémara de
cultivo con un fotoperiodo de 16 h y una intensidad de luz
de 80 pmoles de fotones m? s* y a una temperatura de
25°C.

Aclimatacién y transplante
Cuando las plantas desarrollaron en el medio de cultivo de
enraizamiento sus raices verdaderas, extraerlas del medio
de cultivo para transplantarlas a tierra.
Para evitar las contaminaciones que provoca la muerte de
las plantas, se las extrae del medio de cultivo se lavan sus
raices en un chorro de agua corriente hasta eliminar todo
el medio. A continuaciéon se las planta en una maceta con
lombriz compuesto y se las riega con una solucion del
funguicida (Super Carbandacin).
Las macetas se llevan a un invernadero y se las mantiene
bajo cubierta individual de polietileno durante una semana.

Luego de 15 dias se transplantan al suelo.

224



