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RESUMEN

El grano de maiz morado posee un contenido elevado de antocianinas que
pueden ser utilizadas como pigmentos para atender la creciente demanda por
la industria de alimentos. Se evalu6 germoplasma de maiz con grano morado
nacional (13 accesiones) y exotico (20 accesiones de Peru, 13 de Ecuador y
dos de Costa Rica), y como testigos las poblaciones de maiz morado (MCP) y
Negro Ixtenco, con el objeto de identificar accesiones con alto contenido de
antocianinas para formar variedades mejoradas para extraccion de pigmentos.
Las accesiones se multiplicaron en Coatlinchan, Estado de México. Se
evaluaron variables morfoldgicas de planta, precocidad y sanidad de planta.
En el grano se determind la ubicacion del pigmento, tipo de endospermo
(TE), peso de cien semillas y contenido de antocianinas en pericarpio (CATp)
y grano (CATg). Las accesiones exéticas de Ecuador y Perd tuvieron ciclo
de madurez, sanidad de planta, altura de planta y mazorca, y tolerancia al
acame similar a las accesiones nativas de México, y en los tres grupos el TE
fue harinoso. El pigmento en el grano de las accesiones exéticas se ubicé en
el pericarpio y en las nacionales en pericarpio y capa de aleurona. La relacién
entre el CATp y el CATg fue positiva y mas precisa cuando las antocianinas
se encontraron sélo en el pericarpio que en pericarpio y capa de aleurona. La
principal diferencia en el perfil de antocianinas entre el germoplasma exdtico
y nacional fue la presencia de compuestos de baja polaridad presentes en el
primero y ausentes en este Gltimo. Las poblaciones con mayor contenido de
antocianinas tanto en pericarpio como en grano entero fueron las originarias
de Ecuador y Pert.

Palabras clave: Zea mays L., antocianinas, grano, maiz morado,
mejoramiento genético.

SUMMARY

Purple grain maize has a high content of anthocyanins that can be used as
pigments to meet the growing demand by the food industry. Purple grain maize
germplasm of both, domestic (13 accessions) and exotic (20 accessions from
Peru, 13 from Ecuador and two from Costa Rica) origin was evaluated, along
with the landraces purple maize (MCP) and Negro Ixtenco as controls, with
the aim of identifying accessions with high anthocyanin content to develop
improved varieties for pigment extraction. The accessions were multiplied in
Coatlinchan, State of Mexico. Plant morphological variables, earliness and
plant health were evaluated. In the grain, the location of pigment, endosperm
type (ET), weight of one-hundred seeds (WHS) and content of anthocyanins in
pericarp (CATp) and grain (CATg) were determined. The exotic populations of
Ecuador and Peru presented a maturity cycle, plant health, plant and ear height,
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and tolerance to lodging similar to the Mexican populations, while the ET was
floury in the three groups. The pigment of grain in the exotic accessions was
located in the pericarp, while in the domestic ones it was in the pericarp and
the aleurone layer. The relationship between CATp and CATg was positive
and more precise when anthocyanins were found only in the pericarp than in
the pericarp and aleurone layer. The main difference in anthocyanins profile
between exotic and national germplasm was the presence of low-polarity
compounds present in the former and absent in the latter. The populations
with the highest anthocyanin content in both pericarp and whole grain were
those from Ecuador and Peru.

Index words: Zea mays L., anthocyanins, genetic improvement,
grain, purple maize.

INTRODUCCION

Debido a que el consumo intensivo de colorantes
artificiales tiene mayor riesgo de desarrollar diversos
tipos de cancer, la industria de los alimentos incrementé
la demanda de pigmentos naturales (Basu y Kuma,
2014; Hengel y Shibamoto, 2013). Las antocianinas son
compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes que
pueden sustituir a los colorantes artificiales de tonos rojos.
El maiz morado es una fuente importante de antocianinas,
las cuales se acumulan practicamente en cada estructura
de la planta (Li et al., 2008); ademas, el pigmento del maiz
morado esta reconocido y avalado por la Unién Europea
y la legislacion japonesa como ingrediente seguro en la
industria de alimentos (Lao et al. 2017)

En el continente americano existe amplia diversidad
genética de maices de grano antociano (azul, rojo, morado,
negro), documentado en México (Aragon y Taba, 2013,
Avila et al., 2016), Perti (Oscanoa y Sevilla, 2008), Ecuador
(Yanez et al, 2017, Com. Pers.)!, Bolivia (Ramirez et al.,
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1961) y Costa Rica (Oreamuno y Monge, 2018). En estos
paises el maiz morado se usa para elaborar alimentos
tradicionales y hacia ello han orientado su mejoramiento,
excepto en PerU, donde el maiz morado también se utiliza
para extraer pigmentos a nivel industrial (Yanez et al,
2017; Com. Pers.)".

Un programa de mejoramiento genético de maiz
pigmentado para la produccion de alimentos tradicionales
difiere del requerido para la produccidon comercial de
antocianinas; en el primer caso, se usan principalmente
variedades de polinizacion libre y la produccién es en su
mayoria de autoconsumo o de mediana escala, orientada
mas a la conservacion del germoplasma que al desarrollo
de agronegocios (Escobedo y Benitez, 2013; Hellin et al.,
2013), donde importa mas la cantidad de antocianinas en
el grano porque no se aprovecha el olote.

En la produccidn comercial de antocianinas el
productor es tecnificado y con visién empresarial, aqui
se requiere formar hibridos a partir de poblaciones con
alta concentraciéon de pigmentos en olote y grano, tanto
en pericarpio como en capa de aleurona, con resistencia
al acame para cosecha mecanizada, tolerantes a
enfermedades, especialmente a pudriciones de la mazorca.
Los maices nativos con pigmentos tipo antociano tienen
endospermo harinoso (Mendoza-Mendoza et al., 2017;
Salinas et al., 2005a), por lo cual es necesario seleccionar
hacia endospermo coérneo, lo que permitira reducir granos
quebrados por la trilladora, dafios de plagas de almacén,
facilitar el perlado del grano y uso de subproductos del
grano para la elaboracion de combustibles como el etanol
(Somavat et al., 2018).

