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Resumen: Las heladas son una de las principales causas de pérdidas económicas de grandes
extensiones de cultivo de maíz en el Valle del Mantaro y la trehalosa es un azúcar no reductor
formado por dos glucosas con enlace glucosídico α,α-1,1 que protegen a las plantas de dife-
rentes tipos de estrés como las bajas temperaturas. Es por ello que esta investigación tuvo por
objetivo determinar la presencia del gen de la trehalosa-6-fosfato sintetasa (TPS) en el maíz
raza San Jerónimo; para lo cual se sembraron los maíces en bolsas de plástico en sustrato
preparado con tierra agrícola de la zona, arena y tierra negra. Las plantas se cultivaron hasta
los 3 meses, se expusieron a 4◦C por 1h y luego se tomaron muestras de hojas cada hora por
12h. Se realizó la extracción de ARN de dos formas: con el Kit Gene Jet RNA purification
complementado con DTT y con TriReagent, se purificaron las muestras con DNAse I, RNA
free, la retrotranscripción se hizo con el kit Revert Aid utilizando OligoDT, se cuantificaron
las muestras de ARN y ADNc con nanodrop y se verifico la calidad con electroforesis. Para
la PCR se utilizó la Platinum Taq DNA Polymerase. No se logró determinar la presencia del
gen de la trehalosa-6-fosfato (TPS) en el maíz raza San Jerónimo pero si ajustar el protocolo
de identificación molecular del gen de la trehalosa-6-fosfato sintetasa en el Maíz raza San
Jerónimo hasta la retrotranscripción del ARN.
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Abstract: Las heladas son una de las principales causas de pérdidas económicas de grandes
extensiones de cultivo de maíz en el Valle del Mantaro y la trehalosa es un azúcar no reductor
formado por dos glucosas con enlace glucosídico α,α-1,1 que protegen a las plantas de dife-
rentes tipos de estrés como las bajas temperaturas. Es por ello que esta investigación tuvo por
objetivo determinar la presencia del gen de la trehalosa-6-fosfato sintetasa (TPS) en el maíz
raza San Jerónimo; para lo cual se sembraron los maíces en bolsas de plástico en sustrato
preparado con tierra agrícola de la zona, arena y tierra negra. Las plantas se cultivaron hasta
los 3 meses, se expusieron a 4◦C por 1h y luego se tomaron muestras de hojas cada hora por
12h. Se realizó la extracción de ARN de dos formas: con el Kit Gene Jet RNA purification
complementado con DTT y con TriReagent, se purificaron las muestras con DNAse I, RNA
free, la retrotranscripción se hizo con el kit Revert Aid utilizando OligoDT, se cuantificaron
las muestras de ARN y ADNc con nanodrop y se verifico la calidad con electroforesis. Para
la PCR se utilizó la Platinum Taq DNA Polymerase. No se logró determinar la presencia del
gen de la trehalosa-6-fosfato (TPS) en el maíz raza San Jerónimo pero si ajustar el protocolo
de identificación molecular del gen de la trehalosa-6-fosfato sintetasa en el Maíz raza San
Jerónimo hasta la retrotranscripción del ARN.
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1. Introducción

