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Resumen 
 

 Uno de los mayores retos de la humanidad es alimentar a una población cercana 
a los 9 billones para el 2050 bajo un escenario climático con posibles aumentos de la 
radiación ultravioleta (UV) de hasta un 5 % en los trópicos. La radiación UV-B puede 
causar múltiples daños en el ADN, entre ellos rupturas de doble cadena los cuales son 
altamente dañinos para los organismos. El maíz, además de ser el grano de mayor 
consumo mundial, posee una alta variabilidad, es originario de los trópicos americanos y 
particularmente el maíz morado tiene importancia cultural en Mesoamérica por su uso en 
la alimentación de subsistencia. Lo anterior, hace del maíz una buena planta modelo 
para buscar rasgos e investigar mecanismos de tolerancia a daños producidos por la 
radiación UV-B. Por lo tanto en el presente estudio se evaluó la capacidad de reparación 
de ADN de cinco accesiones de maíz morado centroamericanas y las líneas 
estadounidenses B73 y Mo17, que poseen los genomas de referencia mejor estudiados. 
Además se optimizaron las condiciones de los imprimadores para el análisis de la 
expresión relativa de genes relacionados a la reparación de ADN. Para eso se 
sumergieron plántulas de siete días de germinadas en una solución de zeocina, un 
químico radiomimético que causa rupturas de la doble cadena de ADN, de 100 µg/mL 
por 24 horas. Luego se les realizó electroforesis neutra de núcleos (ensayo cometa) 
inmediatamente después del tratamiento y después de una hora de reposo a oscuras. 
Además, se determinó la especificidad de 13 imprimadores para 10 genes relacionados 
con la reparación de ADN mediante curvas de disociación y se midió el nivel de expresión 
relativa de dos de esos genes mediante retrotranscripción inversa del ARN extraído en 
cuatro accesiones y PCR cuantitativo. Se encontró una accesión de maíz morado 
proveniente de Santa Cruz, Guanacaste, con resistencia a los daños producidos por la 
zeocina. Además se encontró que una accesión proveniente de La Cruz, Guanacaste, 
posee capacidad de reparación total de los daños producidos por la zeocina y que la 
línea Mo17 no tiene la capacidad de reparar los daños en el ADN. Por otro lado, se 
determinó que la línea B73, además de una accesión proveniente de Talamanca, Limón, 
otra proveniente de Orotina, Alajuela y otra de San Pedro Jocopilas, Quiche, Guatemala, 
poseen capacidad parcial de reparación de daños en el ADN. De los imprimadores 
analizados, cinco no fueron aptos para uso en el análisis de expresión de genes. Por otro 
lado, no fue posible determinar el nivel de expresión relativa de los genes, debido a que 
no amplificaron suficientes muestras, lo que indica que es necesario optimizar la 
concentración de los imprimadores y la temperatura de anillamiento para la reacción. 
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Introducción 
Uno de los retos de la humanidad para las próximas décadas es alimentar una 

población creciente bajo un escenario de cambio climático incierto. Se pronostica que 
para 2050 la población mundial será de aproximadamente 9 billones, la mayoría ubicadas 
en Asia y África (Gerland et al. 2014). Por otro lado, se estima que para alimentar dicha 
población, el rendimiento de cada uno de estos cultivos, maíz, arroz, trigo y soya debería 
crecer a un ritmo anual del 2,4%. Sin embargo para el 2013 el crecimiento anual de estos 
cultivos fue, maíz: 1,6%, arroz: 1%, trigo: 0,9% y soya: 1,3% (Ray et al. 2013), lo que 
sería insuficiente para cubrir las demandas de la población mundial. 

 Sumado a lo anterior, el cambio climático y la reducción del grosor de la capa de 
ozono, han causado alteraciones climáticas, como cambios en las corrientes de los 
vientos y reducción en la formación de nubes (Zamora-Martinez 2018, McKenzie et al. 
2011, Schneider et al. 2019). El aumento en la incidencia de radiación ultravioleta tipo B 
(UV-B) es una de esas alteraciones y las predicciones apuntan que el aumento podría 
ser de hasta un 5% en países tropicales como Costa Rica (Williamson et al. 2014). Para 
entender los posibles efectos de esto, es necesario comprender las consecuencias de 
esta radiación en los seres vivos, principalmente en las plantas con importancia agrícola. 

 Tanto la radiación UV-B y la radiación ionizante (RI) provienen del Sol (Fernández 
et al. 2007) y tienen capacidad de dañar el ADN. Estos daños se clasifican como directos 
e indirectos. Los daños directos son: rupturas de una cadena o de la doble cadena, 
inducción de dímeros de pirimidina, sitios sin bases nitrogenadas y enlaces cruzados con 
proteínas; mientras que los indirectos son causados por especies reactivas de oxígeno 
producto de la radiólisis del agua en las células (Kim et al. 2019). De todos los daños 
mencionados anteriormente, las rupturas de doble cadena de ADN son los más 
peligrosos porque si no se reparan pueden causar destrucción de una parte del 
cromosoma, mutaciones no sinónimas y muerte celular (Schröpfer et al. 2014, 
Charbonnel et al. 2011). 

Existen sustancias que causan daños muy similares a la radiación solar y se les 
llama químicos radiomiméticos. Uno de los más conocidos es la zeocina, un antibiótico 
de la familia de la bleomicina (Hu et al. 2018), que al asociarse con una molécula de 
hierro, sustrae el hidrógeno ligado al carbono 4 y después de una serie de reacciones, 
rompen las hebras de ADN de una manera muy similar a la RI (McNeill et al. 1999). 
Debido a que los químicos radiomiméticos son más fáciles de manipular que la radiación, 
estos son utilizados con frecuencia en estudios para analizar las respuestas celulares a 
los daños por rompimiento de doble cadena de ADN (Fulcher y Sablowski 2009). 

En cuanto a los efectos de la RI en los cultivos, se ha reportado en Avena fatua y 
Setaria viridis, disminución en altura, peso fresco y área foliar bajo exposiciones creciente 
de radiación UV (Zuk-Golaszewska et al. 2003). Asimismo en Triticum aestivum se ha 
reportado reducción de altura, biomasa total, número y peso de granos (Bacelar et al. 
2015). En Glycine max, se observó reducción de la producción y germinación de polen 
así como reducción del tubo polínico (Koti et al. 2005). 
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En maíz se ha visto disminución en la germinación, altura, la biomasa total y la 
productividad a dosis y tiempos crecientes de exposición a RI (Killion et al. 1972, Correia 
et al. 2000, Reddy et al. 2013), reducción de productividad en variedades de maíz con 
alto contenido proteico y una mayor susceptibilidad al daño en el ADN en los órganos 
reproductivos (Stapleton et al. 1997). Además, un retraso de entre 2 y 3 días en la 
floración (Santos et al. 1998). 

 Para reparar esos daños las plantas utilizan dos tipos de mecanismos: 
dependientes de la luz e independientes de la luz, o de reparación a oscuras. La 
reparación dependiente de la luz se da a través de fotoliasas, enzimas que reparan 
dímeros de pirimidina al recibir radiación ultravioleta A (UV-A) o luz azul (Biever y 
Gardner 2016). La reparación a oscuras se clasifica en: homóloga (alta fidelidad) o no 
homologa (baja fidelidad) (Hollósy 2002). En la segunda, las células unen y pegan los 
extremos de las hebras de ADN donde hubo ruptura, es un mecanismo eficiente, pero 
puede causar mutaciones (Fatima et al. 2017, Manova y Gruszka 2015). Por otro lado, 
la reparación homóloga utiliza como plantilla un cromosoma homólogo para reparar la 
ruptura en la doble cadena, por tanto no es mutagénica (Knoll et al. 2014). 

La regulación genética del proceso de reparación de ADN en plantas se ha 
caracterizado en Arabidopsis thaliana y ocurren secuencialmente. Primeramente, las 
proteínas quinasas Ataxia Telangiectasia-Mutated (ATM) y Ataxia Telangiectasia-
Mutated and RAD3-like protein (ATR) se activan ante la presencia de daños en el ADN, 
estas fosforilan el factor de transcripción llamado Supressor of Gamma Radiation 1 
(SOG1), la cual activa la transcripción y síntesis de otras proteínas involucradas tanto en 
la detención del ciclo celular, como en la reparación de ADN propiamente (Kim et al. 
2019). Entre las proteínas activadas por SOG1 están Cyclin Dependent Kinase B2 
(CDKB1;2), Cyclin B1;2 (CYCB1;2) y Cyclin Dependent Kinase B2;1 (CDKB2;1) 
involucrados en detener el ciclo celular (Yoshiyama et al. 2014). Además, activa también 
a los genes: Radiation Sensitive 51 (RAD51) y Breast Cancer Susceptibility 1 (BRCA1) 
involucrados en procesos de reparación homóloga y los homólogos de los genes Ku80 y 
DNA Ligase 4 (LIG4) relacionados con la reparación no homóloga (Schröpfer et al. 2014). 

Los mecanismos de respuesta a la RI y los de reparación de ADN se han reportado 
principalmente en A. thaliana, pero la información en maíz es escasa. Por tanto, con el 
presente estudio se busca analizar la reparación de ADN en maíz y la expresión de genes 
homólogos relacionados con esa reparación en A. thaliana con el fin de identificar si los 
mecanismos se mantienen en maíz. Esta información podría utilizarse en un futuro para 
elaborar marcadores moleculares para uso en el mejoramiento de líneas tolerantes a 
altas radiaciones, además de dar dirección a nuevas investigaciones sobre la regulación 
genética de la reparación de ADN en maíz. Asimismo, ayudaría a identificar accesiones 
de maíz morado con alta tolerancia a la radiación ionizante, lo que tendría utilidad en 
programas de mejoramiento clásico. 
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Objetivos 
 

Objetivo general 
Evaluar la capacidad de reparación de ADN en accesiones de maíz morado. 

Objetivos específicos 
Determinar la capacidad de reparación de ADN en accesiones de maíz morado 
expuestas a zeocina sin tiempo de reposo y después de un tiempo de reposo. 

Determinar la expresión de genes relacionados a la reparación de ADN en accesiones 
de maíz morado expuesto a zeocina sin tiempo de reposo. 
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Revisión de literatura 
 

El maíz 
El maíz (Zea mays), es un grano de la familia Poaceae que actualmente se 

consume en todo el mundo. Inicialmente fue cultivado y consumido por las civilizaciones 
mesoamericanas, siendo su centro de origen el centro-sur de México (Acosta 2009). Este 
cultivo fue domesticado a partir de un antecesor llamado Zea mays ssp parviglumis 
(Hufford et al. 2012) y de ahí sus semillas fueron acarreadas a otras áreas de la América 
precolombina donde surgieron centros de variabilidad (Chacón-Sánchez 2010). Pero, no 
fue hasta después de la conquista europea que el cultivo de esta especie se adoptó en 
el mundo entero (Smith et al. 2004). 