La gran diversidad del maiz pigmentado en cantidad
de antocianinas en grano, entre y dentro de poblaciones
(Espinosa et al, 2009; Harakotr et al., 2015; Mendoza-
Mendoza et al, 2017, Salinas et al, 2013) justifica
seleccionar las accesiones antes de iniciar un programa
de hibridacién (Hallauer y Miranda, 1988). Bajo este
contexto, el objetivo de esta investigacion fue seleccionar
accesiones de maiz morado locales e introducidas
en México, para iniciar un programa de mejoramiento
genético de maiz morado para la extraccién comercial
de antocianinas, considerando aspectos de adaptacion,
variables agrondmicas, fisioldgicas, caracteristicas fisicas
de grano y contenido de antocianinas.

MATERIALES Y METODOS
Material genético

A partir de imagenes disponibles de la colecta de
maices nativos financiada por la Comision Nacional para
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el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO)
y realizada por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolasy Pecuarias (INIFAP), se seleccionaron
13 accesiones de maiz morado de México. Con los datos de
pasaporte se solicitdé una muestra de semilla al banco de
germoplasma de maiz, ubicado en el Campo Experimental
Valle de México del INIFAP; ademas, se solicité al banco
de germoplasma del Centro Internacional de Maiz y Trigo
(CIMMYT) semilla de 35 accesiones de maiz morado,
de las cuales dos son originarias de Costa Rica, 13 de
Ecuador y 20 de Perd. Como testigos se utilizaron la
variedad de maiz morado (MCP) de la empresa Altecsa
S.A. de C.V. ubicada en Huamantla, Tlaxcala y el maiz
morado Negro Ixtenco, colectado en San Juan Ixtenco,
Tlaxcala, México. Las muestras (de 200 a 400 semillas)
se dividieron en tres partes para: 1) multiplicacion de la
semilla, 2) caracterizacion fisica del grano, cuantificacion
y andlisis de antocianinas, y 3) conservacion como semilla
remanente.

Multiplicacion de semilla

La semilla de las 48 poblaciones y los testigos se sembré
el 5 de junio de 2015 bajo riego en el Campo Experimental
Valle de México del INIFAP, ubicado en Coatlinchan, Texcoco,
Estado de México, con coordenadas geograficas 19° 26
56" N, 98° 52' 20" O a 2300 m de altitud. Las poblaciones
se sembraron en surcos de 10 m de longitud separados a
0.8 m, el nimero de surcos sembrados por poblacién fue
de 2,4 0 7 surcos en funcién de la semilla disponible.

Se sembraron dos semillas cada 25 cm, para aclarear
a una planta por mata, lo que representd una densidad
de poblacion de 50 mil plantas ha'. Para el manejo
agronomico se aplicaron las recomendaciones para maiz
generadas por el INIFAP para esta localidad (INIFAP, 2017).
En la etapa de floracion se realizaron polinizaciones planta
a planta en numero variable para cada poblacion, pues
hubo heterogeneidad en el porcentaje de germinacion y
asincronia floral por desadaptacion de algunas poblaciones
introducidas.

Con base en una muestra de cinco plantas, se realizd una
caracterizacion agronémica preliminar de las poblaciones.
Las caracteristicas registradas fueron: a) dias a floracién
masculina, desde la siembra hasta liberacion de polen en
50 % de las plantas, b) dias a floracién femenina, desde
la siembra hasta aparicion de estigmas con una longitud
minima de 3.0 cm en el 50% de las plantas, ¢) altura de
planta, medida en cm desde el nivel del suelo hasta la hoja
bandera, d) altura de la mazorca, medida en cm desde el
nivel del suelo hasta el nudo donde se inserta la mazorca
principal, ) sanidad de planta, mediante calificacion visual
de 1a10,donde 1 conrresponde a plantas completamente
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enfermas y 10 a plantas completamente sanas, f)
porcentaje de acame de tallo, relacion entre el ndmero
de plantas quebradas por debajo de la mazorca principal
y multiplicada por 100, g) porcentaje de acame de raiz,
relacién entre el nimero de plantas caidas o desviadas 30°
de la vertical y multiplicada por 100, h) longitud total de la
espiga en cm, i) nimero de ramas de la espiga, y j) nimero
de hojas arriba de la mazorca principal. No se estimé el
rendimiento de grano debido a que las plantas se utilizaron
para multiplicar el grano y las mazorcas polinizadas
generalmente no estuvieron completamente llenas. La
cosecha y desgrane fueron de forma manual y se hizo una
clasificacion racial preliminar para ubicar de manera mas
precisa el acervo genético bajo evaluacion.

Analisis fisicos del grano

Se registro el peso de cien semillas (PCS); para ello, se
pesaron 50 granos de cada poblacion en una balanza
semi-analitica Sartorius BL610 (Sartorius AG, Goettingen,
Alemania) y el peso se multiplicd por 2. Para determinar
la ubicacion del pigmento (UP) y tipo de endospermo (TE),
se remojaron 10 granos sanos en agua a temperatura
ambiente por 20 min, se les retird el agua, y el pericarpio
se separd con bisturi. El pigmento se ubicd en pericarpio
(P), capa de aleurona (CA) o en ambas estructuras (P/
CA); para determinar el TE, los granos se cortaron en
plano longitudinal para obtener dos mitades, éstas se
clasificaron visualmente por la proporcion de endospermo
harinoso con base en la escala de Bedolla y Rooney (1982),
donde: 1 corresponde a 100 % harinoso (H), 2a 75 % H, 3
ab0%H,4a25%H,y5a100 % cristalino. Estos analisis
se realizaron por duplicado en la semilla de las accesiones
proporcionada por los bancos de germoplasma (semilla
original).

