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RESUMEN

En este trabajo de Tesis se evaluo la diversidad genética presente en los maices nativos de
Latinoamérica y su contextualizacion en dos diferentes aspectos. El primero en un estudio
donde la diversidad genética y la estructura de poblacional de los materiales permitieron ligar
aspectos histdricos, antropoldgicos y arqueoldgicos del maiz. En el segundo aspecto se explora
el potencial de las razas de maiz que ligada a la evaluacion fenotipica con poblaciones de
mejoramiento permitieron identificar fuentes de variacion alélica importante para algunos
caracteres de interés con fines agronoémicos. El primer aspecto es presentado como:
“Caracterizacion genotipica de poblaciones de maiz en Latinoamérica”. Se describe la
diversidad genética y la estructura poblacional de un germoplasma de maiz representativo de
Latinoamérica formado por 194 accesiones de poblaciones nativas en el cual estan
representadas 131 razas de 23 paises. El germoplasma fue genéticamente caracterizado por un
grupo de 28 microsatélites en muestras conjuntas de ADN. De esta manera, se deduce que el
maiz se dispersé fuera de su area de origen y domesticacion en Mesoamérica hacia el Caribe y
Sudamérica, y esta dispersion ha estado indudablemente asociada con migraciones humanas
tempranas y con movimientos poscolombinos. Los resultados revelaron que eventos
prehistoricos e historicos como expansiones de las culturas precolombinas, como dos diferentes
patrones de poblamiento del Caribe, las tecnologias maritimas desarrolladas por las culturas
precolombinas, y la llegada de los espafioles a América pueden ser asociadas con el cultivo del
maiz. El segundo aspecto presentado como: “Caracterizacion fenotipica y genética de un panel
de maices tropicales precoces de interés para estudios de asociacion de tolerancia a la sequia”
describe la caracterizacion fenotipica bajo dos regimenes de regadio, normal y de estrés hidrico
para un panel inicial formado por tres diferentes clases de germoplasma: pooles o complejos
genéticos desarrollados por el Banco del Germoplasma del CIMMYT, OPVs del Subprograma
de Fisiologia y poblaciones nativas, donde los valores altos de heredabilidad para los caracteres
evaluados demostraron la calidad de los datos fenotipicos. La caracterizacion genotipica se
basd en el andlisis de diversidad genética como: indices de diversidad, nimero de alelos
encontrados, alelos unicos dentro de cada clase de germoplasma, indices de diferenciacion de

Wright y analisis de estructura poblacional utilizando un conjunto de 30 SSRs. Para la
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caracterizacion fenotipica se utilizo un Indice de Seleccion (IS) tomando en cuenta la
evaluacion fenotipica del germoplasma en condiciones de estrés, se calculo el indice simple de
tolerancia a la sequia (ITS), y se considerd la precocidad del material para diferenciar
tolerancia de escape a la sequia. Se identificaron accesiones nativas con gran potencial como
fuente de alelos favorables para la expresion de caracteres como tolerancia a la sequia,
sincronia floral y contenido de clorofila. Se analizd en detalle los cambios de frecuencia
alélica, entre y dentro de las clases de materiales, y se identificaron cambios importantes en
loci relacionados con resistencia a la sequia y altas temperaturas. Los analisis de estructura
poblacional del germoplasma, combinados con los datos fenotipicos permitieron identificar
grupos de accesiones con alelos especificos interesantes para vigor, sequia, escape de la sequia,
y caracteres secundarios. Basados en estos resultados, se sugiere que el panel inicial aqui
estudiado podria utilizarse para un analisis de mapeo por asociacion, para identificar loci y
alelos favorables de manera mas sistematica, y utilizando herramientas genéticas para mapeo
de alta densidad para diferentes caracteres de interés como componentes del rendimiento y

caracteres secundarios de manera independiente.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Maiz en Latinoamérica

En Latinoamérica, el maiz es uno de los principales recursos alimenticios para consumo
humano, ademas de tener una gran importancia socioecondmica y cultural. Durante siglos
las actividades de los agricultores, desde las primeras sociedades agricolas hasta las
actuales han permitido la seleccion y el desarrollo de nuevas variedades de maiz, que se han
adaptado a las diversas condiciones ecoldgicas, agrondémicas, de clima y de suelo,
cubriendo los requerimientos culturales y nutricionales. Las sociedades precolombinas en
todo el territorio de América Latina consideraban que el maiz fue un regalo de los dioses a
los hombres y que cultivarlo era sagrado. Segun el Popol Vuh (Cardoza-Aragon, 2006),
libro sagrado de los mayas, el ser humano fue hecho de maiz luego del fracaso que los
dioses tuvieron al probar otros materiales. El maiz acompand el desarrollo de culturas tan
importantes como la olmeca, maya, teotihuacana y la mexica entre otras, y sigue siendo el
principal sustento de las culturas rurales indias y mestizas (Barros y Buenrostro, 1997).
Estos maices reciben varios nombres, tales como variedades primitivas, variedades de los
agricultores, variedades locales, o criollos y han sido mantenidos y mejorados in situ por

los agricultores, basados en la percepcion de sus necesidades y su experiencia.

El cultivo y la seleccion de semillas son tradiciones antiguas gracias a las cuales se han
generado numerosas variedades locales (las razas) del maiz. Pandey y Gardner (1992)
mencionan que de 285 razas de maiz descritas en el hemisferio occidental, 265 estan
presentes en Latinoamérica, la mayoria de ellas en América del Sur. Mdas recientemente
Dowswell et al. (1996), concluyen que en todo el mundo existen descritas e identificadas
cerca de 300 razas de maiz, (involucrando a miles de cultivares diferentes) y que
representaban del 90 al 95% de la diversidad genética de la especie. Paterniani y Goodman
(1977) estimaron que alrededor del 50% de las razas de maiz en América estan adaptadas a
los tropicos, 40% a las tierras altas y 10% a los ambientes intermedios. También estimaron
que cerca del 40% de las razas de maiz tienen endospermo harinoso, 30% son duros, 20%

son dentados y 3% tienen tipos de granos dulces (Figura 1.1).



Figura 1.1 Razas nativas de maices latinoamericanos (Fotografia: Dr. Suketoshi Taba,
CIMMYT)

A pesar que hoy dia es posible apreciar en su justa medida el valioso recurso genético que
representan las razas de maiz, la pérdida de biodiversidad en la especie a nivel global,
principalmente durante el siglo XX y también en la actualidad, es un hecho (Bracco et al.,
2009). Este problema es particularmente notorio en las explotaciones agricolas comerciales,
donde las razas tradicionales se han ido reemplazando por cultivos genéticamente
mejorados a partir de una base genética reducida incluyendo a los cultivos genéticamente

modificados.