Consecuencia del proceso de domesticación, el maíz pasó de ser una hierba 
semiperenne a una planta anual erguida. Una vez domesticado, los aborígenes 
americanos comenzaron un proceso de selección al conservar las mazorcas más 
grandes para siembras siguientes (Paliwal et al. 2001). Hasta finales del siglo XIX, se 
utilizaron principalmente variedades de polinización abierta obtenidas a través de 
selección masal donde se seleccionaba principalmente para tipo de grano, de mazorca, 
grupo de madurez y adaptación a las condiciones locales, no obstante las ganancias de 
productividad eran bajas (Hallauer et al. 1988, Troyer 2004). Con el descubrimiento, a 
inicios del siglo XX, de las líneas puras, los híbridos y el aumento en productividad que 
produce la heterosis, el mejoramiento de maíz se ha enfocado en desarrollar semillas 
híbridas con altos rendimientos, pero más susceptibles a estrés biótico y abiótico 
(Rosenthal y Dirzo 1997). Además, desde 1996 se ha introducido el uso de maíz 
transgénico, donde se incorporan genes de resistencia a plagas o herbicidas, 
provenientes de otros organismos, a variedades de alto rendimiento para reducir el uso 
de agroquímicos (Tabashnik 2010). 

Esta planta es de gran importancia para el ser humano, ya que es el grano más 
producido en el mundo (OECD-FAO 2019). Las zonas donde es consumido 
mayoritariamente son el sur y este de África, y Mesoamérica (Ranum et al. 2014). A nivel 
mundial se estima una producción de 1138 millones de toneladas siendo Estados Unidos, 
China y Brasil los principales productores (FAO 2018). Además de su uso para 
alimentación humana otros posibles usos son, alimento para ganado, producción de 
etanol, producción de jarabe de maíz de alta fructosa, polímeros sustitutos del plástico y 
una amplia gama de productos para diferentes industrias (Paliwal et al. 2001). 

En cuanto a su genoma, el maíz posee una alta variabilidad y complejidad. Un 
ejemplo de esto es la diferencia en el tamaño de genomas entre variedades, la línea de 
referencia B73 posee 2300 Mb, mientras que líneas de origen tropical poseen alrededor 
de 2810 Mb, y líneas de origen templado alrededor de 2680 Mb (Jian et al. 2017). A pesar 
del tamaño de su genoma, solamente 0,6% de su cromatina es activa y solamente 2% 
de los genes son codificantes (Rodgers-Melnick et al. 2016). Además, 85% de sus genes 
son transposones (Schnable et al. 2009), secuencias repetitivas que pueden moverse en 
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el genoma causando mutaciones (SanMiguel et al. 1996). El genoma nuclear se 
encuentran organizado en 10 pares de cromosomas, lo que hace al maíz una planta 
diploide (Wei et al. 2007). 

Cambio climático y posibles escenarios futuros 
 El cambio climático se puede definir como una serie de tendencias diferentes en 
los patrones climáticos de una zona en períodos de décadas o siglos. Este ocurre de 
forma natural en el tiempo, ya que la atmosfera sufre oscilaciones que modifican los 
patrones del clima. Igualmente, la Tierra cambia su distancia con respecto al Sol y este 
último posee períodos con explosiones solares mayores que hacen llegar más radiación 
al planeta. Los seres vivos pueden causar cambios dentro de la composición atmosférica, 
modificando esos patrones, por ejemplo: la deforestación y el aumento en las 
concentraciones de dióxido de carbono en la atmósfera (Pereira et al. 2007). 

 En las últimas décadas se ha puesto especial atención a los cambios 
antropogénicos del clima, principalmente al aumento en la emisión de gases de efecto 
invernadero (GEI) (Zamora-Martinez 2018). Este incremento de los GEI en la atmosfera 
aumenta el saldo energético de la tierra, porque la cantidad de radiación infrarroja que 
se mantiene en la Tierra es mayor a la que sale. Esta radiación sube la temperatura del 
planeta, lo que se conoce como efecto invernadero (Mora et al. 2018). Estos cambios 
interactúan con varios factores, por ejemplo la radiación que llega a la Tierra. 

 Las zonas cercanas al trópico son las que reciben mayor cantidad de radiación a 
lo largo del año, especialmente radiación UV (Herman et al. 1999). La cantidad de esta 
que llega al planeta está delimitado por el grosor de la capa de ozono, la nubosidad, 
presencia de aerosoles y el ángulo solar. La mayoría de las predicciones apuntan que 
debido al cambio en la circulación del viento, a una reducción en el espesor de la capa 
de ozono y a una menor nubosidad (McKenzie et al. 2011), existirá un aumento en la 
radiación incidente en el trópico de alrededor del 5% para el 2100 tomando como año 
base 1980 (Williamson et al. 2014), lo cual representará grandes desafíos relacionados 
a la producción de alimentos. 

 Además de los patrones del clima, se pronostica que la población mundial pasará 
de 7,2 billones en el 2014, a 9,6 billones en 2050 y a 10,9 para el 2100 (Gerland et al. 
2014). Por otro lado, se estima que para alimentar a la población del 2050, el crecimiento 
anual de la productividad en maíz debería ser de 2,4%, sin embargo, para el 2013 era 
del 1,6% (Ray et al. 2013). Por tanto es importante entender los efectos de estos cambios 
y prepararnos para estos escenarios. 

Radiación ionizante (RI) y ultravioleta (UV) 
Se le llama RI a aquella con la capacidad de quitarle los electrones a una molécula, 

esta puede dañar de forma directa e indirecta el ADN. Existen varias fuentes de RI entre 
ellas los rayos gamma, rayos X y radiación UV (Fernández et al. 2007). A pesar de que 
la mayoría de la radiación UV es no ionizante (Hollósy 2002), esta produce efectos en el 
ADN muy similares a la RI, por ejemplo alteraciones y rupturas en las cadenas de ADN 
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(Gill et al. 2015). En términos moleculares la respuesta en plantas y la regulación 
genética se da mediante los mismos mecanismos (Furukawa et al. 2010), donde se 
pueden mencionar la activación de mecanismos de reparación del ADN, la detención del 
ciclo celular en una o varias de sus fases y la muerte celular programada (Kim et al. 
2019). 

La radiación UV, es una parte del espectro de radiación no visible a los ojos humanos 
con longitudes de onda menores a los 400 nm (Mai et al. 2005). Esta se puede clasificar 
en tres tipos: UV-A de 320-400nm, UV-B de 280-320nm y UV-C de 200-280nm. La 
radiación UV-A equivale al 6,3% de la radiación y es la menos peligrosa de estas. La UV-
C es la más peligrosa, pero es filtrada casi en su totalidad por la atmósfera, por lo tanto 
es poco significativa biológicamente. Por otro lado, la radiación UV-B es filtrada 
parcialmente por la atmósfera y representa un 1,5% del total de radiación que llega a la 
tierra (Stapleton et al. 1997, Hollósy 2002). 

A pesar de que el porcentaje de radiación UV-B que llega a la tierra es bajo, es 
importante estudiar sus efectos en los seres vivos, porque un pequeño aumento en sus 
niveles tendría consecuencias muy pronunciadas en la vida en la tierra (Jansen et al. 
1998). Por ejemplo Ballaré et al (2011), reportan reducción en la acumulación de biomasa 
de plantas, alteración en las interacciones planta-insecto y las dinámicas de los 
microorganismos, tanto los que se encuentran sobre las plantas, como los 
descomponedores. En el caso de estos últimos, aumentos en la radiación, elevarían la 
foto degradación de la lignina liberando más carbono a la atmósfera. 

Zeocina y agentes imitadores de la radiación 
Las sustancias radiomiméticas son aquellas que causan un daño muy similar al 

que provoca la radiación. Uno de ellos es la zeocina, un antibiótico de la familia de la 
bleomicina (Hu et al. 2018). Los químicos de esta familia, al asociarse con una molécula 
de hierro, sustraen el hidrógeno ligado al carbono 4, preferencialmente en sitios del ADN 
donde existe una guanina seguido de una timina o en sitios donde existe una guanina 
seguida de una citosina (McNeill et al. 1999, Chabner y Longo 2010). Debido a su 
practicidad y facilidad para dosificar, son utilizados en experimentos para estudiar el daño 
y reparación del ADN. 

Daños en el ADN producidos por RI y UV 
La RI produce tanto daños directos como indirectos en el ADN. Los daños directos 

son rompimientos de doble cadena o de una cadena, inducción de dímeros de pirimidina, 
sitios sin bases nitrogenadas y enlaces cruzados con proteínas; mientras que los daños 
indirectos son causados por especies reactivas del oxígeno producto de la radiólisis del 
agua en las células (Kim et al. 2019). 

Las rupturas de doble cadena (RDC) son las más dañinas para los organismos, 
ya que si no se reparan correctamente pueden provocar la destrucción de una sección 
completa de la cromátida (Schröpfer et al. 2014). Sumado a lo anterior, las RDC son 
altamente mutagénicas, pueden provocar muerte celular y son las más complicadas para 
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reparar (Charbonnel et al. 2011). Por otro lado, la RI produce dos tipos de dímeros de 
pirimidina: dímeros de ciclobutano-pirimidina (DCP) y fotoproductos de pirimidina (6-4) 
pirimidona, donde los primeros corresponden a un 75% del daño en ADN (Gill et al. 
2015). Ambos fotoproductos causan dobleces en la cadena de ADN que pueden 
bloquear la replicación y transcripción porque no permiten trabajar a las polimerasas 
(Schröpfer et al. 2014, Lacks 2001). Los sitios sin bases son causados por la 
desestabilización del enlace entre la base nitrogenada y el oxígeno. Dicha 
desestabilización causa que se rompa ese enlace y que se libere la base nitrogenada 
(Leadon 1996). 

 En el caso del daño indirecto causado por RI, también llamado daño oxidativo, 
este se produce cuando hay más especies reactivas de oxígeno que antioxidantes en la 
célula (Gill et al. 2015). La RI aumenta la producción de radicales OH- , superóxido (O2-) 
y peróxido de hidrógeno (H2O2). Estos últimos rompen membranas, cadenas simples y 
oxidan la guanina a 7,8-dihidro-8-oxoguanina (8-oxoG). Dicha oxidación tiene efecto 
mutagénico, ya que esta nueva molécula puede aparearse incorrectamente con la 
adenina en la siguiente replicación (Schröpfer et al. 2014). Por tanto, las plantas tienen 
mecanismos para la reparación de esos daños. 

Reparación de daños en el ADN en plantas 
En términos generales existen dos tipos de reparación de daño de ADN: la 

fotodependiente y la independiente de la luz también conocida como reparación a 
oscuras. Además, los mecanismos de reparación independientes de la luz se clasifican 
en: mecanismos para reparar daños en una cadena y mecanismos para reparar rupturas 
de la doble cadena (Schröpfer et al. 2014). La reparación fotodependiente es realizada 
por enzimas llamadas fotoliasas y criptocromos cryDASH, ambos tipos de enzimas 
necesitan radiación UV-A para ser activadas (Schröpfer et al. 2014, Biever y Gardner 
2016) Estos revierten el ADN a su forma original cuando tiene dímeros de pirimidina y no 
necesitan realizar incisiones en el ADN (Dalhus et al. 2009). Por otro lado, los 
mecanismos de reparación a oscuras, sí necesitan realizar incisiones. 

 Los mecanismos de reparación a oscuras para daños de una sola cadena se 
clasifican en tres tipos: reparación por incisión de una base (RIB), reparación por incisión 
de un nucleótido (RIN) y reparación de bases mal alineadas (Gill et al. 2015). La RIB 
consiste en la remoción de la base dañada por una enzima llamada glicosilasa, 
(Schröpfer et al. 2014). En el caso de la RIN existen varias proteínas involucradas y estas 
pueden reconocer distorsiones en la doble hélice de ADN, como dímeros de pirimidina y 
repararlos. Estas proteínas remueven el nucleótido donde se encuentra el daño y utilizan 
la hebra complementaria de ADN guía para colocar el nucleótido faltante correcto en el 
espacio vacío (Fatima et al. 2017). 