Preparacion de muestra, extraccion y analisis de
antocianinas en pericarpio y grano

En el grano de maiz morado las antocianinas se
concentran principalmente en el pericarpio (Salinas et
al., 2005b); por lo tanto, las poblaciones se seleccionaron
considerando el contenido de antocianinas de esta
estructura del grano. Dado que la separacién del pericarpio
del grano es una actividad laboriosa, al requerir un tamafio
de muestra de entre 20 y 25 pericarpios para un analisis
confiable, el andlisis de antocianinas en pericarpio (CATp)
solo se realizd en 14 accesiones de grano morado; sin
embargo, en todas se cuantificaron las antocianinas en
grano entero (CTAg), tanto en la semilla original como
en las multiplicadas de las que se dispuso de semilla.
Para obtener el CATp se remojaron 25 granos en agua
caliente (50-60 °C) por 15 min; después, los pericarpios se
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separaron con bisturi, se secaron a temperatura ambiente
y en oscuridad por 24 h'y se molieron en un molino tipo
ciclonico (UDY Corporation, Cyclone Sample Mill, Fort
Collins, Colorado, EUA) con malla 0.5 mm (Monroy et
al. 2016). La harina obtenida se coloco en viales &mbar
en una estufa a 40 °C por 24 h. Las muestras se dejaron
enfriar en un desecador.

Para obtener el CATg, el tamafio de muestra fue de
15 granos, los cuales se remojaron por 15 min en agua
caliente (50-60 °C), luego se les removié el embrién con un
bisturi. Los granos se colocaron en toallas de papel para
que secaran y al dia siguiente se molieron en un molino
tipo ciclénico con malla de 0.5 mm. La harina se colocé
en charolas pequefas de aluminio y se deshidrato por 24
h en un horno a 40 °C. Las muestras se dejaron enfriar en
un desecador, se guardaron en viales oscuros sellados y se
almacenaron en refrigeracion (Salinas et al., 2005b). Como
la pérdida de antocianinas se acelera al moler la muestra,
los analisis se realizaron en los dias inmediatos.

Para la extraccion de antocianinas en pericarpio, una
muestra de 20 mg de pericarpios molidos se depositd en
un matraz Erlenmeyer de 50 mL y se agregaron 10 mL de
metanol acidificado 1% con éacido triflouracético como
disolvente. La muestra se sonicd por 15 min en un bafio
sonicador (Branson 2510 Ultrasonic Cleaner, Branson
Ultrasonics Corp., Danbury, Connecticut, EUA) y se coloco
en refrigeracion durante 105 min, se centrifugd a 4000 rpm
durante 10 min (Centrifuga Hettich Zentrifugen Modelo
Universal 32, Hettich Corp., Tuttlingen, Alemania). El
sobrenadante se recuperd y el residuo se sometié a una
nueva extraccion con 10 mL del solvente; en esta ocasion
la muestra no se sonico, solo se colocd en un agitador
horizontal durante 105 min en oscuridad y a temperatura
ambiente, se centrifugd, y el sobrenadante se juntd con
el primero. El extracto se filtré con papel Whatman No. 4
y se midio el volumen. Los extractos se almacenaron a
-20 °C hasta su analisis. Para la extraccion del pigmento
del grano se siguid el mismo procedimiento que para el
pericarpio, con un tamafio de muestra de 1.0 g de harinay
15 mL de disolvente.

La absorbancia del extracto se leyd en un
espectrofotometro (Lambda 25 UV/VIS, Perkin Elmer,
Waltham, Massachusetts, EUA) a 530 nm. Se realizaron
diluciones cuando fue necesario, empleando el disolvente
de extraccion. Se prepard una curva patrén de cianidina
3-glucosido (Extrasinthase, Francia). El contenido de
antocianinas se expresé en mg equivalentes de cianidina
3-glucosido (ECG)/100 g de muestra seca (MS) (Salinas et
al, 2005b). Los analisis, tanto del CATg como del CATp se
hicieron por duplicado.
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Andlisis de las antocianinas del grano por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC)

Este analisis se hizo solo en ocho accesiones, dos de
cada grupo con CATg contrastantes, y los dos testigos,
la variedad MCP y el maiz Negro Ixtenco. Se utilizd un
equipo Perkin Elmer series 200 (Waltham, Massachusetts,
EUA) integrado por bomba cuaternaria, degasificador,
detector de UV-Vis con arreglo de diodos (DAD) y auto-
muestreador. Se empled una columna analitica Hypersil
0DS-2 250 x 46 mm, con tamafio de particula de 5 um. El
analisis se hizo con la metodologia de Fossen et al. (2001)
aplicando las modificaciones indicadas por Salinas et al.
(2005b). Las muestras se purificaron en una columna de
Amberlita XAD-7 (Sigma, Minnesota, EUA) y se filtraron con
acrodiscos de membrana 0.22 pm (Millipore Corporation,
Burlington, Massachusetts, EUA). La identidad de los
picos se realizd mediante comparacion de los tiempos
de retencion de estandares comerciales de cianidina
3-glucosido (Cy 3-glu), pelargonidina 3-glucdsido (Pg
3-glu) y peonidina 3-glucdsido (Pn 3-glu) (Polyphenols
AS, Sandnes, Noruega) y con apoyo de la informacion de
trabajos publicados sobre andlisis de antocianinas en maiz
morado (Aoki et al., 2002; Salinas et al., 2005b).

Analisis estadistico

Para las variables agronémicas, en cada grupo de las
poblaciones se computd el promedio, valor maximo y
minimo, mientras que para los andlisis fisicos y quimicos
del grano se calculd el promedio y desviacion estandar
y se realizd analisis de regresion lineal entre el CATp y el
CATg de las poblaciones estudiadas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas agronémicas de las poblaciones

La precocidad de las poblaciones de Ecuador, Pert y
Costa Rica, en Coatlinchan, Edo. de México fue de ciclo
intermedio, en promedio la floracién masculina y femenina
en las poblaciones de Ecuador ocurrié a los 84 y 88 dias,
en las de Perd 83 y 87 dias, y en las de Costa Rica de 90
a 95 dias, valores que son menores que los registrados
en el hibrido azul HA-911 (99 dias a floracién femenina)
clasificado como intermedio-tardio (Arellano et al., 2013).
Es importante la precocidad mostrada por las poblaciones
pigmentadas de Ecuador y Perd, pues el nimero de dias
a floracion de la variedad INIAP-119 Racimo de Uva en
Ecuador tiene 114 dias (Yanez et al., 2017, Com. Pers.)' y
el de la raza Kculli en Pert entre 100 y 120 dias (Manrique,
2000), y hasta 140 y 144 dias (Oscanoa y Sevilla, 2008).