Aunque en la actualidad los hibridos de maiz representan la parte econdmica mas
importante del cultivo en paises como Argentina, Brasil, Estados Unidos, y Canada,
utilizan una parte limitada de la diversidad encontrada en variedades de polinizacion
abierta, razas y parientes silvestres como Teocintle, (Fukunaga et al., 2005; Matsuoka et al.,
2002b). Para el mantenimiento, conservacion y aprovechamiento del potencial genético que

representan las razas de maiz y sus parientes silvestres se han formado colecciones que



estan depositadas en diferentes bancos internacionales de germoplasma como el del
CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo) y el NCGRP (National
Center for Genetic Resourses Preservation, por sus siglas en inglés) en Colorado USA
(Taba, 2005). También se han creado bancos de germoplasma a nivel nacional en diferentes
paises latinoamericanos como el Banco de Germoplasma de Maiz del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) de México, el Banco Activo de
Germoplasma del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en Argentina, el

Banco Nacional de Germoplasma en Colombia, entre otros (Taba, 2005).

Para el futuro aprovechamiento de estas colecciones preservadas en los bancos de
germoplasma en programas de mejoramiento es de gran importancia su caracterizacion
genotipica y fenotipica, a la vez que conocer adecuadamente las condiciones
agroecologicas generales (topografia, clima y practicas de cultivo) de las distintas regiones
donde se ha recolectado el germoplasma de maiz. A partir de esta caracterizacion es posible
comprender mejor la distribucion y diversidad de las poblaciones de maiz, su migracion
relacionada con las poblaciones humanas y sus adaptaciones a distintas condiciones
ambientales. Mirando los cambios genéticos en respuesta a diferentes tipos de ambientes se
genera informacion muy valiosa para mejoramiento. Explorar la diversidad genética de
especies cultivadas de importancia econdmica, como el maiz, es tarea fundamental en todo

programa de investigacion agricola.

1.2 Utilizacion de los recursos genéticos de maiz

Las poblaciones nativas de maiz poseen caracteristicas que las hacen muy interesantes para
su uso en el mejoramiento. Entre ellas se pueden citar: aumento de la variabilidad genética
que trae ventajas en la seleccion tanto para caracteres de interés agrondmico, caracteres de
calidad como contenido nutritivo, sabor , textura, asi como, caracteres de resistencia a
enfermedades y plagas. Sin embargo, el uso directo de variedades locales en el
mejoramiento presenta ciertas desventajas: no existe suficiente documentacion con respecto
a su comportamiento con diversos hibridos, probadores o accesiones de control, ya que

poseen baja adaptacion local, falta de sincronia en los tiempos de floracion y caracteristicas



agronomicas indeseables (Salhuana y Pollak, 2006). Por lo tanto, es un reto identificar
alelos favorables para pardmetros agronomicos como estreses abidticos en fondos genéticos
no seleccionados para mejoramiento. Contrariamente, en los Uultimos afios se ha
determinado que a mayores niveles de productividad se detectan altos niveles de
vulnerabilidad genética a cambios ambientales, como sequia o estreses abidticos como
enfermedades dentro de poblaciones “elite” a pesar de los esfuerzos en los programas de
mejoramiento. Este fendomeno amenaza la meta de aumentos sostenidos en el potencial de

rendimiento debido a la estrecha base genética en los cultivares comerciales (Pritsch, 2001).

Tomando en cuenta que la estabilidad y productividad de los cultivos agricolas como el
maiz estd en parte sujeta a la eficiencia de los métodos para ampliar la base genética del
germoplasma utilizado, se ha establecido entonces una etapa previa al mejoramiento: el
pre-mejoramiento (pre-breeding) o valoracion genética de germoplasma con el fin de
posibilitar la transferencia de la variabilidad genética util al material adaptado y mantener
las combinaciones alélicas presentes en el material elite (Duvick, 1990). Las fuentes de
germoplasma mas ttiles son los cultivares modernos y lineas avanzadas del mejoramiento,
ya adaptados a un ambiente productivo especifico, sin embargo, existen condiciones para
hacer progreso genético en las cuales es recomendado utilizar germoplasma exético,
incluyendo todas las fuentes de germoplasma no adaptados como por ejemplo materiales
presentes en las colecciones internacionales (ejemplo: Banco de Germoplasma de Maiz del
CIMMYT), lineas provenientes de programas de mejoramiento, poblaciones nativas,

especies y géneros emparentados.

Un ejemplo del gran potencial de los maices nativos de México fue el descubrimiento de
factores de resistencia a la infestacion del insecto Sitophilus zeamais, una de las plagas mas
destructivas del maiz almacenado (Serratos et al., 1987). Otro ejemplo, es la formacion de
los complejos genéticos desarrollados en el CIMMYT, que han servido de base para
desarrollar cientos de variedades productivas de maiz. Estos complejos estdn formados por
distintas accesiones de razas con caracteristicas comunes, material proveniente de
programas de mejoramiento estadounidenses y/o de paises en desarrollo, teniendo en cuenta
la ecologia a la cual se adaptan mejor (las tierras bajas tropicales, las tierras subtropicales

de altitud media o las tierras altas), asi como color y tipo de grano, entre otras



caracteristicas. Los complejos genéticos son la base del programa de pre-mejoramiento y
mejoramiento de maiz en el CIMMYT porque vinculan la enorme diversidad de las
colecciones de semilla del banco de germoplasma con el programa de desarrollo de
variedades mejoradas, que devuelven esta diversidad a los agricultores en una forma mas

productiva.

La identificacion de germoplasma util para fines agronémicos es un tema decisivo en el
pre-mejoramiento, al respecto existen varias opiniones acerca de la abundancia y
disponibilidad de variabilidad genética que se pueda explotar provechosamente, asociado a
la idea que no toda la variabilidad genética es 1til, o que a veces hay que “pagar” un precio
al incorporar alelos ex6ticos debido a la interaccion génica entre diferentes genes para una
determinada caracteristica. Usualmente se ha identificado germoplasma exoético Ttil
mediante la evaluacion fenotipica dentro de cada programa de mejoramiento o en multiples
ambientes en el caso de las colecciones internacionales (Pritsch, 2001). Adicionalmente a
las herramientas utilizadas en el pre-mejoramiento convencional nuevas herramientas
biotecnoldgicas desarrolladas en los ultimos afios han permitido un gran avance en el
estudio del origen, composicion, estructura y funcionalidad de los genomas especialmente
de los cultivos de interés agricola como es el maiz. Estos avances en la caracterizacion de
los genomas estan permitiendo nuevos abordajes en la utilizacion y aprovechamiento de los
recursos genéticos disponibles (Lanaud y Lebod, 1995). Algunas de estas herramientas son
los marcadores moleculares con los que se pueden construir mapas genéticos y caracterizar

material bioldgico a nivel molecular.