La trehalosa es un azúcar no reductor formado por
dos glucosas con enlaces que les permiten una mayor
estabilidad frente a los diferentes factores de estrés en
algunos microrganismos y plantas tales como sequía,
bajas temperaturas y otros (Mascorro-Gallardo et al.,
2005, p. 193-195). Leloir describió por primera vez las
rutas metabólicas de la trehalosa en Saccharomyces ce-
revisiae donde intervenían dos enzimas en su síntesis
la trehalosa-6-fosfato sintetasa (TPS) y la trehalosa-
6-fosfato fosfatasa (TPP) (Mascorro-Gallardo et al.,
2005, p. 193). En las bacterias se lograron identifi-
car hasta cinco rutas metabólicas mientras en el maíz
sólo una, la vía TPS/TPP (Figueroa, 2019). En la vía
TPS/TPP la TPS produce trehalosa-6-fosfato (T-6-P) a
base de la glucosa-6-fosfato y UDP-glucosa, luego la
TPP desfosforila la T-6-P convirtiéndola en trehalosa
(Mascorro-Gallardo et al., 2005). La trehalosa ha sido
estudiada en microrganismos y diversos cultivos debi-
do a sus propiedades como agente protector frente a
las condiciones ambientales adversas y actualmente se
está estudiando su posible rol como molécula señali-
zadora del estrés en el maíz y otros cultivos (Joczyk et
al., 2017). En un estudio realizado por la Dra. Acosta
(2020), titulado Aislamiento y caracterización mole-
cular de los genes trealosa-6-fosfato sintetasa (TPS) y
trealosa-6-fosfato fosfatasa (TPP) y su relación en la
tolerancia a estrés abiótico en plántulas de maíz (Zea
mays) menciona que obtuvieron ADNc de TPS y TPP
en líneas de maíz resistentes y susceptibles sometidas
a estrés hídrico y osmótico por 72 h. Además, encontró
que se produjo una mayor expresión de este gen a las
0.5 horas en líneas resistentes y de 1 hasta 4 horas des-
pués en las susceptibles. (p.xiii). Según Nuñez-Muñoz
et al. (2021), la trehalosa en los microorganismos in-
terviene en la síntesis, almacén y transporte de car-
bohidratos, así como osmoprotector ante diferentes
tipos de estrés como sequía, choque osmótico, sali-
nidad, oxidación, congelación y radiación (e1877005
1). Agreda-Laguna et al. (2018), demostraron que la
inhibición de la trehalasa genera una mejor respues-
ta del maíz frente a las bajas temperaturas y al estrés
hídrico e incluso un mayor crecimiento y fotosíntesis.
(p.1009) La gran estabilidad de la trehalosa frente a
los diferentes factores adversos se debe a que posee
un enlace glicosídico de gran energía, 4.184 kJůmol-
1. (Mascorro-Gallardo et al., 2005). Luo et al. (2021)
demostraron que la trehalosa aplicada externamente
al maíz le permite mejorar el transporte de electrones
durante el estrés por calor (p.857). Ramazan et al.
(2021) encontraron que dos genotipos diferentes de
maíz acumularon casi la misma cantidad de trehalosa

en condiciones normales, pero a bajas temperaturas
fueron diferentes en la cantidad y tiempo de acumula-
ción (p.1400). La síntesis y degradación de la trehalosa
está condicionada por el frio en el maíz y se cree que
pueda actuar como un osmoregulador, así como en
la señalación del estrés y regulación del metabolismo
frente al estrés por frio y sequía en el maíz (Joczyk
et al., 2017). Debido a las similitudes y diferencias
entre los módulos genéticos de maíz y Arabidopsis se
han podido estudiar genes del maíz con esta planta
modelo y se ha encontrado que la máxima expresión
de la trehalosa es en las últimas etapas (Ma et al.,
2017). La TPS y la TPP están codificadas por varios ge-
nes de los cuales 37 ya se han identificado y mostrado
que cada uno se expresa en diferentes etapas y partes
de la planta (Zhou et al., 2014, p.256-259). Acosta
(2020) extrajo ARN de maíz en estrés hídrico, según
el protocolo de Stiekema et al. 1988. Luego realizó
la retrotranscripción para obtener el ADNc con el kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Ap-
plied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) según las indica-
ciones del fabricante utilizando oligodT (p.15). Zhou
et al., (2014), extrajeron ARN con Trizol (Takara) bajo
las instrucciones del fabricante. Luego, para obtener
el cDNA utilizaron 1 ug de RNA total con el kit Prime
ScriptTMRTreagent con gDNA Eraser para qRT-PCR y
analizaron los datos de la qRT-PCR con el método 2-Ct
(p.259). Jiang et al. (2010) aislaron ARN con TRIzolő
(Invitrogen, EE. UU.) y la retrotranscripción con el kit
PrimeScript RT (TakaRa, China) según las instruccio-
nes de los fabricantes (p.35). Ramazan et al. (2021)
obtuvieron el ARN del maíz con Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA), midieron la calidad mediante electro-
foresis en gel de agarosa desnaturalizante al 1.2% y
con espectrofotometría en los parámetros A260/A280
(1,8 a 2,1) y A260/A230 (2,0 a 2,2). Luego obtuvie-
ron el ADNc de primera hebra con el kit Revert Aid
(Thermo-Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones
de los fabricantes y almacenaron el ADNc a -20◦C has-
ta su uso (p.1397). Acosta (2020), para amplificar
el gen TPS-2 utilizó: F-ATGGTTCTGAAGTCGCACACA
y RTCAGCTGCTTTGTTCCATCTGA, y para el
gen TPS-3: FATGTCGCGGGTGATGACG y R-
CTAAGACCCTCCAATTGGTGT. Realizó la PCR con
el kit Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen,
Waltham, MA, USA) y los productos fueron secuen-
ciados por servicio externo (p.15). El ARN total de
quinua se extrajo con el reactivo TRI reagentő, que
utiliza el fenol como principio activo (INIA, 2020).