En las poblaciones mexicanas el promedio fue 85y 89
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dias, seis de éstas fueron de ciclo intermedio y tardio y el
resto precoces, con 68 y 70 dias a floracion masculina y
femenina, incluyendo al testigo Negro Ixtenco (Cuadro 1).

Las poblaciones de Ecuador, en promedio, fueron las
mas altas (215 cm), sequidas por las de Perd (213 cm),
México (210 cm) y Costa Rica (150 cm). El mayor promedio
de altura de mazorca se registré en las poblaciones de
Pert (137 cm). Los valores maximos y minimos de altura
de planta y mazorca de las poblaciones de Ecuador estan
dentro de los valores registrados en la variedad INIAP-199
Racimo de Uva (Yanez et al.,, 2017, Com. Pers.)!. De manera
similar, en las poblaciones de Peru el promedio de altura de
planta estuvo dentro del intervalo de la variedad de maiz
Morado Cantefio (180 a 250 cm) (Manrique, 2000), y en
las de México el promedio de altura de planta fue similar
al informado para poblaciones de maiz azul (Arellano et al.,
2003) (Cuadro 1).

El porcentaje de acame de tallo oscild de 0.0 a 1.2 %, el
valor maximo se registré en la poblacién PERU-628 (3.6
%). En promedio, el acame de raiz en los cuatro grupos
de poblaciones oscild entre 0 y 6.0 %, el valor maximo,
18.2 %, se registré en la poblacién de México TLAX45. La
sanidad de planta se tomé como medida de adaptacion
de las poblaciones introducidas, donde sobresalieron las
poblaciones de Ecuador con valores maximos y minimos
de entre 7 y 9, en las poblaciones de Perd sélo ANC-627
registrd 9 y el resto tuvo valores entre 6y 7, y en las de
México sélo VER-402 tuvo 9, y en el resto la calificacion
fluctud entre 6 y 8. Las poblaciones de Perd y Ecuador
tienen longitud de espiga de 59.7 y 61 cm promedio,
respectivamente, similar a las de México (59 cm promedio),
pero mayor numero de ramas, lo que puede ser una ventaja
en la produccién de polen para su multiplicacion. También
las poblaciones de Ecuador, en promedio, tuvieron seis
hojas arriba de la mazorca, lo que podria conferirles mas
eficiencia en la produccion de grano (Subedi y Ma, 2005)
con respecto a los otros tres grupos (Cuadro 1).

Caracteristicas fisicas de grano

En el analisis de las caracteristicas fisicas del grano
de las accesiones de evaluadas se encontré que en
las de Ecuador, Perti y Costa Rica y en el testigo MCP el
pigmento estuvo en el pericarpio, excepto en la accesion
de Costa Rica CRI-397, mientras que en las de México
y el testigo Negro Ixtenco el pigmento se ubicé tanto en
pericarpio como en capa de aleurona (CA) (Cuadro 2). La
concentracién de pigmentos en el pericarpio facilita la
separacion mecanica de la fraccion colorida, y el resto
del grano, germen y endospermo, pueden destinarse a
otros usos de valor comercial, lo cual reduce el costo
del pigmento y hace mas rentable la produccion de maiz
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Cuadro 1. Caracteristicas agrondmicas de poblaciones pigmentadas de maiz nacionales e introducidas, evaluadas en
2015 en el Campo Experimental de INIFAP de Coatlinchan, Edo. de México.

5 | Altitud Clagif_ Floracion (d)  Altura(cm)  San. Acame (%) Espiga (cm) NQ

Poblacion Origen msnm r_aC|aI_ ] . No. Hojas
primaria Masc. Fem. Pta. Maz. Tallo Raiz Longitud ramas  AMZ

ECU-214 EC ND 85 89 263 159 9 0 1.7 65 13 6
ECU-215 EC Racimo 81 85 184 110 9 33 22 67 13 5
ECU-398 EC Racimo 83 87 180 105 8 2.6 0 58.4 17 7
ECU-6018 EC 2810 Racimo 89 94 232 143 8 0 8.3 60 17 6
ECU-6020 EC 2810 Racimo 86 90 219 17 9 0 0 60 17 6
ECU-6021 EC 2810 Racimo 87 91 221 121 9 0 3.6 54 10 6
ECU-7201 EC Racimo 80 83 246 136 8 0 0 64.4 12 6
ECU-12702 EC ND ND 86 90 229 135 8 0 0 60 12 7
ECU-12675 EC ND ND 86 90 202 106 9 4.3 0 59.6 15 7
ECU-12696 EC 2650 ND 85 90 225 132 8 0 0 57 16 6
ECU-6019 EC 2810 ND 84 88 189 99 7 1.9 1 62 10 5
ECU-12717 EC 2750 ND 83 86 222 126 7 0 0 51 20 6
ECU-12803 EC 2900 Racimo 81 85 177 95 7 0 0 70 17 6
Media 84 88 215 122 8 1 1 61 14 6
Maximo 89 94 263 159 9 43 83 70 20 7
Minimo 80 83 177 95 7 0 0 51 10 5
APUC-123 P ND 79 83 168 110 7 0 1.2 63 13 5
APUC-136 P 3500 ND 74 78 163 95 7 0 63 13 5
ANC-383 P 3200 ND 72 I 159 68 6 0 0 64 13 4
ANC-395 P ND r 79 180 115 ’ 0 58.4 15 4
PERU-586 P ND Alazan 96 101 236 191 6 0 1.2 66 12 6
AYA-T7 P 2400 Keulli 79 82 207 130 6 0 60 14 6
AREQ-130 P ND 79 82 210 136 6 1.2 0 56.4 14 5
AREQ-165 P 2600 ND 74 I 203 110 7 16 16 60 10 6
PERU-628 P 46 ND 92 96 230 166 6 36 18 57 20 5
PERU-578 P 732 Arizona 99 104 234 155 6 14 28 63 16 5
PERU-593 P 92  Colorado 93 96 250 172 6 25 12 61 21 6
PERU-800 P 74 Alazan 83 88 212 154 6 61 15 5
PERU-606 P Colorado 93 97 203 119 6 51 22 6
PERU-614 P ND Alazan 94 98 251 197 6 34 1.1 56 20 4
PERU-633 P 92  Colorado 70 72 196 116 7 29 1.4 55 14 5
ANC-413 P 2800 ND 96 101 247 161 6 2.5 0 60 19 5
AREQ-191 P 2620 ND 4 r 206 121 v 58 12 4
AYA-47 P ND ND 75 79 185 112 v 56 20 4
ANC-627 P 2850 ND 95 100 292 194 9 28 28 62 21 6
APUC-99 P 3100 ND 73 80 220 120 7 21 1.1 63 17 5
Media 83 87 213 137 7 1.2 09 59.7 16 5
Maximo 99 104 292 197 9 36 28 66 22 6
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Cuadro 1. Continuacion.