De esta manera, la re-valorizacion de los recursos genéticos disponibles en los bancos de
germoplasma de maiz se ha visto enriquecida por los avances tecnoldgicos en la biologia
molecular. La utilizacion de marcadores moleculares ha resultado una herramienta valiosa,
que ha permitido caracterizar la diversidad genética presente en las colecciones, complejos
genéticos, etc. En este respecto, en el caso especifico del CIMMYT, los investigadores de
la institucion y colaboradores han aumentado las actividades de pre-mejoramiento tratando
de sacar provecho de las herramientas biotecnologicas. Por ejemplo, en la ultima década se

realizaron varias evaluaciones de la diversidad genética entre y dentro de poblaciones de



maiz tropical, subtropical y templado con marcadores moleculares como los microsatélites
(Reif,, et al 2006), lo mismo para la estimacién de la diversidad genética de razas,
poblaciones mejoradas y lineas con el fin de examinar fuentes potenciales de diversidad
alélica existente en estos materiales para su futuro uso programas de mejoramiento
(Warburton et al.,, 2008), y en la caracterizacion genética de lineas, variedades de
polinizacion abierta (OPVs) (Warburton., et al 2002) usando métodos de caracterizacion

genética.

1.3 Analisis de la diversidad genética, marcadores moleculares y consideraciones

estadisticas
1.3.1 Caracterizacion de la variabilidad genética

En genética, tanto desde el punto de vista del mejoramiento como de la conservacion, el
principal objetivo es estudiar, determinar y medir la variacion existente entre y dentro de
poblaciones o accesiones. Estos estudios de diversidad hacen posible la estimacion de esta
variabilidad genética a varios niveles de andlisis mas complejos, incluyendo la estimacion
de la distancia genética entre poblaciones, y pueden extenderse a unidades grandes como

zonas y regiones.

Los andlisis de diversidad genética en colecciones de germoplasma pueden facilitar una
confiable clasificacion de accesiones asi como el establecimiento de colecciones nticleo
(Mohammadi y Prasanna, 2003; Bedoya et al., 2008). Especificamente, una coleccion
nucleo es un subconjunto de accesiones que representa con un minimo de repetitividad la
diversidad genética de una especie vegetal o de una coleccion de germoplasma (Frankel y
Brown, 1984). De esta manera, con el establecimiento de colecciones nucleo se puede
obtener informacion representativa que permite una utilizacion mas répida y eficiente de
una coleccion, se logran también mejorar estrategias de manejo y distinguir prioridades de

coleccion o busqueda de nuevos materiales (Bedoya et al., 2008).

Estudios intrapoblacionales permiten evaluar la diversidad genética entre individuos de una
misma accesion determinando, entre otras cosas, su potencial como nueva fuente de alelos

para mejoramiento. Estos estudios también permiten entender la estructura genética del



maiz, trazar rutas de migracion del maiz a través del tiempo, identificar a través de los
cambios de frecuencia alélica la seleccion natural como resultado de la adaptacion a un
ambiente ecologico nuevo, o la seleccion dirigida como resultado de la preferencia de los
agricultores (rendimiento, textura, color, etc.). Desde un punto de vista de mejoramiento, el
ultimo objetivo es determinar la fenologia de estas fuentes diferentes de diversidad para
identificar los alelos nuevos que pueden impactar de manera favorable los parametros

agrondmicos.

El reciente desarrollo de la biologia molecular y las nuevas herramientas estadisticas en
gendmica y poblaciones genéticas han permitido explorar las opciones para identificar y
utilizar esta variacion genética para la mejora de plantas (Aranguren-Méndez et al., 2005).
Desde el punto de vista molecular, esta variacion también denominada polimorfismo
genético, hace referencia a la existencia en una poblacion de multiples alelos, es decir, un
polimorfismo es una variacion en la secuencia de un lugar determinado del ADN entre los
individuos de una poblacion y puede medirse a través de diferentes técnicas disponibles
hoy en dia. Estas diferencias en los polimorfismos permiten identificar las variaciones

alélicas dentro de un gen.

Para efectuar estos estudios ha sido de gran importancia el desarrollo de la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986), la cual es una reaccion
enzimatica catalizada por una ADN polimerasa, que permite la amplificaciéon o
reproduccion “in vitro” de grandes cantidades de una region particular del ADN, a partir de
una pequena cantidad original de ADN molde. Esta enzima requiere para la sintesis de un
par de “oligos” denominados iniciadores o ‘“primers”, cuyas secuencias son
complementarias a la de las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del segmento en particular de

ADN que se desea amplificar.
1.3.2 Marcadores moleculares

En afios recientes, diferentes sistemas de marcadores, tales como, Polimorfismos de
Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLPs), Polimorfismos Amplificados
Aleatoriamente (RAPDs), Secuencias de sitios marcados (STS), Secuencias Repetidas

Cortas (SSRs), Polimorfismos de base unica (SNPs) y otros, han sido desarrollados y



aplicados a una variedad de especies de cultivos, incluyendo cereales, como es el caso del
maiz (Joshi et al., 1988; Schldtterer, 2004). Los marcadores moleculares son utiles en el
disefio de nuevos esquemas de mejoramiento y seleccion, como por ejemplo: la seleccion
asistida por marcadores (Marker Assisted Selection, MAS) (Ribaut y Hoisington, 1998;
Ribaut et al., 2002), en la creaciéon de catdlogos de genes funcionales, clonacién de
secuencias de ADN que codifican genes y la secuenciacion completa de las especies de
interés (Lee, 1998), también se han vuelto muy populares para analisis filogenéticos

afiadiendo una nueva dimension a las teorias evolutivas (Joshi et al., 1988)

La caracterizacion molecular se estd consolidando como uno de los métodos mas
apropiados para llevar a cabo estudios de identificacién de genotipos y similitud genética
en numerosas especies. Las nuevas tecnologias de marcadores moleculares permiten
acelerar y optimizar los métodos actuales de caracterizacion lo que puede permitir detectar

la variabilidad genética en un conjunto determinado de germoplasma de interés.