Según el MINAM (2018) Una raza es un conjunto
de individuos que tienen morfología y adaptación pa-
recidas y que poseen algunos caracteres que permiten
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a los agricultores y consumidores tratarlas como igua-
les (p.99). Blas y Sevilla (2022) mostraron que el Perú
cuenta con 52 razas de maíz (p.15). Primero se tiene
una colección de todos los ejemplares de maíz de la zo-
na y luego se separa en razas. Las razas tienen muchos
rasgos o características en común y dentro de una raza
pueden existir varios cultivares que se diferencian por
pocas o incluso una sola característica (MINAM, 2018).
El maíz raza San jerónimo pertenece a las razas imper-
fectamente definidas las cuales están muy bien carac-
terizadas, tienen una limitada dispersión geográfica y
algunas parecen estar en una etapa inicial de desarro-
llo. Es una planta de altura baja y algo precoz, con 9 a
11 hojas pequeñas y angostas, la planta es de color ro-
jo sol, la mazorca está en posición muy baja. La panoja
es de tamaño intermedio, poco ramificada, las mazor-
cas tienen forma de granada, con granos dispuestos
irregularmente, harinosos, redondos y blancos. Pode-
mos encontrarla entre Huancayo y Jauja, en el valle
del Mantaro alrededor de los 3,200 msnm. El distri-
to de San Gerónimo cerca de Huancayo es su centro
de distribución (Salhuana, 2004, p.28-29). Una hela-
da meteorológica ocurre cuando la temperatura del ai-
re disminuye a 0oC o menos de 0◦C. Mientras la helada
agrometeorológica sucede cuando la temperatura del
aire disminuye a niveles críticos para los cultivos cau-
sando la muerte de los tejidos, pudiendo ser tempera-
turas mayores a 0oC. (SENAMHI, 2022).

En la actualidad aún no existen estudios específicos
que demuestren la presencia del gen de la trehalosa-
6-fosfato sintetasa en el maíz raza San Jerónimo la
cual es una raza bastante conservada con caracterís-
ticas bien definidas y propia de una zona específica del
Valle del Mantaro en el Perú, la mayoría de los estu-
dios realizados en identificación y análisis del gen de
la trehalosa-6-fosfato sintetasa los han realizado en di-
ferentes variedades de otras zonas y países. Además, en
este estudio se enfocó la síntesis de la trehalosa frente
a bajas temperaturas por ser uno de los factores climá-
ticos que más afecta a los cultivos de maíz en la zona.

El maíz raza San Jerónimo es una planta adaptada
a crecer en altura y a las condiciones climáticas andi-
nas es por ello que se escogió trabajar con él en este
estudio ya que el principal factor climático de estrés
en el cultivo de maíz en estas zonas son las heladas.

Ya existen estudios sobre los genes de la TPS y TPP
en algunas variedades de maíz donde se han observado
diferencias en su expresión, es por ello que se realizó
este estudio con el fin de determinar la presencia del
gen de la trehalosa-6-fosfato sintetasa (TPS) en el maíz
raza San Jerónimo, propio de la zona del Valle del Man-
taro, ya que es altamente susceptible a las heladas.