Altitud Clasif. Floracion (d)  Altura(cm)  San. Acame (%) Espiga (cm) No.

Poblacién Origen mslnum racial ) . o Hojas
primaria Masc. Fem. Pta. Maz. Tallo Raiz Longitud ramas AMZ

Minimo 70 72 159 68 6 0 O 51 10 4

CRI-268 CR 70 Negrito 90 95 128 8 6 0 O 53 14 5

CRI-397 CR 180 Chococ 90 95 172 102 6 0 O 56 13 6

Media 9 95 150 9% 6 0 O 543 135 52

Maximo 90 95 172 102 6 0 O 56 14 6

Minimo 9 95 128 8 6 0 O 53 13 5

GRO-559 MEX 1619 Ancho 74 78 171 97 7 0 O 63 10 5

TLAX-43 MEX 2491 & 72 74 178 125 7 0 81 60 8 4
Conicos

TLAX-44 MEX E 71 74 185 118 7 17 137 62 6 4
Conicos

TLAX-71 MEX 2500 .= 68 71 165 105 7 0 102 59 9 4
Conicos

TLAX-112  MEX 2250 . © 67 69 164 89 7 0 0 54 6 4
Conicos

TLAX-245 E.

(789 MEX 2160 . 77 80 215 1382 7 0 182 64 8 4

VER-402  MEX A”Aorf]'”o 101 106 281 187 9 18 64 648 9 5

VER-416 MEX 1937 ATOolom ot q0s 272 182 8 0 82 62 10 6
Tuxpeno

VER-421 MEX Tuxpefio 102 107 275 190 8 18 54 57 10 6

VER-407 MEX 1950 AToollomge g0 002 48 8 0 74 61 14 5
Tuxpefno

VER-549 MEX 1970 ATOolomge q03 48 145 6 0 0 58 15 6
Tuxpefo

PUE-735 MEX 2131 & 113 118 176 115 7 0 0 49 14 6
Conicos

PUE-652 MEX 2776 .= 67 70 178 99 7 0 0 56 7 3
Conicos

Media 85 89 210 133 7 0 6 59 10 5

Maximo 113 118 281 190 9 2 18 65 15 6

Minimo 67 69 164 89 6 0 0 49 6 3

MCP (T) 2500 81 8 197 118 7 0 09 64 17 5

Negro MEX 2542 & 68 70 191 131 7 0 0 59 8 3

Ixtenco (T) Conicos

EC: Ecuador, P. Pert, CR: Costa Rica, MEX: México, AMZ: nimero de hojas arriba de la mazorca, San.: sanidad de planta (1 = completamente enferma
y 10 = completamente sana), ND: no definida, MCP. maiz comercial pigmentado.
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morado (Salinas et al., 2005a; Somavat et al., 2018).

El tipo de endospermo del grano en las accesiones de
Ecuador fue 100 % harinoso (100H), excepto en ECU-6020
que fue 75H; en las de Pert, en PERU-800 y ANC-413 el
grano fue 75H y PERU-586 50H vy el resto tuvieron grano
100H. En las de Costa Rica el grano de CRI-268 fue 25H
y el de CRI-397 100H, mientras que en las de México, las
accesiones de la raza Elotes Cénicos tuvieron endospermo
100H, la de la raza ancho GRO-559 fue 75H y en la raza
Arrocillo-Tuxpefo el tipo de endospermo oscilé de 25H
a 50H (Cuadro 2). El tipo de endospermo del grano es
importante para la extraccion de pigmentos, pues maices
con endospermo 100H se rompen durante la separacion
mecanica del pericarpio como fraccién colorida (Salinas
et al, 2005a), mientras que maices pigmentados con
endospermo 50H o 25H son mas resistentes al “perlado”;
sin embargo, los maices morados de Ecuador (Yanez et al.,
2017;Com. Pers.)!, Pert (Manrique, 2000; Oscanoay Sevilla,
2008) y México (Espinosa et al., 2009) se caracterizan por
tener endospermo 100H. Por tanto, en el mejoramiento
genético de maiz para alto contenido de antocianinas
debe incluirse la textura cornea del grano como criterio de
seleccion.

El peso de cien semillas (PCS) en las accesiones de
Ecuador varié entre 34.1y 58.7 g, en las de Peru entre 20.2
y 50.3 gy en las de México entre 27.9y 48.7 g. Los valores
de PCS fueron mas homogéneos en comparacion con
las de Ecuador y Perd, atribuido a su menor diversidad
racial. El PCS mas bajo se registro en las accesiones de
Costa Rica (Cuadro 2). Con el PCS se estima el tamafio
del grano (Roque-Maciel et al., 2016) y es otro criterio
importante a considerar en la seleccién de germoplasma
para la extraccion de pigmentos, pues la cantidad de
pigmento en las capas periféricas del grano tiene relacion
con el tamafo del grano, granos pequefos tienen mayor
superficie de contacto que granos grandes, y por tanto,
tendra mayor cantidad de pigmento por unidad de peso
(Aguilar-Hernadndez et al. 2019), pero habra que fijar un
limite en el tamafo del grano para facilitar el manejo
agronomico de las variedades.