Un buen marcador molecular debe reunir una serie de caracteristicas para maximizar su
utilidad: naturaleza altamente polimorfica, herencia co-dominante (determinacion de los
estados homocigotos y heterocigotos de los organismos diploides), distribucion a lo largo
del genoma, comportamiento selectivo neutral (las secuencias de ADN de cualquier
organismo son neutrales a condiciones ambientales o practicas de manejo), facil acceso y/o
disponibilidad, alta reproducibilidad y facil intercambio de datos entre laboratorios, la
técnica para analizar el marcador debe ser répida, practica y debe repetirse con fiabilidad en

otros laboratorios (Cheng y Crittenden, 1994; Joshi et al., 1999), (Tabla 1.1).

Aunque es dificil encontrar un marcador molecular que se reuna todos los criterios
anteriores, un sistema de marcadores se puede identificar si cumple al menos algunas de las
caracteristicas anteriores dependiendo del tipo de estudio a realizar. En este sentido, el uso
de marcadores moleculares tipo microsatélite se ha generalizado en estudios de diversidad
genética y de estructura genética de poblaciones por su herencia mendeliana, alta
confiabilidad, repetitividad y automatizacion, y pueden detectar homocigosis y

heterocigosis en organismos diploides como el maiz (Matsuoka et al., 2002a).

1.3.3 Microsatélites



En detalle, los microsatélites (Simple Sequence Repeats, SSR) son secuencias de uno a diez
0 mas pares de bases repetidas y adyacentes distribuidas en el genoma (Ciofi et al., 1988),
que generalmente consisten en dinucleotidos, por ejemplo: (AC),, (AG),, (AT)a;
trinucledtidos, por ejemplo: (TCT),, (TTC),; tetranucléotidos, por ejemplo: (TATG),,
donde n es el nimero de unidades repetidas dentro de un /ocus de microsatélite en un
genotipo de referencia (Figura 1.2). También pueden presentar una forma mas compleja,

mezclando di, tri, 0 mas nucledtidos en una patron repetitivo, por ejemplo (GA),(GAA);.

El analisis con este tipo de marcadores involucra la deteccion de fragmentos especificos de
ADN vy se obtiene la medida de los alelos en pares de bases para cada una de las regiones.
Presentan ventajas respecto a otros marcadores moleculares por su capacidad para analizar
un unico locus de posicion conocida en el cromosoma y su distribucion homogénea en el
genoma (Matsuoka et al., 2002b; Schlotterer, 2004). La variabilidad en el nimero de estas
secuencias repetidas permite la visualizacion de diferencias genéticas entre individuos. En
este sentido, si se dispone de diferentes SSRs distribuidos uniformemente en el genoma, los
polimorfismos de los SSRs causados por las diferencias en el nimero de unidades repetidas

permiten discriminar de manera precisa entre individuos altamente emparentados.

Figura 1.2. Ejemplo de un microsatélite di-nucledtido A-C(n).

Primer 1

Faeer
Ty Y GATATCTGCTA
GITGCGALCTAT AGALC AT —ACACACACACACAC AL U TETGATGLTUTAL

Microsatélite

CACCTCATATCTGET A —TGETETGTETETCGTETG-—OCGACACTACCAGAT

GCTGTGATCG () .

Primer 2

Otra aplicacion de los microsatélites es la construccion de mapas de ligamiento mas
completos y detallados, con lo cual se hace la identificacion de genes de interés; también
permiten seleccionar en una poblacion en segregacion los individuos que presentan el

maximo de alelos favorables en los genes de interés agronémico (Ribaut et al., 2002).



Tabla 1.1 Comparacion de diferentes tipos de marcadores moleculares™®

Tipo de Marcador Acrénimo

Ventajas

Desventajas

Polimorfismo de SNPs
base Unica

Secuencias SSR
Repetidas Cortas -
Microsatélites

Tecnologia de DArT
matrices de

diversidad

Secuenciacion de ADN

Baja tasa de mutacion

Abundantes en el genoma

Facilidad de caracterizacion

Nuevos enfoques analiticos se
estan desarrollando en el presente
Repetitividad entre laboratorios

Bases de datos existentes y accesibles
Altamente informativos

Facil de aislar

Interpretacion sencilla de los resultados

Reproducibilidad alta

Tecnologia de alto rendimiento

Exploracion del genoma entero

Resultados altamente reproducibles

El contenido de informacion es maximo

Fécil comparacion entre estudios

Costosos de aislar y
caracterizar

Bajo contenido de
informacion para un inico
SNP

Alta tasa de mutacion

Comportamiento complejo
de mutacion

Comparacion entre
laboratorios requiere
preparacion

Debe estar disponible la
informacion sobre la
secuencia de los genes
Costosa

Tiene requisitos técnicos
considerables

La cantidad y el tipo de los
datos producidos requiere
de un alto nivel de pericia
en computacion y de un
equipo avanzado

Todavia significativamente
mas costoso que las otras
técnicas

Presenta exigencias técnicas

* Basada en informacion de Schlétterer (2004), Aranguren-Méndez et al. (2005) y Diversity Arrays, (2011)

En el area de genética poblacional los microsatélites estdn siendo ampliamente utilizados
porque permiten estimar los niveles de variabilidad genética dentro de poblaciones y
analizar las relaciones genéticas existentes entre las mismas (Aranguren-Méndez et al.,
2005). Los SSRs permiten la obtencion de datos poblacionales y el calculo de frecuencias

alélicas. De esta manera se pueden estimar las distancias genéticas entre poblaciones o
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entre individuos (Matsuoka et al., 2002a), asi como realizar andlisis filogenéticos
(Fukunaga et al., 2005; Vigourox et al., 2008) y de estructura de poblacion (Reif et al.,
2004; Warburton et al., 2008).

1.3.4 Herramientas estadisticas
1.3.4.1 Descripcion de la diversidad genética

El estudio de la diversidad genética es el proceso por el cual la variacion entre individuos,
grupos de individuos o poblaciones es analizada por un método especifico o por una
combinacion de métodos (Mohammadi y Prasanna, 2003). Se puede definir, como
diversidad genética a la multiplicidad de frecuencias alélicas presentes en un grupo de
individuos, que junto con el ambiente provee la naturaleza del fenotipo y es base
fundamental en programas de mejoramiento (Cardona, 2010). Aunque el uso de marcadores
moleculares permite una confiable diferenciacién de genotipos, y la informacion que
proveen es de diferentes tipos, la seleccion de los métodos de andlisis depende de los
objetivos del experimento, del nivel de resolucidon requerida, de los recursos tecnoldgicos e

infraestructura disponible (Mohammadi y Prasanna, 2003).