 La reparación de bases mal alineadas se considera un mecanismo de revisión y 
corrección. En este sistema, proteínas especializadas revisan el ADN para buscar sitios 
donde existan bases nitrogenadas mal apareadas (Manova y Gruszka 2015). Estos 
errores pueden fijar mutaciones si se replica el ADN sin que se le corrija antes. Luego de 
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que el daño se detecta, se elimina un segmento de la hebra donde está el daño y se 
utiliza el ADN complementario para sintetizar el pedazo que se removió. Este proceso 
reduce la tasa de errores de 10-8 a 10-10(Schröpfer et al. 2014). No obstante, cuando el 
daño ocurre en ambas hebras de ADN, los mecanismos de reparación son diferentes. 

 Los mecanismos de reparación de daños por ruptura de doble cadena se clasifican 
como: a) mecanismos de reparación homóloga o de alta fidelidad y b) mecanismos de 
reparación no homóloga o de baja fidelidad (Kozak et al. 2009). En el caso de la 
reparación no homóloga, las cadenas de ADN se acoplan de nuevo en los extremos 
donde se rompieron (Manova y Gruszka 2015). Cuando esta ruptura no conduce a 
modificaciones es posible la unión sin mutaciones. Sin embargo, en la mayoría de los 
casos el extremo de la doble hélice de ADN en donde ocurrió el rompimiento sufre alguna 
modificación y esto lleva a mutaciones. A pesar de que esta vía es muy ágil, es altamente 
mutagénica y es la más utilizada en células somáticas (Knoll et al. 2014). 

 En la vía homóloga se reparan las rupturas en la doble cadena utilizando a los 
cromosomas homólogos como molde. Este mecanismo requiere la apertura de la doble 
cadena de ADN, luego la hebra homologa se alinea con la hebra de ADN dañada 
formando un bucle, o D-loop en inglés (Zhang et al. 2015). Cuando lo anterior ocurre en 
células somáticas lo normal es que no ocurra recombinación lo cual es deseado para 
mantener la integridad genética (Schmidt et al. 2019). 

Medición de daño en el ADN y capacidad de reparación 
Dentro de los métodos que se pueden utilizar para cuantificar los daños en el ADN 

y su reparación se encuentra la electroforesis de núcleos individuales conocida como 
ensayo cometa. Este consiste en el montaje de núcleos individuales en un gel para 
electroforesis y en utilizar la fluorescencia para ver los fragmentos de ADN, el cual migra 
en el gel dependiendo de las rupturas que haya acumulado. Mediante el análisis de la 
imagen se puede determinar el nivel del daño comparando la intensidad del brillo de la 
cola relativo a la cabeza. La cola se refiere a los fragmentos de ADN que se mueven en 
el gel, y la cabeza aquellos que se mantienen adheridos al núcleo (Mccarthy et al. 1997, 
Olive y Banáth 2006). Además, es posible medir la capacidad de reparación al inducir 
algún daño y después realizar mediciones secuenciales para observar en cuánto se 
reduce el daño (Collins 2004). 

Dependiendo de las necesidades y la sensibilidad requerida, existen diferentes 
tipos de ensayo cometa. Estos se clasifican según el pH del tratamiento previo a la 
electroforesis, y según el pH del buffer que se usa durante la electroforesis. Una opción 
es tratar las células en un medio neutro, entre 7 y 9, y realizar la electroforesis en un 
buffer neutro (protocolo N/N o ensayo cometa neutral), este método posee una 
sensibilidad baja, lo cual significa que solamente detecta rupturas de doble cadena 
(RDC) y no otros tipos de daño como rupturas simples de la cadena de ADN (Menke 
et al. 2001). Si se busca cuantificar rupturas simples de cadena, puede optarse por tratar 
previamente las muestras en una solución con pH alcalino, de entre 10 y 13, y luego 
realizar la electroforesis en un buffer con pH neutro (protocolo A/N) (Angelis et al. 1999). 
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Por otro lado, puede realizarse el tratamiento previo de las muestras y la electroforesis 
en medios alcalinos (Ensayo cometa alcalino o protocolo A/A), con el fin de favorecer la 
cuantificación de sitios lábiles alcalinos junto con las rupturas en el ADN (Mccarthy et al. 
1997). 

El ensayo cometa se utiliza principalmente para medición de genotoxicidad y 
biomonitoreo en humanos (Nandhakumar et al. 2011), no obstante ha sido adaptado y 
utilizado para estudios de reparación de ADN en plantas. En Vicia faba se ha utilizado 
para medir la capacidad de reparación en respuesta de radiación gamma (Koppen y 
Angelis 1998). En Hordeum vulgare para medir daño en ADN en respuesta a diferentes 
dosis del agente alkilante N-metil-N-nitrosourea (MNU) (Jovtchev et al. 2001). En 
Nicotiana tabacum, se utilizó para generar curvas de respuesta a dosis de diferentes 
agentes alkilantes (Gichner et al. 1999). En Arabidopsis thaliana, se ha utilizado tanto 
para determinar protocolos adecuados para exposición a químicos genotóxicos (Menke 
et al. 2001), como para analizar cuál vía de reparación de ADN se emplea 
preferentemente ante daños por la radiación (Kozak et al. 2009). En maíz, la técnica se 
ha empleado para cuantificar la genotoxicidad de los herbicidas nicosulfurón y 
topramezón (Reynoso et al. 2018). 

  

Regulación de los mecanismos de reparación de daños por rupturas de doble 
cadena (RDC) 
 A pesar de que los daños ocasionados por la radiación UV y la RI son diferentes, 
los mecanismos genéticos de respuesta son los mismos y han sido caracterizados 
principalmente en A. thaliana (Furukawa et al. 2010). Primeramente, las proteínas Ku70 
y Ku80 son las principales detectoras de las RDC debido a su alta afinidad por los bordes 
de ADN rotos. El gen KU80, es esencial para reparación no homóloga mediante la unión 
de los extremos de las rupturas en la cadena de ADN mediado por el complejo 
Ku80/Ku70 (Richter y Jeske 2015, West et al. 2002). Además, se ha identificado al 
complejo DNA Ligase 4 (LIG4)/ X‐Ray Repair Cross‐Complementing Protein 4 (XRCC4) 
como factores que participan de la reparación no homóloga (West et al. 2000, Kozak 
et al. 2009, Park et al. 2015). 

Una vez detectado el daño, el conjunto de proteínas Meiotic Recombination 11 
(MRE11), DNA Repair Recombination Protein (RAD50) y Nijmegen Breakage Syndrome 
1 (NBS1) se encarga de llevar la quinasa Ataxia Telangiectasia-Mutated (ATM) al sitio 
donde ocurrió el daño (Waterworth et al. 2011) la cual se activa en simultáneo con la 
quinasa Ataxia Telangiectasia-Mutated and RAD3-like protein (ATR) (Mannus et al. 
2012). 

Las quinasas ATM y ATR son las principales moduladoras de la reparación de 
ADN junto con el factor de transcripción Supressor of Gamma Response 1 (SOG1). La 
proteína SOG1 causa un aumento en la expresión de varios genes relacionados con la 
reparación de ADN, y a su vez SOG1 es activado por hiperfosforilación, la cual es 
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mediada tanto por ATM y ATR. En las funciones reguladas por SOG1 están: control del 
ciclo celular, muerte celular programada, modulación transcripcional y mantenimiento de 
la integridad del genoma, todo lo anterior en respuesta al daño del genoma (Yoshiyama 
et al. 2014). 

 Un aspecto importante para que la reparación del ADN se dé correctamente es 
que las células detengan su división momentáneamente para que no existan errores en 
la reparación (Weimer et al. 2016). En ese momento varios genes y factores regulatorios 
relacionados con el ciclo celular disminuyen su expresión, lo cual significa que ayudan a 
ralentizar o detener el ciclo celular en ciertas fases. Entre ellos están: Cyclin B1;2 
(CYCB1; 2) y Cyclin Dependent Kinase B1;2 (CDKB1;2) entre las fases S y G2 del ciclo 
celular. La Cyclin Dependent Kinase B2;1 (CDKB2;1) en el caso de las fases G2 a M y 
la Syntaxin of Plants 111 (KNOLLE) en la citoquinesis (Yoshiyama et al. 2014). En el 
caso específico de Breast Cancer Susceotibility Gene 1 (BRCA1), un aumento de su 
expresión ante la exposición de rayos gamma se ha asociado con la reparación de ADN 
y a la detención del ciclo celular (Lafarge y Montane 2003). 

Reportes sobre respuesta de plantas a la radiación 
Algunos experimentos han investigado los efectos de RI y UV-B en maíz 

previamente, los resultados obtenidos son muy variados y en algunos casos 
contradictorios. Killion y Constantin (1972) reportaron reducción en la germinación, altura 
y productividad de hasta un 50% en plantas irradiadas con radiación gamma, así como 
recrudecimiento de los efectos negativos durante la etapa reproductiva. Correia et al 
(2000) reportaron una reducción en el rendimiento y en la biomasa de las plantas a dosis 
crecientes de UV-B, con efectos más marcados en plantas deficientes en nitrógeno. 
Reddy et al (2013) reportaron una reducción en la altura, en el área foliar y la biomasa 
acumulada para lo cual encontraron que existe una relación lineal inversa que es 
proporcional a la dosis de radiación UV-B. 

Gao et al (2004) indicaron que en Z. mays, además de la reducción creciente en 
el rendimiento la cual depende de la dosis, encontraron una reducción en la 
concentración de clorofila y calidad nutricional de los granos y aumento en la 
concentración de flavonoides en los tejidos. No obstante, otros estudios reportaron 
beneficios de la radiación como aumento en la biomasa, la productividad primaria neta 
(Ambasht et al. 1995), la altura, el área foliar y el número de hojas (Olawuyi et al. 2016). 

Igualmente en Z. mays, se ha reportado que mayores niveles de radiación UV-B 
no afectan la germinación del polen, pero sí pueden retrasar la floración entre 2 y 3 días 
(Santos et al. 1998). Stapleton et al (1997) por su parte midieron dímeros de ciclobutano-
pirimidina en tejidos de hojas, raíces y anteras de plantas 3, 4, 6, 9 y 10 semanas 
después de recibir radiación UV-B. Ellos encontraron que las anteras mostraron la mayor 
cantidad de daño y que no existía diferencia en la cantidad de daño acumulado en un 
mismo tejido a diferentes fechas. 
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Por otra parte, en trabajos realizados en Avena fatua y Setaria viridis, ambas de 
la familia Poaceae, se ha observado disminución en la altura, peso fresco y área foliar 
como resultado de exposiciones crecientes a la radiación UV-B (Zuk-Golaszewska et al. 
2003). En Triticum aestivum se ha reportado reducción de altura, biomasa total, 
rendimiento de granos, número y peso de granos (Bacelar et al. 2015). Además, en 
Glycine max, se ha encontrado una reducción de la producción y germinación de polen 
y tamaño del tubo polínico (Koti et al. 2005). 
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Materiales y métodos 
 

Material vegetal y tratamientos 
 Se utilizaron cinco accesiones de maíz para la medición de daño en el ADN y dos 
de las cinco accesiones anteriores para la medición de expresión génica. Se utilizó una 
línea de maíz morado proveniente de Guatemala (identificada como J), obtenida a través 
del banco de germoplasma del Centro Agronómico Tropical de Investigación y 
Enseñanza (CATIE) ubicado en Turrialba, Cartago, Costa Rica y cuatro provenientes de 
Costa Rica, de las cuales una fue obtenida a través de CATIE (identificada como T), dos 
fueron obtenidas a través de agricultores (identificadas como P1 y P2 respectivamente) 
y una fue obtenido a través de Semillas Plantae, una empresa de semillas de polinización 
abierta (identificada como C) (Cuadro 1). Además, se utilizaron las línea puras B73 y 
Mo17 proveniente de los Estados Unidos como controles. El experimento se realizó en 
la Estación Experimental Agrícola Fabio Baudrit Moreno en Barrio San José, Alajuela, 
Costa Rica. 