2. Métodos
Esta investigación se desarrolló en los laboratorios

del Programa de Biotecnología e Ingeniería Genética
(PBIG) y el laboratorio de Fitopatología en la Facultad
de Agronomía de la Universidad Nacional del Centro
del Perú (FAG-UNCP) en el Distrito El Mantaro, Jauja
durante 2023-2025. Es una investigación del tipo apli-
cada descriptiva cuantitativa y cualitativa.
2.1. Procedimiento

Se preparó el sustrato mezclando tres partes igua-
les de arena, tierra negra y tierra agrícola de la zona,
se mezcló bien y se rellenaron las bolsas almacigue-
ras de 8x12x2 dobladas y etiquetadas. Se regaron y se
sembraron 10 bolsas de 2 variedades de maíz raza San
Jerónimo. Se regaron las plantas interdiario ya que fue-
ron cultivadas en condiciones ambientales normales.
2.2. Muestra

Para la selección de la muestra, se procedió de la si-
guiente forma. Cuando las plantas empezaron su etapa
de floración se expuso a las plantas a frio (4◦C) durante
40 min. Luego se expusieron a condiciones ambienta-
les normales. Se tomaron muestras de hojas de 1 a 12
horas después de la exposición en una bolsa con cie-
rre hermético y se guardaron en la refrigeradora por
máximo un día.

Se limpiaron las hojas con papel toalla humedeci-
da con agua destilada, se cortaron y se molieron en un
mortero con nitrógeno líquido hasta que se obtuvo un
polvo que con el tiempo se iba poniendo pastosa por
eso inmediatamente se traspasó a papel platino y se
pesaron 50-70mg de muestra por tubo, luego con la
ayuda de una hoja de bisturí estéril se traspasó a los
microtubos rotulados.

2.2.1. Extracción de ARN con Kit Gene Jet RNA pu-
rification

Se realizo la extracción de ARN de maíz con el Kit
Gene Jet RNA purification según protocolo del fabri-
cante manteniendo la cadena de frio al colocar los mi-
crotubos dentro de una bandeja de hielo y se le agrego
el DTT 2M a la solución de lisis tal como recomenda-
ba el mismo protocolo. Se utilizaron soluciones recién
preparadas de DTT 2M para lo cual se utilizó 3.1mg
(0.0031g) de DTT y 10ul de agua para PCR libre de
nucleasas por cada reacción. Se preparó una solución
stock para 10 reacciones. Se verifico la total disolución
del DTT 2M luego de llevar a vórtex y centrifugar. Se
mezcló con el buffer de lisis para 10 reacciones evitan-
do hacer burbujas y se agregó 510ul a cada muestra.
Luego se prosiguió con el protocolo de extracción se-
gún el fabricante del Kit Gen Jet RNA Purification man-
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teniendo siempre la cadena de frio. El ARN obtenido se
almaceno en una congeladora a -20◦C.

2.2.2. Extracción de ARN con Tri Reagent

Se utilizaron los reactivos fríos y se mantuvo la ca-
dena de frio. 1). Se agregaron 1000ul de Trizol a cada
muestra, se homogenizaron las muestras pipeteando y
se mantuvieron los microtubos en una cubeta con hie-
lo. 2). Se centrifugo el lisado por 5min a 12000g a 4◦C
y luego se transfirió el sobrenadante a un microtubo
estéril libre de nucleasas. 3). Se dejaron las muestras
5min en la cubeta con hielo para terminar de completar
la disociación de complejos de nucleoproteínas 4). Se
agregaron 200ul de Cloroformo a cada muestra, se ce-
rraron bien los microtubos y se mezcló vigorosamente
por inversión 5). Se dejo incubar en la cubeta de hie-
lo por 2-3 min 6). Se centrifugaron las muestras por
15 min a 12000 g a 4◦C. Se separaron en fases. 7). Se
transfirió la fase acuosa superior transparente que con-
tenía el ARN a un nuevo microtubo estéril libre de nu-
cleasas con la micropipeta en un ángulo de 45◦ cuidan-
do de no extraer la interfase 8). Se agregaron 500ul de
Isopropanol a la fase acuosa y se mezcló bien pipetean-
do 9). Se incubo por 10min a 4◦C. 10). Se centrifugo
por 10min a 12000g a 4◦C y el ARN se precipito en for-
ma de pellet (se ve como un punto blanco) en la base
del microtubo 11). Se descartó el sobrenadante con la
micropipeta. Una vez extraído todo el sobrenadante se
extrajo el pellet y se traspasó a un microtubo nuevo con
la ayuda de la micropipeta para tenerlo más puro 12).
Se resuspendió el pellet en 1ml de etanol al 75% 13).
Se llevaron las muestras a Vortex brevemente, luego se
centrifugaron por 5min a 7500g a 4◦C 19. Se descar-
to el sobrenadante con una micropipeta 14). Se dejo
abiertos los microtubos para que el pellet de ARN se
seque por 5-10 min. 15). Se resuspendió los pellets en
20-50ul de agua libre de nucleasas 16). Se incubo a
55◦C por 15min en la incubadora 17). Se guardaron
las muestras en la congeladora a -20◦C aunque se re-
comienda si es por más de una semana mejor en la
ultracongeladora a -70◦C