Contenido de antocianinas en semilla original y
multiplicada

De las 48 accesiones sembradas de maiz pigmentado
escogidas en grano, solo se seleccionaron 40 que tuvieran
semilla de al menos 20 polinizaciones, en el resto de las
accesiones se observaron problemas de germinacion y
adaptacion debido a su lugar de origen, pues Coatlinchan,
Edo. de México se ubica a 2300 m de altitud, y los sitios de
colecta de algunas poblaciones de Peri como APUC-136
y Peru 628 se ubican a alturas tan contrastantes como
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3500 y 46 m, respectivamente. Un porcentaje elevado
(38,5 %) de las accesiones de Ecuador no produjeron
grano. En las de México, algunas son de la raza Tuxpefio o
combinaciones Arrocillo-Tuxpefo, cuyo origen requiere de
un proceso de seleccién previo para adaptarse a los Valles
Altos de México (Lépez-Morales et al., 2021; Pérez et al.,
2002) (Cuadros 1y 2).

En el Cuadro 2 se observan los contrastes en las
diferencias entre la semilla original y la multiplicada en las
accesiones ECU-12672 (197 mg/100 g MS), APUC-136
(-236.7 mg/100 g MS), TLAXC-112 (4.0 mg/100 g MS) y
PERU 200 (0 mg/100 g MS), la correlacion entre el CATg
de semilla original y multiplicada fue r = 0.48, la correlacion
ideal en lineas completamente homocigoticas seria r
= 1. Las diferencias en el CATg entre la semilla original y
multiplicada podrian deberse a la influencia del sitio de
multiplicacion y a la segregacion genética en color de
grano de la poblacion después de su multiplicacion, pues
se ha informado que el contenido de antocianinas en
grano se altera por efecto de la localidad, fecha de siembra
y manejo del cultivo (Giordano et al., 2018).

Se considera que el tamafio de muestra influyé en las
diferencias por la segregacion en color de grano que se
presentd en las accesiones multiplicadas, pues éstas
son de polinizacion libre y la herencia del color morado
en grano y olote del maiz es cuantitativa (Harakotr et al,,
2016), cuyos genes se han identificado en QTLs en los
cromosomas 1, 3,6y 10 (Xu et al., 2016; Yonemaru et al.,
2018).

Una estrategia para seleccionar poblaciones con grano
y olote de maiz morado serfa: 1) determinar el ambiente
objetivo, 2) seleccionar poblaciones de maiz con grano
y olote morado con un minimo de 400 mg/100 g de
CATg en grano, 3) multiplicar semilla de las poblaciones
seleccionadas eliminando mazorcas no objetivo, y en cada
poblacién, hacer un compuesto balanceado con semilla
de las mazorcas seleccionadas, 4) hacer una segunda
multiplicacion de semilla de las poblaciones seleccionadas
polinizando un minimo de 200 mazorcas, a la cosecha,
seleccionar sélo mazorcas del color objetivo y hacer un
compuesto balanceado con semilla de las mazorcas
seleccionadas, y 5) determinar el CATg de las poblaciones
multiplicadas, seleccionar las que tengan un minimo de
400 mg 100 g' de CATg, y la diferencia entre la semilla
original y multiplicada sea positiva o cercana a cero.

Antocianinas en pericarpio y grano
El menor contenido de antocianinas en pericarpio

(CATp) se registré en las poblaciones de Ecuador ECU-
214 y PERU-606, 132.7 + 47 y 1522 + 11.9 mg 100 g
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Cuadro 2. Caracteristicas fisicas del grano y contenido de antocianinas totales en semilla original y multiplicada de

poblaciones de maiz morado de Ecuador, Pert, Costa Rica y México.

Genealogia Clasificacion UP  TE(%) PCS(g) , QATg (mg 1007 g M_S)_ Diferenoia
racial primaria Original Multiplicada Orig.-Mult.
ECU-214 ND P 100H 51.4 49.4+6 19.0+1 304
ECU-215 Racimo P 100H 54.3 7851012
ECU-398 Racimo P 100H 559 260.1+17.3
ECU-6018 Racimo P 100H 49.3 329+1.8
ECU-6020 Racimo P 75H 58.7 303.7+19 222.1+183 81.6
ECU-6021 Racimo P 100H 53.5 575+3 399 +19 -341.5
ECU-7201 Racimo P 100H 427 255.8+30.2 211.3+£16.2 445
ECU-12702 ND P 100H 443 275112 780+2 197.1
ECU-12696 ND P 100H 383 338.0 1 411.9+12 -73.9
ECU-6019 ND P 100H 49.9 183.4+ 456
ECU-12675 ND P 100H 499 3426+28
ECU-12717 ND P 100H 41.8 88.3 6 1494 +5 -61.1
ECU-12803 Racimo P 100H 34.1 51.0 +0 47+6 -23.7
Media 471 166.1 195.6 -146.5
Max 100H 58.7 342.60 4119
Min 75H 34.1 51.0 19.0
APUC-123 ND P 100H 45.5 1219+ 237 193616 -7
APUC-136 ND P 100H 41.3 49.6+8.7 286.3 +0.0 -236.7
ANC-383 ND P 100H 47.3 433103 39+35 395
ANC-395 ND P 100H 38.1 734.6+107 667.5+ 24 67.1
PERU-586 Alazan P 50H 34.6 92+04 58 +23 34
AYA-TT Keulli P 100H 32.7 4404103 1752+1.2 -131.2
AREQ-165 ND P 100H 49.5 16.2+0.1 135+0.4 1.7
PERU-606 Colorado P 25H 48.3 232+28 87+0.22 14.5
PERU-628 ND P 100H 20.2 11.6+0.0 54116 6.3
PERU-578 Arizona P 75H 347 10.2+0.1 6.5%0. 3.7
PERU-593 Colorado P 100H 40.6 57105 73+0.2 -1.6
PERU-800 Alazan P 75H 36.4 40+00 40+05 0.0
PERU-614 Alazan P 100H 324 41+0.1 3.6%0.1 0.5
PERU-633 Colorado P 100H 26.2 16.0+0.1 34+1.1 12.6
ANC-413 ND P 75H 36.7 72+0.2 41+0.5 3.0
AREQ-130 ND P 100H 499 674.1 +£23.4 268.1+82 406
AREQ-191 ND P 100H 50.3 267.31 4.1 532+15 214.2
AYA-47 ND P 100H 383 2525+23 71.0+17.6 181.5
ANC-627 ND P 100H 41.3 6.5+0.2 3.7+00 2.8
APUC-99 ND P 100H 44.3 69.5+3.7 527+0.7 16.8
Media 37.9 118.5 91.9 396.2
Max 100H 50.3 734.6 667.5
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Cuadro 2. Continuacion.
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Genealogia Clasiﬂca_cién_ up TE(®) PCS(Q) | QATg (mg 100" g M.S). Diferencia
racial primaria Original Multiplicada Orig.-Mult.
Min 50H 20.2 4.0 34
CRI-268 ND P 25H 20.0 69.6+2.0 299+6.0 39.7
CRI-397 Negrito P/CA 100H 19.2 181.2+12 1849 +17 -3.8
Media 19.6 125.4 107.4 359
Max 100H 20 181.2 184.9
Min 25H 19.2 69.6 29.9
GRO-559 Elotes Conicos P/CA 75H 48.7 64.1+50 101.6+4.0 -37.5
TLAX-44 Elotes Conicos P/CA 100H 35.2 301.0+12.9 1679+13
TLAX-43 Elotes Conicos P/CA 100H 36.9 245430 1563.3+1.0 -128.8
TLAX-T71 Elotes Conicos P/CA 100H 31.4 23.0+50 103.9+0.0 -80.8
TLAX-112 Elotes Conicos P/CA 100H 33.4 63.6+4.0 59.2+3 4.4
TLAX-245 Elotes Conicos P/CA 100H 455 82.7+7.0 136.4+1.0 -53.7
VER - 402 Arrocillo P/CA 50H 431 361.4+58
Arrocillo-
VER-416 Tuxpefo P/CA 50H 38.1 56.9+59
Arrocillo-
VER-407 Tuxpeho P/CA 50H 31.9 1251+ 7.1
VER-421 Tuxpefo P/CA 25H 33.1 572.1+2438 124.6+1.48
Arrocillo-
VER-549 Tuxpefo P/CA 25H 36.8 788+20 859+1.0 -7.1
PUE-735 Elotes Conicos P/CA 50H 35.3 1279+10 135.3+15 -7.4
PUE-652 Elotes Conicos P/CA 100H 37.3 83.4+1.0 779+20 55
PUE-325 Tuxpefo P/CA 25H 27.9
Media 36.7 151.1 114.6 275.2
Max 100H 48.7 572.1 153.3
Min 25H 27.9 23.0 59.2
Maiz MCP (T) ND P 100H
Negro Ixtenco
(M Elotes Conicos P/CA  100H