Cuadro 1. Accesiones de maíz utilizadas y su origen incluyendo la latitud, altitud (msnm) 
y valor anual promedio de radiación directa a la superficie (kWh/m2). Datos de latitud, 
altitud y radiación directa obtenidos de (Global Solar Atlas 2020). 

Código de 
la 

accesión 

Identificación 
de la 

accesión 
Origen Latitud Altitud 

(msnm) 
Radiación 

directa 
(kWh/m2) 

B73 B73 Ohio, E.E.U.U 42 302 1658 
Mo17 Mo17 Missouri, E.E.U.U 38,5 261 1704 
8689 

(morado) J Guatemala, Quiché, San 
Pedro Jocopilas 15,095 2107 1982 

Pujagua2 
(morado) P2 Costa Rica, Guanacaste, La 

Cruz 11,074 232 1741 

Pujagua1 
(morado) P1 Costa Rica, Guanacaste, 

Santa Cruz 10,273 50 1843 

Congo C Costa Rica, Alajuela, Orotina, 
Orotina 9,912 235 1703 

8290 
(morado) T Costa Rica, Limón, 

Talamanca 9,6 23 1083 

 

 De cada accesión y para cada tratamiento se germinaron tres grupos de seis 
semillas cada uno en un plato Petri de 90 mm. Dichos platos Petri se colocaron en cajas 
plásticas cerradas para mantener la humedad y se mantuvieron con un fotoperíodo de 
12 horas por siete días. Posteriormente, se tomaron tres plántulas de forma aleatoria y 
el hipocótilo y las raíces se sumergieron en platos Petri con una solución de zeocina a 
una concentración de 100 µg/mL o agua destilada por 24h dependiendo si correspondían 
a un tratamiento o al control respectivamente. 
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 El tratamiento con zeocina (zeocina) consistió en tomar las plántulas 
inmediatamente después de sumergirlas por 24 horas en zeocina y cortar la cantidad 
necesaria del hipocótilo para realizar las pruebas que se describirán más adelante. En el 
tratamiento de zeocina más reposo (z+reposo) se sumergieron las plántulas por 24 horas 
en la solución de zeocina, luego se sacaron de la solución de zeocina y se dejaron 
reposar una hora en un ambiente totalmente oscuro y húmedo con el fin de permitir que 
la planta repare el ADN y luego se procedió a realizar las pruebas. Finalmente el control 
consistió en dejar las plántulas 24 horas en agua destilada y luego realizar las pruebas. 
Cada plato Petri con tres plántulas correspondió a una unidad experimental y se 
realizaron tres repeticiones biológicas de cada accesión con su respectivo tratamiento. 

Medición de la capacidad de reparación de ADN 
 Se realizó el ensayo cometa neutral (Collins 2004) para medir el daño en el ADN 
por rupturas de doble cadena. Se utilizó el kit Standard Comet Assay de Trevigen. En 
cada repetición se tomó tejido del hipocótilo de tres plántulas de maíz en cantidades lo 
más similar posible hasta sumar entre 200 y 300 mg. Dicho tejido se colocó en un plato 
Petri con 2 ml de buffer 1X PBS + 20mM EDTA y se picó finamente para liberar los 
núcleos. Dicha solución se filtró dos veces a través de una malla de tamaño de poro 30 
µm modelo CellTrics marca Sysmex (Alemania) y se colocó en un tubo Eppendorf de 2 
ml. 

 Los núcleos extraídos se fijaron en un portaobjetos del kit, manufacturado para 
mejorar la fijación de núcleos. Se tomaron 3 µg de la solución filtrada anteriormente y se 
colocaron en un tubo Eppendorf de 0,2 ml con 10 µl de agarosa de bajo punto de fusión 
(Trevigen), que previamente fue derretida en baño María entre 80 y 90°C y una vez 
derretida se dejó reposar a 37°C entre 10 y 20 minutos para evitar destruir los núcleos 
extraídos. Luego, se pipeteó suavemente la mezcla, se tomaron 10 µl y se colocaron en 
uno de los pozos del portaobjetos especial de forma que cubrió toda la superficie. Estos 
se dejaron secar a 4°C y a oscuras, una vez secos se sumergieron en la solución de lisis 
del kit alrededor de 24 horas, con el fin de disolver membranas celulares y remover 
proteínas. Finalmente se sumergieron por 30 minutos en buffer neutral de electroforesis 
1X (Acetato de Sodio 75uM + Tris base 25uM), para remover sales y detergentes, antes 
de llevarlos a electroforesis. 

Luego se colocaron las muestras en el tanque de electroforesis con 850 ml de 
buffer de electroforesis 1X (Acetato de Sodio 75µM + Tris base 25 µM). Se suministró 
electricidad por 2 horas a 1V/cm con un lo que sería de 21 V totales y una corriente de 
130 mA. Terminado lo anterior, las muestras se sacaron y se les escurrió el exceso de 
líquido de buffer. Luego, las mismas se introdujeron dos veces en agua destilada para 
lavar el exceso de buffer. Se sumergieron por 15 minutos en etanol al 70% y 15 minutos 
en etanol de 95%, con el fin de fijar los núcleos. Posteriormente las muestras se secaron 
a 37 °C entre 10 y 15 minutos, se agregó 50 µl de SYBR Gold (Thermo Scientific) diluido 
en cada círculo del portaobjetos y se dejaron teñir por 30 minutos a oscuras. Se escurrió 
el exceso, se enjuagó y se dejó a 37°C hasta secar completamente. 
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Preparada la muestra, se colocó el portaobjetos en un microscopio con 
epifluorescencia Olympus BX53. Se tomaron entre 6 y 8 fotos, con el filtro GFP, y con 
una cámara digital Olympus DP74 controlada con el software CellSense. Para cada 
repetición se analizaron entre 13 y 50 núcleos por repetición con el software TriTek 
Comet score (versión 1,5; TriTek). Dicho software analiza los núcleos de la célula y 
mediante análisis de imágenes da un valor de porcentaje de ADN en la cola, lo que 
significa: el porcentaje del área de la imagen que corresponde a la cola en relación al 
área sumada del núcleo más la cola. 

Para determinar si las accesiones fueron resistentes o no al tratamiento con 
zeocina, se compararon los valores del porcentaje de ADN en la cola de los núcleos 
provenientes de las plántulas luego de 24 horas de exposición a zeocina (tratamiento 
zeocina), y de las plántulas expuestas por 24 horas en agua (control). Los datos se 
sometieron a la prueba de Shapiro-Wilks para determinar si poseían una distribución 
normal y a la prueba de Levene para determinar si existía homogeneidad de variancias. 
No obstante, la distribución de los datos no fue normal y se presentó heterocedasticidad 
de variancias, por lo tanto se analizaron mediante un modelo lineal general y mixto con 
corrección de heterocedasticidad (producida por el tratamiento). Se utilizó el software 
Infostat versión 2020 libre. Además, se determinó que existía interacción entre el 
tratamiento y la accesión (P< 0,05), y se comparó dicha interacción a través del método 
de separación de medias DGC (Di Rienzo et al. 2002) con una significancia del 5%. Las 
accesiones se clasificaron en: a) no resistentes si su nivel daño era mayor en el 
tratamiento con zeocina que en el control y b) resistentes si no existían diferencias. 

Para determinar si una accesión poseía capacidad de reparación de las RDC, se 
compararon por separado los valores de porcentaje de ADN en la cola, en los dos 
tratamientos (Zeocina, Z+reposo) y el control para cada una de las accesiones. Los datos 
se sometieron a la prueba de Shapiro-Wilks para determinar si poseían una distribución 
normal y a la prueba de Levene para determinar si existía homogeneidad de variancias. 
No obstante, la distribución de los datos no fue normal y se presentó heterocedasticidad 
de variancias, por lo tanto los resultados se analizaron mediante un modelo lineal general 
y mixto con corrección de heterocedasticidad (producida por el tratamiento), utilizando el 
software Infostat versión 2020 libre. Además, se determinó que en todas las accesiones 
el efecto del tratamiento fue significativo (P< 0,05), por lo que se compararon los 
tratamientos dentro de cada accesión con el método DGC (Di Rienzo et al. 2002) con 
una significancia del 5%. 

Se clasificó las accesiones no resistentes como: 

• Accesiones con capacidad nula de reparación al no existir diferencias en el 
porcentaje de ADN de la cola entre el tratamiento con zeocina (zeocina) y el 
tratamiento de zeocina más reposo (z+reposo), pero ambos tratamientos debían 
mostrar más daño que el control. 
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• Accesiones con capacidad parcial de reparación cuando el porcentaje de ADN en 
la cola en el tratamiento z+reposo era menor que en el tratamiento con zeocina, 
pero mayor que en el control. 

• Accesiones con capacidad total de reparación, cuando el porcentaje de ADN en 
la cola en el tratamiento z+reposo fue menor que en el tratamiento con zeocina e 
igual que en el control. 

Además, se determinó el porcentaje de ADN reparado (%Reparación) por las 
accesiones no resistentes y con capacidad de reparación parcial. Con el fin de tomar en 
consideración el porcentaje basal de ADN en la cola presente en los núcleos de las 
plántulas sin recibir tratamiento con zeocina, se utilizó la siguiente fórmula: 

%Reparación = �
%colaz+reposo − %colacontrol
%colazeocina − %colacontrol

� x 100 

Donde: 

• %cola1h: porcentaje de ADN en la cola de las muestras con una hora de reposo 
luego de ser expuestas por 24 horas a la zeocina (tratamiento z+reposo). 

• %colacontrol: porcentaje de ADN en la cola de las muestras sumergidas por 24 horas 
en agua (control). 

• %cola0h: porcentaje de ADN en la cola de las muestras sin reposo luego de ser 
expuestas por 24 horas a la zeocina (tratamiento zeocina). 

 

Los valores obtenidos se compararon entre accesiones, los datos se sometieron a la 
prueba de Shapiro-Wilks para determinar si poseían una distribución normal y a la prueba 
de Levene para determinar si existía homogeneidad de variancias. Se determinó que los 
resultados poseían una distribución normal y variancias homogéneas, por lo tanto se 
analizaron mediante un ANOVA con el software Infostat versión 2020 libre. Al final se 
compararon los tratamientos dentro de cada accesión con el método de separación de 
medias DGC (Di Rienzo et al. 2002) con una significancia del 5%. 