2.2.3. Purificación del ARN con DNAse I, RNAse free

Se realizo la Purificación del ARN de ADN genó-
mico con el Kit DNAse I, RNAse free Thermo Scientic
siguiendo los pasos según el protocolo del fabricante
utilizando el EDTA 50mM. Se centrigfugaron los reac-
tivos antes de utilizarlos a 10000 se almacenaron las
muestras en la congeladora a -20◦C.

2.2.4. Síntesis de ADNc

Se centrifugaron los reactivos a 10000 RPM por 5
min y se guardaron en una cubeta con hielo para man-
tener la cadena de frio y se siguieron los pasos según
protocolo del fabricante del Kit Revert Aid de Thermo
Scientific utilizando Oligo (DT)18. El ADNc obtenido
se almaceno a -20◦C. Se realizo la cuantificación en
el nanodrop y se consideraron optimas las muestras
con un valor de 1.8 a 2 en las relaciones A260/A280 y
A260/A230.
2.3. Mediciones
2.3.1. Cuantificación con Nanodrop

Las muestras de ARN debían tener un valor de 2
a 2.2 en las relaciones A260/A280 y A260/A230 y las
muestras de ADN un valor de 1.8 a 2 en las relaciones
A260/A280 y A260/A230

2.3.2. Electroforesis del ARN y ADNc

Se preparo el gel de agarosa al 2% para las mues-
tras de ARN y al 1.7% para las muestras de ADN y se
diluyeron en buffer TAE 1X. Se utilizo el marcador mo-
lecular Gene Ruler 100bp y gel Red. El gel Red se aplico
directamente al gel de agarosa antes de que gelifique.
Las muestras se corrieron a 100V para el ARN y 150V
para el ADNc por 30 min.

2.3.3. PCR con Kit Taq Platinum

Para la PCR se utilizaron los primers
TPS-2: F-ATGGTTCTGAAGTCGCACACA y R-
TCAGCTGCTTTGTTCCATCTGA y TPS-3: F-
ATGTCGCGGGTGATGACG y R-CTAAGACCCTCCAATTGGTGT
y el Primer 1 (Gen de referencia Subunidad riboso-
mal mayor): F-CTGAGAAACGGCTACCACA y R- CC-
CAAGGTCCAACTACGAG. Se bajo la concentración de
los primers de 100 a 10uMol. Se siguió el protocolo
del fabricante del Kit Taq Platinum DNA polimerasa de
Invitrogen. Para el termociclado se realizo 1 ciclo de
desnaturalización inicial a 94◦C por 2 min., 30 ciclos
de la segunda etapa para desnaturalización 94◦C por
30 segundos, anillamiento a 55◦C por 30 segundos,
extensión a 72◦C por 2.5 min. Y una tercera etapa de
1 ciclo de espera a 4◦C por tiempo infinito.

3. Resultados
3.1. Cuantificación de Muestras de ARN

Se obtuvo una buena calidad de muestras de ARN
total extraído de hojas de maíz de la raza San Jerónimo
debido a que se encuentran en el ratio 2 a 2.2 en las re-
laciones A260/A280 y A260/A230 a excepción de las
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muestras 1 y 10 las cual fueron descartadas para los
siguientes pasos.

Figura 1
Cuantificación de las muestras de ARN

Nota. a) Se muestran las relaciones A260/A280 y A260/A230. b) Se
muestra la cantidad de ARN por muestra.

3.2. Electroforesis de ARN total en gel de agarosa al 2%
de hojas de maíz raza San Jerónimo

En la Figura 2 se pueden observar las dos bandas
correspondientes a las sub unidades ribosomales 28s
y 18S demostrando la calidad obtenida de ARN total
mediante el método del trizol utilizando el reactivo Tri
Reagent.