de MS, respectivamente, debido a que el grano es de color
rojo, y el mas alto, 4792.8 + 286.0 mg 100 g' de MS en la
poblacion de Perd ANC-395, la poblacion de México VER-
402 tuvo el valor mas alto de CATp (2959.0 + 239.6 mg 100
g' de MS) superando al testigo Negro Ixtenco (2387.0 +
278.6 mg 100 g' de MS), pero ninguna de las poblaciones
evaluadas superd al testigo MCP (5844.7 + 183.7 mg 100
g de MS) (Cuadro 3).

El CATp comparado con el contenido de antocianinas
en grano (CTAg) varié dentro de cada grupo, en las
poblaciones de Ecuador éste oscild de 2.7 a 12.1, en las
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de Peri de 6.5a 12.6 y en las de México de 1.6 a 8.6. Al
respecto, Mendoza-Mendoza et al. (2017) informaron que
en 20 lineas elite derivadas del maiz Negro Ixtenco, el CATp
fue de 2.2 a 13.9 veces mayor que el del CATg. Ninguna
de las poblaciones analizadas tuvo un CATp igual o mayor
que el testigo MCP, pero varias de ellas superaron al testigo
Negro Ixtenco (Cuadro 3). Algunos valores de CATp en las
poblaciones analizadas son similares a los reportados por
Mendoza-Mendoza et al. (2017) y por otros investigadores
que han analizado esta variable en maices morados con
origen genético similar (Salinas et al., 2005b). Los elevados
valores de CATp en maices morados comparados con
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Cuadro 3. Caracteristicas fisicas de grano y contenido de antocianinas (mg/100 g MS) en pericarpio y grano de accesiones

de maiz morado de diferentes origenes.
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Origen Pais rgé?;”;?;ﬁfr?a TE CATp CATg CATp/CATg
CRI-397 Costa Rica Chococ P 100H  2032.6+20.3 181.2+16.8 11.2
ECU-398 Ecuador Racimo P 100H 2386.4+161.2 260.1+17.3 9.2
ECU-214 Ecuador ND P 100H 132.71+4.7 494+64 2.7
ECU-7201 Ecuador Racimo P 100H 3086.7+68.6  2558+30.2 12.1
ECU-12675 Ecuador ND P T100H 4129.0+ 285 342.6+2.83 12.1
Media 24337 217.8 9.0
APUC-123 Peru ND P T00H 1538.1+£100.0 121.9+23.7 12.6
ANC-395 Peru ND P 100H  4792.8+286.0 734.6+107.6 6.5
AREQ-130 Peru ND P 100H 42229+ 339 674.1+£234 6.3
PERU-606 Peru Colorado P 25H 1522+119 23.2+28 6.6
Media 2676.5 388.5 8.0
TLAX-44 México Elotes Conicos P/CA  100H 1272.7+14.0 301.0+129 42
VER - 402 México Arrocillo Am. P/CA  50H 2959.0+2396 361.4+58 8.2
VER-421 México Tuxpeno P/CA  25H 891.9+56.4 572.1+248 1.6
Media 1707.9 411.5 4.7
MCP (T) P 100H 5844.7+1837 827.4+950 7.1
Negro Ixtenco (T) México Elotes Conicos  P/CA  100H 2387.0+2786 562.7+39.1 4.2

UP: ubicacion del pigmento en el grano (P. pericarpio, CA: capa de aleurona), TE: tipo de endospermo, H: harinoso, CATp: contenido de antocianinas
totales en el pericarpio, CATg: contenido de antocianinas totales en grano. Valores después del signo + corresponden a la desviacion estandar, MCP.

maiz comercial pigmentado, T: testigo.

los de CATg podrian deberse a que el pericarpio es una
estructura completamente colorida, en tanto que el grano
carece de pigmento en el endospermo (Mendoza-Mendoza
etal. 2017), que representa 80 % de su peso, excepto el que
presentan en capa de aleurona algunas poblaciones.