 

Determinación de la especificidad de los imprimadores 
 

 Se determinó la especificad de un total de 13 imprimadores (Cuadro 2) para 10 
genes relacionados con la reparación de ADN, mediante el análisis de las curvas de 
disociación producto de experimentos del PCR de tiempo real. Las muestras para 
extracción de ADN para este ensayo se tomaron al momento en que se tomó el material 
vegetal para el ensayo cometa, aunque también se tomó tejido de los hipocótilos. Se 
guardó en tubos Eppendorf y se colocó en nitrógeno líquido. Dicho material vegetal se 
almacenó a -80°C en un refrigerador Eppendorf CryoCube hasta el momento de 
determinar la especificidad de los imprimadores. Para esta prueba se seleccionaron las 
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accesiones Pujagua1 (P1) y Pujagua2 (P2), debido a que presentaron evidencia de 
tolerancia a la radiación ionizante o capacidad de reparación de rupturas de doble 
cadena (RDC) en el ADN mediante los ensayos cometa. Además, como controles se 
utilizaron las líneas puras estadounidenses B73 y Mo17, los dos genomas de referencia 
mejor estudiados. 

 

Cuadro 2 Secuencia de los imprimadores para análisis de expresión génica en Z. mays. 
El número de las accesiones se obtuvo de maizegdb.org. 

 

 El ADN se extrajo de la siguiente manera: por cada accesión se tomaron entre 50 
y 100 mg de tejido y se colocaron en un tubo Eppendorf de 2 ml. A cada muestra se le 
agregaron 500 µl de una solución compuesta de: 1 M Tris/HCl (pH: 8,0), 5 M NaCl, 0,5 
M EDTA (pH: 8,0), CTAB 2% y PVP 2%. Luego se colocó un balín de maceración en 
cada tubo y se maceraron a 14000 rpm por dos minutos en el macerador de tejidos 
modelo Geno/Grinder® de la marca Spex® Sample Prep (E.E.U.U). Se dejaron incubar 
por 20 min a 65°C en un calentador de tubos marca ThermoFisher y se agitaron 
manualmente por inversión cada 10 minutos. Se agregaron 500 µl de cloroformo:fenol 
(24:1) y se agitaron por inversión 20 veces. Las muestras se centrifugaron por 6 min a 
13000 rpm a temperatura ambiente. Se transfirieron 300 µl del sobrenadante a un tubo 
Eppendorf de 1,5 ml, se le agregaron 300 µl de isopropanol a -20°C y se agitaron 10 
veces por inversión. Se incubaron por cinco min a temperatura ambiente y se 
centrifugaron por 6 min a 13000 rpm. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 500 
µl de etanol 70% frío. Se centrifugaron las muestras por 3 min a 13000 rpm a 4°C y se 
descartó el etanol. Se dejó secar la muestra por 30 min a 42°C con el fin de evaporar el 
etanol y dejar solamente el pellet que se precipitó en el paso anterior. EL pellet se 
resuspendió en 50 µl de buffer TE 1X. Luego, se agregó 1 µl de ARNasa A con 
concentración de 10 mg/mL (Thermo Scientific), y se incubó por 30 min a 37°C. 
Finalmente se determinó la concentración y la pureza de las muestras con el Nanodrop 
One C (Thermo Scientific). 

Delantero (5´-3´) Reverso (5´-3´)
ATM1 ZEAMMB73_719523 1 ACCTTACGATGGCAACAAGG CACAACCGATCAACATCCAC
ATR1 ZEAMMB73_001485 1 TAGATCAGCGAGGGCAAGTT GACGACTCCTGGTCTCTTCG

1 GTGGGACGGCAGTGAAGTAT CAAGCTGATGCAACCAAGAA
2 CAGGCAACACAAAGCCAGTA GCCTAGGTGGTACTGGTGGA
1 TGCACATGGCTAAGTTCCTG AATGGGCTTGAACTGTGGTC
2 ATTGGAGGAAACATCATGGC ATCAACTGGAGGAGGAGCAA

BRCA1 GRMZM2G080314_T01 1 AAAGCCAAACCAGAAGGACA AGGTGCTTCAATGTCCAACC
KU80 ZEAMMB73_970034 1 AATGGGAGGCAGTCAAGTTC ATGCATTGCTCTTGCTATCG
LIG4 ZEAMMB73_740813 1 CTACTGGTGGCGATGTTCC GCGCTGAAGTAGTCATCCCT

CDKB2;1 ZEAMMB73_508670 1 GCACCCGTACTTCAATGAT TGCTTCAGGGTAGCCATATT
1 CAACATCCAGAAGGAGAGCA GACTCCACCTCAAGGGTGAT
2 ATCACCCTTGAGGTGGAGTC TGCTCTCCTTCTGGATGTTG

ElF4A ZEAMMB73_Zm00001d015251 1 CGTCCAGAGGTTCTACAA CATCCTTCGCCACAATAC

Imprimadores

SOG1 GRMZM2G027309

RAD51 ZEAMMB73_415620

Versión del 
imprimador

UBQ10 ZEAMMB73_119779

Nombre 
del gen

Nomenclatura GenBank del 
gen
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 El PCR tiempo real y las curvas de disociación se realizaron con las muestras de 
ADN diluidas a 50 ng/µl utilizando el kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega). Cada 
reacción se realizó con un volumen final de 10 µl, una concentración de 0,5 µM de cada 
imprimador (cuadro 2) y 2 µl de ADN. Además se incluyó un control negativo sin la 
muestra de ADN (Non Template Control: NTC) y un control absoluto sin los imprimadores 
Se utilizó el siguiente perfil térmico: un ciclo de activación de 95°C por un minuto, 40 
ciclos con una fase de desnaturalización a 95°C por cinco segundos y una de 
anillamiento y extensión a 60°C por 30 segundos y un ciclo final de disociación de 60°C 
a 95°C, con un aumento de 1°C cada 5 segundos. Los gráficos se analizaron para 
determinar si existió amplificación y confirmar si los imprimadores eran específicos para 
las cuatro accesiones. El equipo que se usó fue un RotorGene de la marca Qiagen 
conectado a una PC, y controlado por medio del software QRex (Qiagen). 

 Con la cuarta versión del genoma de la accesión B73, se elaboraron diagramas 
de cada gen. Tanto la secuencia de cada gen y del ARN mensajero se obtuvieron de la 
base de datos Maize GDB (Genética y genómica del maíz, en español) 
(https://www.maizegdb.org/). Tanto las secuencias de ADN genómico, como el ARN 
mensajero y los imprimadores para cada gen se alinearon con la versión de prueba del 
software Snapgene. Los diagramas se elaboraron en el servidor de visualización de 
estructura genética versión 2 (GSDS 2.0 por sus siglas en inglés Gene Structure Display 
Server) (Hu et al. 2015). 
Medición de la expresión de genes 
 Para dicho experimento se utilizaron las accesiones Pujagua1 (P1) y Pujagua2 
(P2) y las líneas homocigotas B73 y Mo17 como control. Se germinó para cada accesión 
tres grupos de seis semillas por plato Petri. Dichos platos Petri se colocaron en cajas 
plásticas cerradas para mantener la humedad y se mantuvieron con un fotoperiodo de 
12 horas por siete días. Posteriormente, de cada plato Petri, se extrajo 2 plántulas en 
forma aleatoria y se les sumergió el hipocótilo y las raíces en platos Petri llenos con una 
solución de zeocina a una concentración de 100 µg/mL o en agua destilada por 24h 
dependiendo si correspondían al tratamiento o al control respectivamente. Para este 
experimento solamente se sometieron las plántulas a un tratamiento. 

El tratamiento con zeocina consistió en tomar las plántulas inmediatamente 
después de las 24 horas en el químico. Mientras que el control consistió en dejar las 
plántulas 24 horas en agua destilada. Inmediatamente después de terminado el 
tratamiento se tomaron entre 100 y 150 mg del hipocótilo de ambas plántulas, se 
colocaron en tubos Eppendorf y se les sumergió en nitrógeno líquido. Las muestras se 
almacenaron a -80°C en un refrigerador Eppendorf CryoCube hasta el momento de la 
extracción de ARN. Cada plato Petri con 2 plántulas correspondió a una unidad 
experimental y se realizaron 3 repeticiones biológicas de cada accesión con su 
respectivo tratamiento. 

 Posteriormente, de cada tubo Eppendorf con los hipocótilos en -80°C se tomó 20 
mg para realizar la extracción de ARN. La misma se realizó utilizando el kit RNAeasy 

https://www.maizegdb.org/
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Plant Minikit (Qiagen) siguiendo la metodología del fabricante. A las muestras se les 
realizó la medición de concentración y pureza por espectrofotometría con el NanoDrop 
One. Se utilizaron solamente muestras con valores de A260/230 de 1,9 a 2,2 y valores 
de A260/280 mayores a 1,8. Dichas muestras se trataron con ADNasa I de Invitrogen de 
la siguiente manera, para 1 µg de ARN se agregó 1 µl de buffer para ADNasas, 1 µl de 
ADNasa y se agregó agua tratada con DEPC hasta alcanzar un volumen de 10 µl. Luego 
se incubó por 15 min a temperatura ambiente. Para desactivar la ADNasa se agregó 1 µl 
de EDTA a 25 mM y se calentó a 65°C por 10 min. 

Luego, con el ARN aislado, se sintetizó el ADN complementario (ADNc) con el kit 
Access RT-PCR System (Promega) siguiendo las especificaciones del fabricante. Se 
utilizaron 2 µl de muestra de ARN a una concentración de 90,9 ng/µl en cada reacción. 
La retrotranscripción se realizó en un termociclador Rotor-Gene de Qiagen, con el 
siguiente perfil térmico: un ciclo inicial de 45 minutos a 45°C, un ciclo de 2 minutos a 
94°C, 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, un minuto a 60°C y 2 minutos a 68°C, finalmente 
un ciclo de 7 minutos a 68°C. El ADN complementario resultante se almacenó a -20°C 
hasta realizar la medición de la expresión génica. 

Para medir la expresión génica se realizó un PCR cuantitativo con el kit GoTaq 
qPCR Master Mix (Promega) en el aparato Rotor-Gene (Qiagen). Para cada muestra se 
utilizó un volumen final de 10 µl, una concentración de 0,5 µM de cada imprimador 
(cuadro 2) y 2 µl de ADN complementario. Se utilizó el siguiente perfil térmico: un ciclo 
de activación de 95°C por un minuto, 40 ciclos con una fase de desnaturalización a 95°C 
por cinco segundos y una de anillamiento y extensión a 60°C por 30 segundos, y un ciclo 
final de disociación de 60°C a 95°C con un aumento de 1°C cada 5 segundos. 

En cada repetición se midió la expresión de los genes homólogos a A. thaliana: 
ATM (Garcia et al. 2000), SOG1 (Preuss y Britt 2003), y se utilizó como gen de referencia  
EIF4A (Lin et al. 2014) (Cuadro 1). Se utilizaron dos réplicas técnicas para cada reacción. 
Y se determinó la eficiencia de la reacción para cada accesión y cada imprimador 
mediante una serie de cinco diluciones con un factor de dilución de 2 y se utilizaron dos 
réplicas técnicas en cada dilución. 