Figura 2
Electroforesis de ARN de maíz San Jerónimo

Nota. (a) Banda de ARN (b)Subunidades ribosomales 28S y 18S

3.3. Electroforesis de ADNc en gel de agarosa al 2% de
hojas de maíz raza San Jerónimo

En la Figura 3. se observan ciertos patrones de ban-
das que muestran los genes presentes o ausentes en las
diferentes variedades de maíz dentro de la raza San
Jerónimo. Se observa un ADNc bastante integro y de
buena calidad.

Figura 3
Electroforesis de ADNc en gel de agarosa al 2%

3.4. Electroforesis de producto de PCR en gel de agarosa
al 2% de hojas de maíz raza San Jerónimo

No se logró detectar los genes TPS2 Y TPS3 con
pesos moleculares aproximados de 2 Kb y 3Kb pero si
se logró amplificar un producto de aproximadamente
250pb que no se llegó a identificar.

Figura 4
Electroforesis de producto de PCR

4. Discusión
En este trabajo de investigación se buscó identifi-

car el gen de la trehalosa-6-fosfato sintetasa (TPS) en
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el maíz raza San Jerónimo, para lo cual se expusieron
las plantas a bajas temperaturas de 4◦C simulando las
condiciones ambientales de las heladas para promo-
ver su expresión. Tal como lo menciona Nuñez-Muñoz
et al. (2021), la trehalosa actúa como un osmoprotec-
tor frente a las diferentes condiciones de estrés como
congelación, sequía, salinidad, choque osmótico, oxi-
dación y radiación en los microorganismos. (e1877005
1). Agreda-Laguna et al. (2018), demostraron que al
inhibir la trehalasa el maíz tenía una mejor respuesta
frente al estrés por bajas temperaturas y sequía e in-
cluso mayor fotosíntesis y crecimiento. (p.1009)

Existen varios estudios que demuestran la presen-
cia del gen de la Trehalosa-6-fosfato sintetasa (TPS)
en el maíz como los estudios realizados en México con
líneas de maíz mejorado con tolerancia a sequía por
la Dra. Acosta (2020) donde identifico los genes co-
dificantes de las enzimas productoras de trehalosa, la
Trehalosa-6-fosfato sintetasa (TPS) y la trehalosa-6-
fosfafo fosfatasa (TPP), para lo cual diseño diferentes
pares de primers de los cuales solo los pares correspon-
dientes a la TPS fueron los que se utilizaron de igual
forma en este estudio, sin embargo, en el presente tra-
bajo de investigación no se logró obtener la amplifica-
ción de los productos de PCR esperados correspondien-
tes a los genes TPS2 y TPS4 a pesar de haber utilizado
el mismo Kit de PCR, Taq Platinum.

En esta investigación se simulo las condiciones am-
bientales de las heladas mediante el cultivo de maíces
de la raza San Jerónimo en bolsas de plástico y lue-
go exponiendo las plantas a condiciones de frio dentro
de una refrigeradora a 4◦C por una hora y exponién-
dolas a la luz natural por diferentes rangos de horas y
tomando las muestras entre 0 a 12 horas después de
haber sido expuestas la frio. Ya que como menciona el
SENAMHI (2022) las heladas agrometeorológicas ocu-
rren cuando las bajas temperaturas empiezan a causar
daño en los tejidos de las plantas (párr.1) es por ello
que se trabajó con temperatura de 4◦C la cual era la
mínima temperatura alcanzada con el refrigerador.

El gen de la Trehalosa-6-fosfato sintetasa (TPS) es
un gen que se expresa diferente en las diversas varie-
dades de maíz y tal como lo menciona la Dra. Acos-
ta (2020) puede estar relacionado a diferentes meca-
nismos de respuesta frente al estrés (p.80). Figueroa
(2019) explica que la trehalosa se sintetiza cuando el
organismo lo requiere, es decir, primero no hay síntesis
en condiciones normales, luego, la célula es expuesta
a alguna condición de estrés y se inicia la síntesis de la
trehalosa, finalmente la célula se recupera de la condi-
ción de estrés y al tener una baja cantidad de glucosa
se activa la trehalasa para transformar la trehalosa en