Larelacion entre el CATpy el CATg fue positivay se ajustd
al modelo lineal, CATp = 5.1211xCATqg + 632.44, pero su
ajuste fue bajo, R? = 0.5811 (Figura 1A), y seria impreciso
usarla como ecuacion de prediccion para estimar el CATp
en el resto de las poblaciones. Al analizar las poblaciones
en funcion de la ubicacién del pigmento, en aquellas con el
pigmento en pericarpio, la relacion fue positiva y el modelo
lineal, CATp = 6.1474xCATg + 698.57, fue mas preciso con
una R? = 0.8726 (Figura 1B); en cambio, las poblaciones
donde el pigmento estuvo en pericarpio y capa de aleurona,
en los datos no hubo una tendencia definida, en el modelo
CATp = -1.191xCATg + 2412.8 la relacion fue negativa con
R2=0.0296 (Figura 1C).

Los resultados indican que la cantidad de pigmento en la
capa de aleurona difiere entre las poblaciones evaluadas y
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no tiene relacién lineal como en el pericarpio, tal como lo
reportan (Mendoza-Mendoza et al, 2017); sin embargo, es
necesario sefalar que el tamafo de muestra fue reducido.
Se requieren modelos de estimacién mas precisos porque
la separaciény analisis del pericarpio del grano es costosa.

Andlisis de las antocianinas del grano por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC).

Con el protocolo de analisis aplicado, en los
cromatogramas de las poblaciones analizadas de maiz
morado se separaron de 13 a 15 picos (Figura 2) y nueve
de ellos fueron identificados. Las diferencias en el perfil
cromatografico de las antocianinas de las poblaciones
fueron el nuimero de picos y la proporcion relativa de
algunos de ellos. Se identificaron picos de alta polaridad
(picos 1 a 5) en la poblacién exdtica ANC-395 (Figura 2A) y
el testigo MCP (Figura 2C); sin embargo, estos picos de alta
polaridad no se identificaron en las poblaciones nacionales
VER-402 (Figura 2B) y el testigo Negro Ixtenco (Figura
2D). Los picos de alta polaridad 1 a 5 se han identificado
como pigmentos producto de la condensacion entre una



SALINAS-MORENO et al.

molécula de antocianina y un flavanol (Gonzalez-Manzano
et al, 2008), los que por hallarse en baja proporcion no
afectan la calidad del pigmento del maiz morado (Luna-
Vital et al., 2017).

Respecto a la proporcion de las diferentes antocianinas,
en las cuatro poblaciones el pico 7 (cianidina 3-glucdsido)
fue dominante, lo que coincide con lo informado por otros
investigadores para maices con este color de grano (Aoki
et al, 2002; Salinas et al. 2005b). La poblacion exdtica
ANC-395 vy el testigo MCP mostraron alta proporcion del
pico 10 (cianidina 3-malonil glucdsido), mientras que en
las poblaciones de México, la proporcion de los picos 9
(peonidina 3-glucosido) y 10 fue similar. Cada antocianina
se asocia con un color particular, aunque todas presentan
un tono rojizo a pH acido; sin embargo, los derivados de
pelargonidina, cianidina y peonidina presentan tonos
mas rojos que los derivados de delfinidina, petunidina
y malvidina, que tienden mas hacia tonos azul-morado
(Trojak y Skowron, 2017). Los perfiles cromatograficos de
las poblaciones analizadas coinciden con los informados
por otros autores para maices de grano morado (Aoki et al.,
2002; Lietal., 2017).
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En esta investigacion solo se analizd el potencial
genético de la produccion de antocianinas en el grano de
las poblaciones de maiz morado; sin embargo, la industria
extractora de pigmentos obtiene mas antocianinas del
olote que del grano; por tanto, las variedades mejoradas
de maiz morado deberan seleccionarse con alto contenido
de antocianinas en grano y olote, esto es posible, pues los
QTLs que contienen los genes para ambas caracteristicas
residen en los cromosomas 6y 10 (Xu et al., 2015).

CONCLUSIONES

Las poblaciones exoticas de Ecuador y Perd tuvieron
ciclo de madurez, sanidad de planta, altura de planta y
mazorca, y tolerancia al acame similar a las poblaciones
nativas de México, y en los tres grupos la textura del grano
fue harinosa. El pigmento en el grano de las poblaciones
exoticas se ubico en el pericarpio y en las nacionales
en pericarpio y capa de aleurona. La relacion entre el
contenido de antocianinas en el pericarpio y el grano
fue positiva, y mas precisa cuando las antocianinas se
encontraron so6lo en el pericarpio que en pericarpio y capa
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Figura 1. Regresion lineal entre el contenido de antocianinas en pericarpio (CATp) y grano (CATg)) de poblaciones de
maiz morado con presencia de antocianinas en pericarpio y capa de aleurona (A), sélo en pericarpio (B), y sélo en capa

de aleurona (C).
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Figura 2. Perfil cromatografico de las antocianinas del grano de maiz morado de la poblacion de origen andino (A: ANC-
395), una poblacion nacional (B: VER-402) un testigo comercial (C: MPC) y el testigo (D: Negro Ixtenco). La identidad
de los picos es: 1y 2: pigmentos flavanol-antocianina; 3, 4 y 5 no fueron identificados; 6: cianidina 3,5 diglucésido,
7: cianidina 3-glucosido, 8: pelargonidina 3-glucdsido, 9: peonidina 3-glucosido, 10: cianidina 3-malonil glucésido, 11:
pelargonidina 3-malonil glucésido, 12: peonidina 3-malonil glucésido, 13: cianidina 3-dimalonil glucésido, 14 y 15 no

fueron identificados.

de aleurona. En el perfil de antocianinas en grano de las
poblaciones ANC-395 y el testigo MPC se identificaron
compuestos de baja polaridad que no estan presentes en
las poblaciones nacionales VER-402 y Negro Ixtenco. Las
poblaciones con mayor contenido de antocianinas, tanto
en pericarpio como en grano entero, fueron las originarias
de Ecuador y Peru.
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