 

El cálculo de la tasa de expresión del gen objetivo (R) se calculó mediante la 

siguiente fórmula R = (Eobjetivo)∆CPobjetivo(CPObjetivo−CPControlObjetivo)

(EGR)∆CPGR(CPGR−CPControlGR)
 (Pfaffl 2001). Donde 

R es la tasa de expresión del gen objetivo; Eobjetivo es la eficiencia de reacción del par de 
imprimadores que corresponden al gen objetivo; ∆CPobjetivo corresponde al diferencia en 
el ciclo umbral (CP por sus iniciales en inglés: “Crossing Point”) del gen objetivo menos 
el CP de un calibrador (CPControlObjetivo), que en este caso corresponde al tratamiento 
control. EGR es la eficiencia de reacción del par de imprimadores que corresponden al 
gen de referencia; ∆CPGR corresponde a la diferencia en el ciclo umbral del gen de 
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referencia menos el CP de un calibrador (CPControlGR), que en este caso corresponde al 
tratamiento control. 

Para introducir los valores de CP a la fórmula, se promediaron los valores de CP 
de las dos replicas técnicas que poseía cada repetición biológica y se determinó la 
expresión del gen para cada repetición biológica. Los datos resultantes se sometieron a 
un análisis de homogeneidad de variancias y las comparaciones entre tratamiento se 
realizaron mediante una prueba de separación de medias DGC con el programa Infostat 
versión libre.   
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Resultados 
 

Medición de la capacidad de reparación de ADN 
 Producto de la exposición a la zeocina, se determinó que en todas las accesiones 
se indujo rupturas de doble cadena (RDC) de ADN con la excepción de la accesión P1. 
Las plántulas de la accesión P1, presentaron el menor porcentaje de ADN en la cola 
luego de 24 horas de exposición a zeocina y su porcentaje de daño fue igual al de las 
plántulas sin tratar (control) (Figura 1), es decir, fue la única accesión no sensible y, por 
tanto posiblemente resistente al daño por radiación. Las accesiones B73, Mo17, P2, T, J 
y C se clasificaron como sensibles a la zeocina y por tanto no resistentes. Por otra parte, 
los núcleos de los hipocótilos sin tratar con zeocina (control) de la accesión T presentaron 
el menor porcentaje de ADN en la cola.  

Figura 1. Porcentaje de ADN en la cola de los núcleos de plantas de maíz tratadas o no 
(control) con zeocina sin reposo posterior (zeocina) en siete accesiones: B73, Congo (C), 
8689 (J), Mo17, Pujagua1 (P1), Pujagua2 (P2) y 8290 (T). Las barras representan el error 
estándar y las letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba 
DGC entre accesiones y tratamientos con una significancia del 0,05 (n=3). 

 

 Con respecto a la capacidad de reparación de RDC de ADN, se determinó que 
existe una accesión con capacidad nula de reparación, cuatro con capacidad de 
reparación parcial y una con capacidad de reparación total. Como se observa en la figura 
2 la accesión Mo17 fue la única con capacidad nula de reparar sus RDC, ya que después 
de 1 hora de reposo, el porcentaje de ADN en la cola de los núcleos no varió. Por otro 
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lado, las accesiones B73, C, J y T; repararon parcialmente el daño provocado en su ADN 
por el tratamiento con zeocina, ya que luego de una hora de reposo el porcentaje de ADN 
en la cola de los núcleos disminuyó, pero fue mayor al control. La accesión P2 tuvo la 
capacidad total de reparar las RDC causadas por el tratamiento con zeocina ya que luego 
de una hora de reposo el porcentaje de ADN en la cola de los núcleos disminuyó hasta 
llegar a un porcentaje igual al control (Figura 2, Cuadro 3). 

 
Figura 2. Porcentaje de ADN en la cola de los núcleos de plantas de maíz tratadas o no 
(control) con zeocina sin reposo posterior (zeocina) y con una hora de reposo (z+reposo) 
en las seis accesiones clasificadas como no resistentes: B73, Congo (C), 8689 (J), Mo17, 
Pujagua2 (P2) y 8290 (T). Las barras de error representan el error estándar y las letras 
indican diferencias significativas de acuerdo a una prueba DGC entre tratamientos dentro 
la misma variedad con una significancia del 0,05 (n=3). 
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Figura 3. Imágenes de núcleos de plantas de maíz tratadas o no (control) con zeocina 
sin reposo posterior (zeocina) y con una hora de reposo (z+reposo) en siete accesiones: 
B73, Congo (C), 8689 (J), Mo17, Pujagua1 (P1), Pujagua2 (P2) y 8290 (T). Los colores 
morado y azul corresponden a áreas con alta densidad de ADN, mientras que el verde y 
el amarillo corresponden a áreas con baja densidad de ADN y colas de ADN. 

 En las imágenes de los núcleos se observa que solamente en P1 los núcleos de 
las plantas tratados con zeocina y los que no fueron tratados son casi idénticos, lo que 
indicada posible ausencia de daño debido al tratamiento. En el resto de accesiones sí se 
observa una cola o zonas de menor densidad de ADN (Figura 3), lo que sugiere 
presencia de daños en el ADN debido al tratamiento. Además, se puede observar que 
solamente en los núcleos de plantas expuestas a zeocina y con una hora de reposo 
(z+reposo) de la accesión Mo17 aún se observa la cola de ADN y áreas con baja 
densidad de ADN, lo que sugiere que no hubo reparación. Por otro lado, en el caso de 
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P2, los núcleos de plantas tratadas con agua (control) y los del tratamiento z+reposo son 
casi idénticos. En el caso de B73, C, J y T; se pueden observar zonas de baja densidad 
de ADN en el tratamiento z+reposo, pero no se observa una cola como en el caso de 
Mo17, lo cual sugiere que sí existió reparación, pero que no es total como en el caso de 
P2 (Figura 3). 

Cuadro 3. Clasificación de las accesiones según su sensibilidad a la zeocina y su 
capacidad de reparación de rupturas de doble cadena (RDC) de ADN. 

Código de la 
accesión 

Identificación Clasificación según 
sensibilidad a la 

zeocina 

Clasificación según 
capacidad de 

reparación de RDC 
de ADN 

B73 B73 No resistente Parcial 
Mo17 Mo17 No resistente Nula 

8689 (morado) J No resistente Parcial 
8290 (morado) T No resistente Parcial 

Pujagua1 (morado) P1 Resistente No aplica 
Pujagua2 (morado) P2 No resistente Completa 

Congo (morado) C No resistente Parcial 
  

Se compararon los porcentajes de reparación de ADN de las variedades 
clasificadas como no resistentes y con capacidad de reparación parcial, no obstante el 
efecto de las accesiones no fue significativo, ya que se obtuvo un valor de p de 0,73 
superior al nivel de significancia de 0,05. Por lo tanto, no es posible realizar la 
comparación. 

Determinación de la especificidad de los imprimadores 
 Con el fin de determinar cuáles imprimadores son aptos para cuantificar la 
expresión genética, se realizó un PCR en tiempo real y una curva de disociación con 
cada imprimador en las accesiones P1, P2, y en los genomas de referencia B73 y Mo17. 
Con respecto a los genes de referencia, en el caso de los imprimadores para el gen 
UBQ10 las muestras que correspondían a los controles negativos (Non Template 
Control= NTC) mostraron amplificación. La amplificación de los NTC sugiere 
contaminación de los imprimadores, formación de dímeros de imprimadores o que estos 
estaban generando productos inespecíficos, por tanto no se incluyeron los gráficos de 
estos imprimadores. 
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Por otro lado, el par de imprimadores para el gen EIF4A mostró amplificación en 
todas las accesiones y no la mostró en el NTC (Figura 4), por tanto no hubo presencia 
de contaminación ni formación de dímeros del imprimador ni se generaron productos 
inespecíficos. Además, las temperaturas de fusión (Tm) en todas las accesiones fueron 
muy similares, con una diferencia de 0,4°C entre la accesión con menor Tm (B73 con 
84,8°C) y la que presentó mayor Tm (P2 con 85,2°C) (Cuadro 4). 

Figura 4. Curva de amplificación (A) y de disociación (B) en PCR en tiempo real 
con los imprimadores del gen EIF4A en las accesiones B73, Mo17, Pujagua1 (P1), 
Pujagua2 (P2) y el control negativo sin ADN (NTC) 

En el caso de los genes relacionados a la reparación de ADN, únicamente el 
imprimador del gen LIG4, presentó amplificación en el NTC, por tanto no se muestra su 
gráfico. Los imprimadores para el gen ATM (Figura 5), presentaron amplificación en 
todas las accesiones. Cada accesión presentó solamente un pico en la curva de 
disociación, por tanto solamente una Tm. Entre la accesión con menor Tm (B73 con 
82,5°C) y la de mayor Tm (P1 con 85,3°C) existió una diferencia notable de 2,8°C 
(Cuadro 4) lo que podría sugerir diferencias en los productos de PCR posiblemente 
debido a polimorfismos. 

Figura 5. Curva de amplificación (A) y de disociación (B) en PCR en tiempo real 
con los imprimadores para el gen ATM en las accesiones B73, Mo17, Pujagua1 (P1), 
Pujagua2 (P2) y control negativo sin ADN (NTC). 
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Los imprimadores para el gen CDKB2;1, presentaron amplificación en todas la 
accesiones. Los pares de imprimadores solamente presentaron un pico en la curva de 
disociación, por tanto solamente una Tm (Figura 6). Entre la accesión que presentó la 
menor Tm (P1 con 81,5°C) y la que presentó la mayor Tm (P2 con 82,7°C) existió una 
diferencia de 1,2°C (Cuadro 4). 

Figura 6. Curva de amplificación (A) y de disociación (B) en PCR en tiempo real para los 
imprimadores del gen CDKB2;1 en las accesiones B73, Mo17, Pujagua1 (P1), Pujagua2 
(P2) y control negativo sin ADN (NTC). 

Los imprimadores para el gen BRCA1, presentaron amplificación en todas las 
accesiones. El par de imprimadores solamente presentó un pico en la curva de 
disociación, por tanto solamente una Tm (Figura 7). Entre la accesión que presentó la 
menor Tm (P1 con 80,2°C) y la que presentó la mayor Tm (Mo17 con 81°C) existió una 
diferencia de 0,8°C (Cuadro 4) 

Figura 7. Curva de amplificación (A) y de disociación (B) en PCR en tiempo real para 
para los imprimadores del gen BRCA1 en las accesiones B73, Mo17, Pujagua1 (P1), 
Pujagua2 (P2) y control negativo sin ADN (NTC). Nótese la diferencia en la altura de los 
picos 
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 Con respecto a los dos pares de imprimadores para el gen SOG1, solamente el 
segundo presentó amplificación para todas las accesiones, mientras que el primer par 
de imprimadores no presentó amplificación para la accesión P1. Además, el segundo par 
de imprimadores presentó dos picos en la curva de disociación para la accesión P2, lo 
que sugiere que el par de imprimadores no fue específico para dicha accesión o que se 
formaron heteroduplex debido al PCR (Hatcher et°al 1993) (Figura 8). En el primer par 
de imprimadores la diferencia entre las Tm entre la accesión con el menor valor (P2 con 
82,5°C) y la accesión con el mayor valor (B73 con 83,3°C) fue de 0,8°C. En el segundo 
par de imprimadores fue de 0,6°C, donde P1 obtuvo la menor Tm (81,7°C) y Mo17 y P2 
obtuvieron las mayores Tm (82,3°C) (Cuadro 4). 