glucosas. (p.17). Esto explicaría que no se haya logra-
do identificar el gen de la TPS en el maíz raza San Je-
rónimo debido a que se tomó la muestra cuando aún
no se había activado su síntesis o porque ya se había
detenido. Esto también pudo estar influenciado por la
falta de exposición de las plantas a la luz solar por sufi-
ciente tiempo para que realicen la fotosíntesis y se ac-
tive la ruta metabólica secundaria de la síntesis de la
trehalosa. Según el trabajo realizado por la Dra. Acosta
(2020), la mayor expresión del gen de la trehalosa-6-
fosfato fosfatasa (TPP) en líneas de maíz susceptibles
y resistentes expuestas por 72h a estrés hídrico y os-
mótico ocurrió en el primer caso entre las 1 y 4 horas
después de la exposición y en el segundo caso a la me-
dia hora. (p.xiii)

Para la extracción de ARN de las muestras de hojas
de maíz expuestas 1 hora a condiciones de baja tem-
peratura (4◦C) se utilizaron dos métodos, la extracción
con el Gene jet Purification RNA purification Kit a di-
ferencia de Acosta (2020) que extrajo ARN según el
protocolo de Stiekema et al.,1988. En esta investiga-
ción también se probó la extracción de ARN con Tri-
Reagent de Thermo Fisher Scientific tal como Zhou et
al., (2014), utilizaron Trizol (Takara) para la extrac-
ción de ARN bajo las instrucciones del fabricante, Jiang
et al. (2010) utilizaron el TRIzolő (Invitrogen, EE. UU.)
y Ramazan et al. (2021) obtuvieron el ARN del maíz
con el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Ramazan et al. (2021) obtuvieron el ARN del maíz
con el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA). Lue-
go midieron la calidad mediante electroforesis en gel
de agarosa desnaturalizante al 1.2% y con espectrofo-
tometría en los parámetros A260/A280 (1,8 a 2,1) y
A260/A230 (2,0 a 2,2). Y así como ellos lo hicieron
también se midió la calidad de las muestras de ARN
obtenidas con el nanodrop y se consideraron de bue-
na calidad las muestras con valores para la relación
A260/A280 y A260/A230 de 2 a 2.2, tomándose en
mayor consideración la relación A260/A280 la cual de-
terminaba si se trata realmente de ARN y no de ADN. Y
porque el mismo equipo no mostraba alerta de conta-
minantes como tiocianato de guanidina, etanol o algún
otro.

Para la retrotranscripción se utilizó al igual que Ra-
mazan et al. (2021) el kit de síntesis de ADNc de pri-
mera hebra Revert Aid (Thermo-Fisher Scientific) si-
guiendo las instrucciones de los fabricantes y se alma-
cenaron el ADNc a -20◦C hasta su uso. (p.1397). En
cambio, Jiang et al. (2010) realizaron la transcripción
reversa con el kit PrimeScript RT (TakaRa, China) se-
gún las instrucciones de los fabricantes. (p.35). Y Acos-
ta (2020), que realizó la transcripción reversa para ob-
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tener el ADNc con el kit High-Capacity cDNA Rever-
se Transcription Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) según las indicaciones del fabricante utilizando
oligodT. (p.15). Pero al igual que Acosta (2020) tam-
bién se utilizó el Oligo dt en la retrotranscripción.

En el presente estudio similar a Zhou et al., (2014),
se utilizó 1ul de ARN molde con concentraciones cer-
canos a 1 ug/ul pero ellos utilizaron el kit Prime
ScriptTMRTreagent con gDNA Eraser para qRT-PCR y
luego analizaron los datos de la qRT-PCR con el méto-
do 2- Ct (p.259). A diferencia de Zhou et al., (2014),
en esta investigación se utilizó el DNAse I, RNA free de
Thermo Scientific para la purificación del ARN obteni-
do de ADN genómico.
4.1. Conclusiones

No se logró determinar la presencia del gen de la
trehalosa-6-fosfato sintetasa (TPS) en el maíz raza San
Jerónimo pero si se logró ajustar el protocolo de iden-
tificación molecular del gen de la trehalosa-6-fosfato
sintetasa (TPS) en el Maíz raza San Jerónimo hasta la

retrotranscripción del ARN. Por tanto, no se consiguió
evaluar la similitud del gen de la trehalosa-6-fosfato
sintetasa (TPS) del Maíz raza San Jerónimo y el Gene-
bank
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