Para analizar esta variabilidad genética existe una variedad de estadisticas que resumen la
informacion en términos manejables. Los estadisticos méas empleados y que se describen a
continuacion son: porcentaje de /oci polimorficos, el nimero medio de alelos por locus, y la

heterocigosidad esperada y observada:

Porcentaje de loci polimorficos:
Un locus se considera polimorfico si detecta mas de un alelo en una poblacion.
Generalmente el criterio mas utilizado es el 1%: un locus sera polimorfico si el alelo mas

comun presenta una frecuencia menor al 99% en la poblacion bajo estudio.

Numero medio de alelos por locus:
Esta estadistica indica el nimero medio de alelos que presenta un /ocus en una poblacion.
Esta medida requiere un numero minimo de individuos analizados, ya que cuando el

nimero es grande, mayor es la probabilidad de detectar alelos suplementarios en los /oci.
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Heterocigosidad (H):

Representa una mejor medida de la diversidad genética. La heterocigosidad se puede medir
como heterocigosidad observada (Hp) y/o heterocigosidad esperada (Hg). Ho se define
como la frecuencia relativa de individuos heterocigotos observados en la muestra para
cualquiera de los loci, y es influenciada por el nimero de alelos y la frecuencia alélica.
Mientras que la Hg, desde el punto de vista matematico, es la probabilidad de que dos

alelos tomados al azar de la poblacion sean diferentes (Crow y Kimura, 1970).

indice de Contenido Polimérfico (PIC):
Este indice evalta cuan informativo es un marcador en la poblacion de acuerdo a las
frecuencias de los alelos y oscila entre 0 (no informativo) y 1 (muy informativo), este

indice se basa en el nimero de alelos y las frecuencias alélicas.

Varios enfoques se han propuesto para estimar la cantidad de diferenciacion genética entre
poblaciones y en subdivisiones de una poblacion en base a los supuestos relacionados con
el modelo evolutivo y las consecuentes modificaciones en los algoritmos (Wright, 1951;
Nei, 1973). En este sentido, Wright (1951) describe Estadisticas-F o Indices de Fijacion,
como las correlaciones entre las frecuencias de los alelos relativos a una subpoblacion y a
la poblacion total respectivamente (Fis y Fir), y las correlaciones entre las frecuencias de
dos alelos tomados al azar de cada subpoblacion (Fsr), indicando la pérdida de
heterocigotos por la subdivision en subpoblaciones (S) respecto a la poblacion total (T). Fsr
suele utilizarse como medida de diferenciacion genética entre subpoblaciones o entre
poblaciones. En general, los Indices de Fijacion miden la reduccién de heterocigosis
esperada con apareamiento al azar a cualquier nivel de una jerarquia poblacional. De otro
lado, mediante un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) se puede evaluar la
estructuracion o distribucion de la diversidad genética dentro y entre grupos de razas,

poblaciones, aplicandose también a diferentes niveles jerarquicos, (Excoffier et al., 1992).

Dado que la distancia genética puede definirse como la diferencia entre dos entidades que
puede ser descrita por la variacion alélica (Nei, 1973), o mas ampliamente como "una

medida cuantitativa de diferenciacion genética ya sea a nivel de secuencia o de frecuencias
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alélicas que se calcula entre individuos, poblaciones o especies" (Beaumont et al., 1998),
las distancias genéticas pueden ayudar a entender las relaciones evolutivas entre
poblaciones y permiten obtener informacion para caracterizacion de razas (Nagamine y
Higuchi, 2001). La distancia genética entre dos genotipos, poblaciones o individuos puede
calcularse por varias medidas estadisticas y depende de la naturaleza del conjunto de datos
(Mohammadi y Prasanna, 2003), en este respecto, en la literatura disponible se encuentran
varias discusiones relacionadas con la seleccion y uso de las medidas de distancias

genéticas (Beaumont et al., 1998; Mohammadi y Prasanna, 2003).
1.3.4.2 Métodos multivariados

Los marcadores moleculares proveen datos multidimensionales que generalmente son
complementados con otros tipos de informacidon, por ejemplo datos morfoldgicos o
fisiologicos. Asi, los estudios sobre variabilidad genética estan frecuentemente asociados a
la medicion de muchos caracteres en una misma entidad biolégica. En este aspecto, son de
especial interés los métodos multivariados altamente Utiles para analizar la diversidad entre
entidades caracterizadas por multiples variables que permiten resumir la informacion en
pocas variables sintéticas informativas de la variabilidad total. Algunos de estos métodos
son: analisis de conglomerados o agrupamiento, Analisis de Componentes Principales
(ACP) y/o Anélisis de Coordenadas Principales (ACoP), y andlisis de estructura de

poblacion.

El proposito principal de un analisis de agrupamiento es agrupar individuos o entidades en
funcion de las caracteristicas que poseen, individuos con descriptores similares son
matematicamente agrupados dentro de un mismo grupo (Hair et al., 1995). Con los datos
obtenidos de caracterizaciones morfologicas, bioquimicas, o con un conjunto de
marcadores moleculares estos analisis permiten la asignacion de un individuo a un grupo
segin su composicion genética determinada (Mohammadi y Prasanna, 2003; Aranguren-
Méndez et al., 2005). En términos generales existen dos tipos de métodos de agrupacion,
los métodos basados en distancia y métodos en que las observaciones de cada grupo se
supone que son aleatorias de algin modelo paramétrico, las inferencias sobre los

parametros correspondientes a cada grupo y la pertenencia de cada individuo a un grupo
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especifico se llevan a cabo conjuntamente con métodos estadisticos como méxima-

verosimilitud o métodos Bayesianos (Mohammadi y Prasanna).

En el método de agrupamiento basado en distancias se requiere definir una distancia entre
el individuo y los individuos de los diferentes grupos posibles en el estudio, obteniendo asi
una matriz de distancias genéticas que puede representarse graficamente segun el algoritmo
de agrupamiento seleccionado (Johnson y Wichern, 1992). Algunos algoritmos de
agrupamiento son: el método de agrupamiento no ponderado por pares utilizando la media
aritmética (UPGMA), método sugerido cuando se suponen en el modelo de analisis
diferentes tasas de evolucion (Eding y Laval, 1999; Takezaki y Nei, 1996); el método del
vecino mas cercano (Neighbor Joining, NJ) que se caracteriza por construir arboles
mediante sucesivos agrupamientos de alineaciones tomando en cuenta las distancias entre
un par de individuos o grupos y las distancias entre estos y los restantes individuos o
grupos simultdneamente donde el resultado es un arbol no rotado (sin raiz u origen
evolutivo) (Saitou y Nei, 1987). Es asi como los dendogramas son las representaciones
graficas mas utilizadas de una matriz de distancias y bajo ciertas circunstancias esta
representacion puede ser tomada como una estimacion de la filogenia (Aranguren-Méndez
et al., 2005). Estos métodos son dindmicos y el hecho de asignar mdas individuos a los
grupos puede influir en la composiciéon y nimero de grupos que resultan del estudio de
diversidad genética. Por ejemplo, afadir un individuo puede generar el agrupamiento de 2

grupos cercanos o dividir un grupo en varios grupos nuevos.