 

Figura 8. Curva de amplificación (A,C) y de disociación (B,D) en PCR en tiempo real 
para el primer par (A y B) y el segundo  par de imprimadores (C y D) del gen SOG1 en 
las accesiones B73, Mo17, Pujagua1 (P1), Pujagua2 (P2) y control negativo sin ADN 
(NTC). 
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Solamente el segundo par de imprimadores para el gen RAD51, presentó 
amplificación para todas las accesiones, mientras que el primer par de imprimadores no 
presentó amplificación para la accesión P1. Además el primer par de imprimadores 
presentó dos picos en la curva de disociación con Tm muy distintas (64,2°C y 82°C) para 
la accesión B73, lo que podría sugerir que el par de imprimadores no fue específico para 
dicha accesión o que se formaron heteroduplex debido al PCR (Hatcher et°al 1993) 
(Figura 9, Cuadro 4). No obstante, tanto para el segundo par de imprimadores para SOG1 
y el primer par de imprimadores para RAD51 es necesario secuenciar los amplicones 
respectivos para determinar la causa de la presencia de dos Tm en una de las 
accesiones. En el primer par de imprimadores la diferencia entre las Tm entre la accesión 
con el menor valor (Mo17 con 82°C) y la accesión con el mayor valor (P2 con 82,2°C) 
fue de 0,2°C. Y en el segundo par de imprimadores fue de 1,9°C, donde P1 obtuvo la 
menor Tm (79,8°C) y Mo17 obtuvo la mayor Tm (81,7°C) (Cuadro 4). 

  

Figura 9. Curva de amplificación (A, C) y de disociación (B, D) en PCR en tiempo real 
para el primer par de imprimadores (A y B) y para el segundo (C y D) del gen RAD51 
en las accesiones B73, Mo17, Pujagua1 (P1), Pujagua2 (P2) y control negativo sin 
ADN (NTC). 
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El par de imprimadores para el gen ATR no presentó amplificación en todas las 
accesiones. Solamente no se presentó amplificación para la accesión P1, (Figuras 10). 
En cuanto a las Tm en el par de imprimadores para el gen ATR entre las accesiones con 
menor Tm (B73 y P2 con 81,7°C) y la de mayor Tm (P1 con 82°C) existió una diferencia 
de 0,3°C (Cuadro 4) 

Figura 10. Curva de amplificación (A) y de disociación (B) en PCR en tiempo real para 
para el par de imprimadores del gen ATR en las accesiones B73, Mo17, Pujagua1 (P1), 
Pujagua2 (P2) y control negativo sin ADN (NTC) 

 

El par de imprimadores para el gen KU80 no presentó amplificación para las 
accesiones B73, Mo17 y P2 (Figura 11). Solamente se presentó amplificación para la 
accesión P2 y con niveles de fluorescencia de aproximadamente 4 al llegar al ciclo 40. 
La Tm presentada para esta accesión fue de 79,5°C (Cuadro 4) y con un pico con un 
valor menor a 2 dF/dT (tasa de cambio de la fluorescencia con respecto al tiempo). 

Figura 11. Curva de amplificación (A) y de disociación (B) en PCR en tiempo real para 
para los pares de imprimadores del gen KU80 en las accesiones B73, Mo17, Pujagua1 
(P1), Pujagua2 (P2) y control negativo sin ADN (NTC). 
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Cuadro 4. Temperatura de fusión (Tm) de cada par de imprimadores empleado en los 
experimentos. 

Gen # de 
imprimador 

Tm (°C) del imprimador para cada accesión 
B73 Mo17 P1 P2 

ATM 1 82,5 82,7 85,3 84,3 
ATR 1 81,7 82 NA 81,7 

SOG1 
1 83,3 83 NA 82,5 
2 82,2 82,3 81,7 74/82,3 

RAD51 
1 64,2/82 82 NA 82,2 
2 81,2 81,7 79,8 80,7 

BRCA1 1 80,5 81 80,2 80,5 
KU80 1 NA NA NA 79,5 

CDKB2;1 1 82,3 82,2 81,5 82,7 
ElF4A 1 84,8 85 85 85,2 

 

Al realizar la alineación de la secuencia de imprimadores con la secuencia del 
gen respectivo, solamente el primer par de imprimadores para el gen SOG1 no mostró 
alineación, por tanto no se muestra el esquema de dicho par de imprimadores. 
Solamente el imprimador delantero del primer par de imprimadores para SOG1 y el 
imprimador delantero para del gen EIF4A mostraron una base nitrogenada que no se 
alineó. En el caso de SOG1, la base no alineada es la octava desde 5’ y en el gen 
EIF4A es la segunda base desde 5’ (Cuadro 2). 

Con respecto a la ubicación del par de imprimadores dentro del gen, en ATR, 
BRCA1, CDKB2;1, EIF4A y SOG1 tanto el imprimador delantero como el reverso se 
encontraron dentro del mismo exón. Pero en el caso de SOG1, el imprimador pudo 
haberse acoplado en tres exones, debido a que el gen posee en tres exones diferentes 
con una longitud y secuencia de bases nitrogenadas idénticas. Para los imprimadores de 
los genes ATM, KU80 y el primer par de imprimadores para el gen RAD51 el imprimador 
delantero y el reverso se encontraron en exones diferentes (Figura 12). 
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Figura 12. Representación esquemática de cada gen y la localización de los 
imprimadores respectivos utilizados en la accesión B73. Las cajas negras representan 
los exones, las líneas grises los intrones, las flechas negras orientadas hacia abajo el 
imprimador delantero (forward primer) del primer par de imprimadores, las flechas negras 
orientadas hacia arriba el imprimador reverso (reverse primer) del primer par de 
imprimadores, las flechas grises orientadas hacia abajo el imprimador delantero (forward 
primer) del segundo par de imprimadores y las flechas grises orientadas hacia arriba el 
imprimador reverso (reverse primer) del segundo par de imprimadores. Simbología: 
pb=pares de bases, kb= 1000 pares de bases. 

 

Medición de la expresión de genes 
Pocas muestras mostraron amplificación en los experimentos de qPCR para los 

genes ATM y SOG1 en las accesiones B73, Mo17, P1 y P2 luego del tratamiento por 24 
horas en zeocina. No se pudo realizar el análisis. Para poder realizar el cálculo de 
expresión relativa en una muestra son necesarios seis datos: 1) la eficiencia de reacción 
para el gen objetivo, 2) la eficiencia de reacción para el gen de referencia, 3) el valor de 
ciclo umbral (CP por sus siglas en inglés Crossing Point) para el gen objetivo, 4) el CP 
para la muestra calibradora del gen objetivo, 5) el CP para el gen de referencia y 6) el 
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CP para la muestra calibradora del gen de referencia. En todas las muestras falta al 
menos uno de los datos. 
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Discusión 
 
Medición de la capacidad de reparación del ADN 
 La zeocina se ha utilizado previamente en experimentos para provocar rupturas 
de doble cadena (RDC) de ADN en plantas, por ejemplo en A. thaliana (Yoshiyama et al. 
2014) y en el alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii (Chankova et al. 2007). No 
obstante, a la fecha no existen reportes de su uso en Z. mays. En el presente 
experimento se evidencia la capacidad de la zeocina para generar RDC en maíz con una 
dosis de 100 µg/ml por 24 horas, ya que en seis de las siete accesiones se obtuvo 
mayores porcentajes de ADN en la cola en las plantas tratadas con zeocina (tratamiento 
zeocina), que en las plantas sin tratar (control) (Figura 1). 

No obstante, los valores reportados en este experimento son menores que 
aquellos reportados para A. thaliana con radiación ionizante u otros agentes 
radiomiméticos (Menke et al. 2001, Kozak et al. 2009). En el presente experimento se 
detectaron valores máximos de porcentaje de ADN en la cola de entre 2,95 a 4,95% 
(Figura 2) luego 24 horas de exposición a una dosis de zeocina de 100 µg/ml. Mientras 
que plántulas de A. thaliana expuestas a bleocimina a dosis de entre 0,25 y 1 µg/ml, por 
una hora, presentaron porcentajes de ADN en la cola de entre 15 y 30% (Menke et al. 
2001). Plántulas de A. thaliana, expuestas por una hora a dosis de entre 10 y 50 µg/ml 
de bleomicina presentaron porcentajes de ADN en la cola del 30% al 70% (Kozak et al. 
2009). La bleomicina es un glicopéptido de la misma familia que la zeocina y con el 
mismo mecanismo de acción (Hu et al. 2018). 

 Para lidiar con los daños en el ADN las plantas poseen principalmente dos 
estrategias, a) acumular sustancias protectoras y/o antioxidantes (Mazza et al. 2000, 
Stapleton y Walbot 1994), y b) los mecanismos de reparación ADN (Waterworth et al. 
2011). En el presente experimento, debido a los valores tan bajos de daño en el ADN 
reportados se sugiere que, en comparación con A. thaliana, las accesiones utilizadas 
podrían contener mayor concentración intracelular de flavonoides y de ceras cuticulares 
en la epidermis. Al respecto se ha reportado que estas ayudan a prevenir gran cantidad 
de los daños al ADN en maíz (Stapleton et al. 1997). No obstante, es necesario realizar 
experimentos en maíz con tiempos de exposición más cortos, con el fin de descartar una 
reducción en la actividad genotóxica de la zeocina luego de 24 horas. 

 Notablemente, la accesión P1 no mostró daños en sus núcleos después de 24 
horas de exposición a la zeocina (tratamiento zeocina) (Figura 1 y 3), lo que sugiere una 
estrategia de protección ante agentes causantes de RDC de ADN. Debido a que sus 
hipocótilos son morados (Figura 13, C), esta accesión podría tener una mayor 
concentración de flavonoides de la familia de las antocianinas (Siyuan et al. 2018). No 
obstante, otras accesiones con coloraciones moradas no presentaron resistencia, por lo 
tanto otra hipótesis sería que dicha accesión podría poseer altas concentraciones del 
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flavonoide maysina, el cual se ha detectado en hojas de plántulas de maíz provenientes 
de accesiones con alta tolerancia a la radiación (Casati y Walbot 2005). 

 
Figura 13. Plántulas a los siete días después de la siembra provenientes de las 
accesiones B73 (A), Mo17 (B), P1 (C), P2 (D), T (E), J (F) y C (G). 
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Las variedades comerciales de maíz y en específico las líneas B73 y Mo17 poseen 
una síntesis reducida de flavonoides (Casati y Walbot 2005, Blum et al. 2004), lo que las 
hace menos resistentes a los daños producidos por la radiación. No obstante en el 
presente trabajo, las líneas Mo17 y B73 utilizadas por muchos años en Estados Unidos 
para generar híbridos comerciales (Sun et al. 2018), presentaron el mismo nivel de 
resistencia que cuatro de las cinco accesiones de maíz morado analizadas. No obstante, 
sí se observaron diferencias significativas en la capacidad de reparación de ADN 
posterior a la exposición al agente genotóxico. 

Para identificar si alguna variedad presenta reparación de ADN, debe existir una 
reducción en el porcentaje de ADN en la cola luego de un período de reposo posterior a 
la exposición al agente genotóxico (Menke et al. 2001). De las accesiones analizadas, 
solamente Mo17 no logró reparar su ADN, mientras que P2 reparó la totalidad de daño 
recibido, el resto de las accesiones repararon parcialmente el daño (Figura 2). Esto 
sugiere que Mo17 sí podría ser más susceptible que el resto de accesiones, pues su 
eficiencia de reparación de ADN es menor, lo que podría causar acumulación de daños 
en el ADN y en consecuencia, mutaciones deletéreas. Este es un asunto de importancia 
comercial. 