Los Analisis de Componentes y Coordenadas Princiaples (ACP y ACoP) son métodos de
reduccion de datos para clarificar las relaciones entre dos o mas caracteres y dividir el total
de la varianza de los caracteres originales en un nimero limitado de nuevas variables
correlacionadas (Wiley, 1981; Mohammadi y Prasanna, 2003). Este andlisis permite la
visualizacion de las diferencias entre individuos e identificar posibles grupos, asi como la
determinacion del nimero 6ptimo de grupos en un estudio. La reduccion de variables es
lograda mediante una trasformacion lineal de las variables originales en un nuevo conjunto
de variables correlacionadas 1lamadas componentes principales (CP). Tanto el ACP como
el ACoP son métodos de andlisis de datos que presentan los resultados en forma de

diagramas de dispersion, la diferencia entre ellos se basa en que un ACP parte de una
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matriz completa de datos, como presencia versus ausencia de alelos en datos de marcadores
moleculares, mientras que en ACoP se parte de una matriz de distancias entre un conjunto
de entidades (Mohammadi y Prasanna, 2003). En un conjunto de datos que posee gran

cantidad de datos perdidos y cuando hay menos entidades que caracteres se recomienda un

ACOoP (Rohlf, 1972).

Un método de agrupamiento basado en la estadistica bayesiana es el descrito por Pritchard
et al. (2000) en la inferencia de la estructura de poblacion utilizando datos genotipicos
multilocus de marcadores no ligados. La fortaleza de este enfoque se basa en un analisis
efectivo de la estructura poblacional, la agrupacion y la asignacion de individuos en
poblaciones, poblaciones a grupos, etc. Esta metodologia permite estimar la proporcion del
genoma de un individuo que contribuye a una subpoblacion especifica, denominada "matriz
de origen genético" 0” matriz de proporcion de ancestro” (Q). Thornsberry et al. (2001)
proporciond la primera demostracion empirica de la utilidad de la inferencia de la
estructura poblacional en estudios de asociacion genética, especificamente en la

identificacion de un gen asociado con la variacion del tiempo de floracion en maiz.
1.4 Caracterizacion genotipica de maiz

Aunque las relaciones genéticas entre poblaciones de maiz pueden ser medidas por varios
métodos, uno de los métodos tempranos fue la medida de caracteristicas cromosomicas.
Esas caracteristicas cromosOomicas, en este caso fueron la posicion de nodulos en forma de
nudo como componentes distintivos, visibles al microscopio, que pueden o no estar
presentes en una posicion definida en cada uno de los cromosomas del maiz, y que son
caracteres fijos y heredables. Estas caracteristicas permitieron medir las relaciones
genéticas, lo que reflejo en el maiz una mezcla de germoplasmas muy distintos, que alguna
vez estuvieron aislados geograficamente unos de otros (McClintock et al., 1981). Estudios
mas recientes utilizando isoenzimas (Sanchez et al., 2006) y microsatélites han verificado

esas observaciones (Matsuoka et al., 2002a; Reif et al., 2006; Vigourox et al., 2008).

En la ultima década se han llevado a cabo estudios con microsatélites en maiz con
diferentes finalidades, por ejemplo, Reif et al. (2006) caracterizaron razas mexicanas de

maiz y estudiaron las relaciones asumidas por estudios morfoldgicos; Pressoir y Berthaud.
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(2004) utilizaron microsatélites para estudiar la estructura genética de razas de maiz en el
Valle de Oaxaca— México, y Dubreuil et al., (2006) analizaron las frecuencias alélicas en
muestras conjuntas (bulks) de ADN (como el presente estudio) para esclarecer el origen de
las razas de maiz Europeas. Mas recientemente Warburton et al., (2008) utilizaron esta
clase de marcadores para examinar los niveles de diversidad y estructura poblacional en
razas de maiz mexicanas, variedades de polinizacion abierta y lineas mejoradas. También
se han empleado este tipo de marcadores en muestras de maiz arqueologicas para evaluar su
afiliacion genética con las razas existentes en el sur de Sudamérica (Oliveira-Freitas et al.,
2003; Lia et al., 2009; Bracco et al., 2009). Incluso, los microsatélites también han sido
utilizados en estudios en relacion al origen y domesticacion del maiz (Matsuoka et al.,

2002b; Vigourox et al., 2008).

Los microsatélites también han ayudado a dilucidar que el origen de la gran diversidad
encontrada en el maiz tiene que ver con la incidencia de diferentes factores. En primera
instancia, la mayoria de la evidencia apunta a un solo evento de domesticacion del maiz a
partir de un teocintle anual (Zea mays ssp. parviglumis) (Matsuoka et al., 2002b); a su vez,
el teocintle presenta niveles mas altos de diversidad genética que el maiz domesticado
(Fukunaga et al., 2005; Warburton et al., 2011). Adicionalmente, factores involucrados en
la evolucién del maiz después del proceso de domesticacion fueron probablemente un
numero alto de mutaciones que generd nuevos alelos, mientras que la recombinacion
generaria nuevas combinaciones de ¢€stos (Reif et al., 2006). Presumiblemente, el flujo
génico con el teocintle incrementd la base genética existente del maiz (Doebley, 2004),
especialmente, en este campo, la evidencia actual sugiere que teocintles de las regiones
Balsas y Chalco (ssp. parviglumis y ssp. mexicana) han contribuido en los tltimos 200 afios
y siguen contribuyendo como fuentes importantes de alelos para el maiz domesticado
(Warburton et al., 2011). Mientras que la deriva genética, la seleccion natural y la humana
dirigida (realizada por los primeros agricultores) modelaria la variacion genética existente y
que eventualmente resultd en un gran numero de razas adaptadas a condiciones ambientales
especificas y con caracteres deseados por los agricultores tempranos (Reif et al., 2006).
Suplementariamente, la accion de sistemas de transposones -elementos genéticos movibles-

dentro del genoma (Buckler et al., 2006), asi como también, diferentes modalidades y
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practicas en el intercambio de semilla efectuado por los pequefios agricultores ha hecho
este proceso de generacion de diversidad genética mds activo y cambiante. Es asi como
durante siglos cada grupo étnico ha seleccionado y desarrollado nuevas variedades de maiz
que se han adaptado a las diversas condiciones de clima, suelo, ecoldgicas y agrondmicas,
cubriendo los diversos requerimientos culturales y nutricionales. De esta manera, cada
variedad local representa una fuente de diversidad genética. Estas variedades son
poseedoras de caracteristicas que son importantes para la adaptacion local, la estabilidad
econdmica y la sostenibilidad del agricultor. Asimismo, las variedades de toda una region
pueden contener niveles de diversidad genética comparables a los de las colecciones

depositadas en muchos bancos de germoplasma (Taba, 2005).

La caracterizacion genotipica de las especies de polinizacion abierta como es el caso del
maiz, ha sido muy dificil en el pasado porque la variabilidad encontrada refleja mas a la
variacion intrapoblacional que entre poblaciones, y estos niveles de variacion pueden ser
muy altos (Doebley et al., 1984; Dubreuil et al., 2006; Warburton et al., 2008). Esto
significa que para describir bien toda la variacion dentro de una poblacion, y para poder
diferenciar entre diferentes poblaciones, al menos 15 individuos deben ser caracterizados
para representar suficientemente la diversidad alélica presente en una poblacion de maiz
(Dubreuil et al., 2006). Esto hace que los estudios existentes sean escasos y con frecuencia
realizados con un nimero insuficiente de individuos, lo que dificulta sacar conclusiones

fiables.

Un método de andlisis con microsatélites en muestras conjuntas de individuos de la misma
poblacion de maiz fue desarrollado por INRA (el Instituto Nacional de Investigacion
Agricola de Francia) y el CIMMYT (Dubreuil et al., 2006). Al menos cincuenta marcadores
SSR fueron optimizados en el CIMMYT para ser usados en la estimacion de la frecuencia
alélica dentro de una muestra conjunta de 15 individuos por poblacion, usando la altura
maxima extraida de un secuenciador de ADN automético y adaptando el software para el
analisis de estos datos. Este método es mucho mads eficiente en cuestion de tiempo y costo
que la caracterizacion genotipica de multiples individuos, uno por uno, por poblacion, y por
supuesto mucho maés preciso que la caracterizacion genotipica de so6lo un individuo por

poblacion. El ahorro de tiempo, reactivos y dinero es significativo, estimandose el costo en
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una décima parte de lo que seria necesario en un estudio genotipico analizando
individualmente el mismo nimero de individuos por poblacion. Por estas razones en esta
Tesis Doctoral hemos utilizado esta misma metodologia para caracterizar las poblaciones

de maices objeto de nuestro estudio.
1.5 Importancia de los estudios de diversidad genética de maiz

Durante el siglo XX la pérdida de biodiversidad a nivel global fue un hecho,
particularmente cultivos y razas tradicionales han estado bajo amenaza por el definitivo
reemplazamiento por materiales mejorados (Bracco et al., 2009). Por esta razon el estudio
de la diversidad presente en los materiales nativos de cada pais ha despertado interés ya que
es posible que estas razas estén en riesgo de extincion o erosion genética. El conocimiento
genético de las razas de maiz es de interés no solo por el estudio de las fuerzas evolutivas
en el proceso de domesticacion y sus aplicaciones en el disefio de programas de
mantenimiento y conservacion de germoplasma de maiz, sino también en el
aprovechamiento de la diversidad existente, pues solo una pequeiia proporcion de esta
diversidad disponible en América es utilizada en los programas de mejoramiento (Bracco et
al., 2009). La evaluacion genotipica y fenotipica de estos materiales nativos podrian
acelerar los programas de mejoramiento convencional e incrementar su eficiencia
identificando material potencial para ser aprovechado desde el pre-mejoramiento
detectando la presencia de alelos exoticos favorables y estimando las frecuencias alélicas
con el fin de ampliar la base genética en los materiales mejorados. De otro lado, una
comprension de la diversidad presente en las poblaciones de maiz y las relaciones entre
ellas es de interés no solo para tener una vision global de la variabilidad genética existente
en Latinoamérica, sino también para tener un mejor entendimiento de la migracion del maiz
a partir de su centro de origen y las probables rutas que historicamente siguieron los grupos

que han cultivado el maiz en Latinoamérica.

Lamentablemente los cambios ambientales asociados al cambio climatico como el aumento
de temperatura, pueden afectar negativamente la productividad del maiz en Latinoamérica y
el mundo. El maiz es uno de los principales cultivos para los agricultores con bajos recursos

especialmente de las zonas tropicales y subtropicales, y son los que mas pueden sufrir las
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consecuencias de las elevadas temperaturas ya que por lo general cultivan en condiciones
de temporal o secano y carecen de otras alternativas de manejo como la posibilidad de
aplicar riegos o rotaciones de cultivo o aplicacion de abono. De otro lado, en los ultimos
afos se ha aumentado la presion sobre los sistemas agricolas para garantizar el
abastecimiento de las multiples demandas de maiz. El futuro cercano del maiz no podria
estar mas necesitado de avances en conocimientos integrados genéticos, fisioldgicos,
interaccion genotipo-ambiente, que permitan lograr estrategias de mejoramiento y/o manejo
de cultivo que garantice una adecuada productividad. Teniendo en cuenta la importancia de
ampliar el conocimiento sobre diversidad genética de los maices nativos en su contexto
historico e identificar fuentes de germoplasma potenciales para ser utilizados en la mejora
de maiz, esta Tesis Doctoral aborda dos temas principales: un estudio de la variabilidad
genética de maiz existente en Latinoamérica “Caracterizacion genotipica de poblaciones de
maiz en Latinoamérica” y si esta variabilidad lleva aparejada adaptaciones a tolerancia de
estreses abioticos “Caracterizacion fenotipica y genética de un panel de maices tropicales

precoces de interés por su tolerancia al a sequia”.
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2. OBJETIVOS

En la presente Tesis Doctoral se ha estudiado la diversidad genética presente en
poblaciones nativas procedentes de Latinoamérica, complejos genéticos de pre-
mejoramiento desarrollados por el Banco de Germoplasma y materiales mejorados por el
Programa de Fisiologia del CIMMYT. Los principales aspectos relacionados con este
estudio son la estimacion de la diversidad genética en los diversos materiales, el analisis de
estructura poblacional, y el estudio del contexto histdorico que ha estado relacionado con el
cultivo del maiz, asi como la evaluacion en campo de poblaciones promisorias por la buena

adaptabilidad y respuesta bajo condiciones de estrés abidtico.