Las diferencias en la eficiencia de reparación de las RDC, podrían deberse a 
diferencias en la expresión y actividad de genes y proteínas relacionadas con las etapas 
tardías en reparación de RDC. Tal es el caso de los genes involucrados en la reparación 
no homóloga de las RDC como lo son Ku80, XPF y XRCC1, en A .thaliana. Charbonel 
(2011) reportó una reducción en la capacidad de reparación de las RDC en mutantes de 
A. thaliana carentes de dichos genes, inclusive después de 20, 40 y 90 minutos de recibir 
el tratamiento inicial con radiación ionizante. Por otro lado, diferencias en la actividad de 
las proteínas podría explicar las diferencias en la capacidad de reparación de ADN, ya 
que se ha observado que en plantas de A. thaliana defectuosas en la transcripción de 
los genes MIM, y RAD21,1 del complejo SMC (Structural Maintenance of Chromosomes: 
mantenimiento estructural de los cromosomas), se presentan deficiencias para reparar 
las RDC, 20, 40 y 60 minutos luego de recibir tratamiento con bleomicina (Kozak et al. 
2009). 

Además, Blum et al (2004) en un experimento de expresión génica con tecnología 
de microarreglos (microarrays) encontraron que la radiación ultravioleta causa que en 
B73 y Mo17 haya diferencias en expresión de hasta 5376 genes y que Mo17 tuviera más 
genes regulados negativamente que B73. A pesar de que no se mencionaron genes 
relacionados con la reparación de ADN, los resultados de este experimento sugieren que 
la tendencia podría ser la misma. Dichas diferencias podrían ser producto de la influencia 
ambiental y quizá al proceso de domesticación y mejoramiento en sí. 

En ese sentido, se esperaría que accesiones provenientes de zonas con menor 
radiación UV, presenten menor adaptación a dicho estrés, por no haber presión de 
selección. A pesar de que la cantidad de radiación varía mucho entre zonas, se ha 
observado que la irradiación en zonas tropicales es más intensa que en las zonas 
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templadas del hemisferio norte (Williamson et al. 2014) y, dentro de latitudes similares, 
a mayor altitud y menor nubosidad, mayor es la dosis de radiación UV-B (Madronich et al. 
1998). Lo anterior podría explicar por qué solamente la línea Mo17 presentó deficiencias 
para reparar su ADN, ya que esta proviene de una latitud (38,5 norte) donde, a pesar de 
que existe una alta radiación directa (1704 kWh/m2), la proporción de radiación UV-B 
(290 – 320 nm) es menor que en los trópicos y la altitud es poca (261 msnm). Por otro 
lado, el proceso de mejora genética de dicha línea se ha enfocado en el aumento de 
productividad (Troyer 2004), por tanto rasgos asociados a resistencia a estrés pudieron 
dejarse de lado. 

La línea B73, a pesar de haberse desarrollado en condiciones muy parecidas 
(latitud :42 norte, altitud: 302 msnm, radiación directa: 1658 kWh/m2) y que su proceso 
de mejora fue enfocado en el aumento de rendimiento, esta es genéticamente distante a 
Mo17. La B73 pertenece al grupo heterótico “Reid Yellow Dent” y el Mo17 a “Lancaster” 
(Stojaković et al. 2010). Además, al compararse el genoma de dichas líneas, se ha 
encontrado que más del 20% de los genes predichos poseen mutaciones o diferencias 
estructurales, lo que podría generar cambios en la síntesis de proteínas (Sun et al. 2018), 
y por lo tanto variar en la respuesta a diferentes tipos de estrés, como el daño al ADN. 

Por otra parte, en las accesiones tropicales, se esperaría que aquellas que 
provienen de zonas con mayor radiación UV-B, por ejemplo de zonas más elevadas sean 
las que presenten mayor adaptación. No obstante, lo anterior no se cumple para la 
accesión J. A pesar de que no se poseen datos de radiación UV para la zona Quiché de 
Guatemala, se sabe que está expuesta a una alta radiación directa (1982 kWh/m2) y que 
la altitud es considerable (2107 msnm), por lo que se esperaría que San Pedro Jocopilas 
fuera la zona que recibiera mayor radiación UV-B incidente. No obstante, esta accesión 
fue obtenida de un banco de germoplasma y fue introducida en este en 1978, por lo tanto 
desde aproximadamente 40 años no ha sido sujeta a presión natural ni a selección 
artificial, lo cual pudo reducir la acumulación de genes favorables para resistencia a la 
radiación. 

En Costa Rica de acuerdo con los mapas de radiación UV elaborados por Wright 
(2009), Santa Cruz posee niveles de radiación ligeramente menores a Orotina, 
Talamanca y La Cruz (43 – 43,5 W/m2 vs 44 - 45 W/m2), no obstante la accesión P1, 
proveniente de Santa Cruz y la P2 proveniente de La Cruz son las que presentan los 
rasgos más favorables de tolerancia/resistencia al daño en el ADN. Lo anterior podría 
ser debido a que estas accesiones fueron obtenidas de agricultores de la zona que han 
reproducido y comercializado el grano por varios años, por tanto podrían haber 
atravesado un proceso de selección masal que favorecía la tolerancia al estrés producido 
por la radiación (Casati y Walbot 2005). 

En el caso de la accesión T, al igual que la J, proviene de un banco de 
germoplasma y fue ingresada a este en 1978. Por la tanto, tampoco ha pasado por un 
proceso de presión ambiental ni selección artificial que propiciara la acumulación de 
rasgos favorables. En el caso de la accesión C, la empresa vende dicha semilla desde 
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2017, pero se desconoce cómo ha sido su proceso de mejora genética y de producción 
de semilla. No obstante se especula que ha sido en una zona de Orotina con moderada 
radiación UV, y que esto haya incidido en que no sea resistente a los daños producidos 
por la zeocina, pero sí que presenta reparación parcial del daño en el ADN. 

 

Determinación de la especificidad de los imprimadores 
Mediante el análisis de la curva de disociación se determinó que cinco de los 13 

imprimadores no son aptos para utilizar en el PCR cuantitativo. Los imprimadores de los 
genes LIG4 y UBQ10 se descartaron debido a la amplificación de los controles negativos 
(NTC), lo que sugiere contaminación de estos, formación de dímeros entre los 
imprimadores o productos inespecíficos. Por otro lado, se descartó el par de 
imprimadores para el gen KU80, porque solamente amplificó en la accesión P2. Además, 
se descartó el primer par de imprimadores para el gen RAD51 debido a que no amplificó 
en la accesión P1 y que presentó dos picos de amplificación en B73. A pesar que su 
especificidad se corroboró in sillico, es posible que debido al alto grado de polimorfismos 
en maíz (Walbot 2009), las muestras podrían presentar alguna mutación 
estructural/cromosomal o en la secuencia de nucleótidos, que evitó que los imprimadores 
se alinearan. 

Es relevante que, solamente se encontraron diferencias mayores a dos grados 
Celsius en la Tm entre las accesiones para el gen ATM. Variaciones entre las Tm entre 
accesiones dentro de un gen se observan en todas las muestras, no obstante dichas 
variaciones podrían ser ocasionadas por variación natural del equipo y el pipeteo y 
porque no fueron realizadas en una misma corrida (Derveaux et al. 2010). No obstante, 
variaciones cercanas a los dos grados Celsius o mayores podrían deberse a 
polimorfismos de un solo nucleótido, inserciones o pérdidas en el amplicón (Dieffenbach 
et al. 1993). Lo cual sugiere que podría ser factible seleccionar polimorfismos para el gen 
ATM, y que podría existir suficiente variabilidad genética para realizar mejoramiento 
genético para tolerancia a radiación UV-B en Costa Rica. 

 

Medición de la expresión de genes 
 Las condiciones para realizar qPCR no fueron las óptimas, y esto se evidenció en 
que no amplificaron suficientes muestras para cuantificar la expresión relativa de los 
genes ATM y SOG1. Inicialmente se consideró que sí era factible trabajar con ADNc ya 
que la amplificación fue posible con ADN genómico. No obstante, es probable que sea 
necesario optimizar la reacción variando las concentraciones de ADNc de los 
imprimadores y la temperatura de anillamiento para obtener resultados de mejor calidad. 
Además, el hecho de contar con una base nitrogenada no alineada en los imprimadores 
de SOG1 y EIF4A, pudo afectar la eficiencia de las reacciones (Dieffenbach et al. 1993). 
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Conclusiones 
 

La zeocina sí puede inducir daños en el ADN de plántulas de maíz cuando estas 
se sumergen por 24 horas en una solución de 100 µg/mL. 

 

La accesión P1 fue la única que presentó resistencia a daños en el ADN 
producidos por la zeocina. Mientras que las accesiones B73, Mo17, P2, T, J y C 
no presentaron resistencia al tratamiento por zeocina. 

 

De las accesiones no resistentes a la zeocina, la P2 presentó capacidad de 
reparación total de los daños ocasionados por el tratamiento. Las accesiones B73, 
T, J y C tuvieron una capacidad parcial de reparar el daño de ADN causado por el 
tratamiento. Y la accesión Mo17 presentó una capacidad nula para reparar los 
daños en el ADN. 

 

De los 13 pares de imprimadores analizados 5 no resultaron aptos para amplificar 
el gen respectivo. Dichos imprimadores fueron: los del gen UBQ10, los del gen 
LIG4, el primer par para RAD51 y los del gen KU80. 

 

Las condiciones utilizadas en el PCR cuantitativo para determinar la expresión 
relativa de los genes no fueron las óptimas, debido a que muchas muestras no 
amplificaron. 
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Anexos 
 

Anexo1. Cronograma de trabajo para la ejecución y elaboración del trabajo final de 
graduación 

 
 

  

Semana 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Categoría Actividad

Revisar calidad del 
material vegetal x
Capacitación de extracción 
de ADN y cuantificación de 
expresión x x
Probar kits de ensayo 
cometa x
Probar kits de extracción y 
cuantificación de 
expresión de genes x
Poner a germinar semillas x
Tratamiento con zeocina x
Ensayo cometa x x
extracción de ARN y 
cuantificación de 
expresión de genes x x x x x x x x x
optimización de primer en 
caso necesario x x x x x x
Recolectar y ordenar datos x x x x x x x
Análisis estadistico x
Redacción y presentación 
de resultados x x x
Revisión de resultados x x
Revisión de literatura x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
Redacción de la discusión x x x x x
Revisión de la discusión x x
Conclusiones y 
recomendaciones x x x
Enviar documento a  
lectores x x x
Edición del documento x x x x
Entrega x

Análisis 
de datos

Documen
to final

Ejecución 
del 

experi-
mento
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Anexo 2. Permiso de acceso a los elementos y recursos genéticos y bioquímicos de la 
biodiversidad otorgado por la Comisión Institucional de Biodiversidad de la Universidad 
de Costa Rica. 
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Anexo 3. Tamaño del producto de amplificación obtenido para cada par imprimadores 
utilizado en cada gen. 

Nombre del gen Versión del imprimador Tamaño del 
amplicón 

ATM1 1 144 
ATR1 1 66 

SOG1 1 No disponible 
2 133 

RAD51 1 131 
2 63 

BRCA1 1 154 
KU80 1 170 
LIG4 1 125 

CDKB2;1 1 126 

UBQ10 1 108 
2 160 

ElF4A 1 183 
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