Las diferentes investigaciones que forman parte de esta tesis han tratado de alcanzar una
serie de objetivos especificos, en particular, en el primer tema: “Caracterizacion genotipica
de poblaciones de maiz en Latinoamérica” se ha enfatizado en los temas vinculados con la
diversidad genética presente en las razas de maiz tipicas de los paises latinoamericanos y
sus relaciones interpoblacionales tratando de ligar la informacion historica, dataciones

arqueoldgicas, e informacion antropolédgica disponible. Sus objetivos especificos han sido:

1) Conocer la diversidad genética de 194 poblaciones de maices latinoamericanos por
medio de la caracterizacion genotipica utilizando marcadores moleculares tipo
microsatélite (SSR) en muestras conjuntas de ADN.

2) Validar el conjunto de marcadores microsatélite seleccionado, tomando como
referencia las clasificaciones de las accesiones mexicanas de las cuales se tiene una
gran variedad de informacion disponible.

3) En base al estudio de marcadores moleculares y el analisis de estructura
poblacional aportar nueva informacion y profundizar en el conocimiento acerca de
la migracion del maiz desde Mesoamérica hacia América del Sur teniendo en cuenta

el contexto histdrico y cultural que ha revestido el maiz hasta nuestros dias.

De de otro lado, en la segunda parte de esta Tesis Doctoral, “Caracterizacion fenotipica y

genética de un panel de maices tropicales precoces de interés para estudios de asociacion de
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tolerancia a la sequia” se ha profundizado en la caracterizacion genotipica y su adaptacion

fenotipica a la sequia en los materiales mejorados en el CIMMYT junto con 56 poblaciones

nativas provenientes de varios paises latinoamericanos. En esta segunda parte de la tesis los

objetivos especificos fueron:

1)

2)

3)

4)
5)

Obtener una distribucion fenotipica basada en el célculo del Indice de Seleccion de
un panel inicial de 70 accesiones de maiz tropical evaluadas bajo condiciones de
estrés hidrico y regadio normal.

Seleccionar un conjunto de poblaciones, que representen un 50% del panel inicial,
con comportamiento fenotipico contrastado frente a la sequia (es decir que
representen las mejores y peores accesiones con respuesta adaptativa bajo
condiciones de estrés) en base a un Indice de Seleccion y la fenologia (evaluada
como floracion masculina).

Evaluar la diversidad genética en el panel inicial y en el panel seleccionado de los
extremos de la distribucion fenotipica.

Determinar la subestructura poblacional del panel inicial y panel seleccionado.
Demostrar el potencial del panel inicial para un estudio de mapeo por asociacion
para la identificacion de nuevos alelos favorables para fines agronomicos en

diferentes regimenes hidricos.

21



3. CARACTERIZACION GENOTIPICA DE POBLACIONES DE MAIZ EN
LATINOAMERICA

3.1 Introduccion

En los primeros ensayos para la clasificacion del maiz se utiliz6 la definicién de raza que
propusieron Anderson y Cutler (1942): “Un grupo de individuos emparentados, con
suficientes caracteristicas en comun para permitir su reconocimiento como grupo”. Esta
definicion fue la base para los primeros estudios de la diversidad del maiz en América con
la que se clasifican los grupos o razas de las distintas regiones del continente. Los primeros
trabajos de clasificacion del maiz se fundamentaron en la descripcion de estas razas sobre
bases morfoldgicas, fisiologias, genéticas, isoenzimadticas, agrondmicas y caracteristicas
citogenéticas (nudos cromosdémicos) que permitieron establecer patrones de relaciones

genealdgicas preliminares (Kato et al., 2009).

En forma particular, el trabajo que Wellhausen y colaboradores (1951) realizaron en
Meéxico es considerado el primer estudio organizado y sistematico de la diversidad de maiz.
En este trabajo se clasifican e ilustran 25 razas mexicanas en cuatro grupos, tres sub razas y
siete tipos como no bien definidas. Los grupos definidos son: 1) Razas Indigenas Antiguas,
consideradas como las descendientes de un maiz primitivo (Palomero Toluquefio, Arrocillo
Amarillo, Chapalote y Nal-tel. 2) Razas Exoéticas Precolombinas procedentes de Centro y
Sudamérica (Cacahuacintle, Harinoso de Ocho, Oloton y Maiz Dulce. 3) Mestizas
Prehistoricas que son el resultado del cruzamiento de las anteriores y su introgresion con el
teocintle (Conico, Reventador, Tabloncillo, Tehua, Tepecintle, Dzit-Bacal, Zapalote Chico,
Zapalote Grande, Tuxpefio, Pepitilla, Comiteco, Jala, Olotillo y Vandefo. 4) Razas
Modernas Incipientes, que se generarian en la época de la conquista (Bolita, Chalquefio,
Celaya y Conico Nortefio). De igual forma que en México, en el resto de Latinoamérica se
encuentran variedades y razas de maiz que provienen de diferentes épocas, procesos de
seleccion y consecuentemente existe una gran diferencia genética entre las mismas que por
cientos de afios, desde épocas precolombinas y coloniales, han sido mantenidas por los

agricultores/conservadores.
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En estudios més recientes como el llevado a cabo por Reif y colaboradores (2006), se
examinaron las relaciones asumidas previamente por la caracterizacion morfoldgica en el
estudio de Wellhausen y colaboradores (1951) pero utilizando marcadores moleculares tipo
microsatélite (como en el presente estudio) corroborando las relaciones propuestas para las

razas Conico Nortefio, Chalquefio, Celaya, y Bolita ( Figura 3.1).

Figura 3.1 Relaciones de las razas Indigenas Antiguas (A), Exoticas Precolombinas (B),
Mestizas Prehistoricas (C) y Modernas Incipientes (D) sugeridos por Wellhausen et al.
(1951). (progenie —lado izquierdo-, progenitores —lado derecho). Razas en italicas no estan
incluidas en dicho estudio (Reif et al., 2006).
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3.1.1 Maiz en Latinoamérica y culturas precolombinas

La méxima expresion de la domesticacion del maiz ha sido su difusion y subsecuente
diversificacion en numerosas variedades adaptadas a las condiciones ambientales
particulares (Vigouroux et al., 2008), empezando en Mesoamérica desde las zonas
templadas de los altiplanos hasta las tierras bajas tropicales, alcanzando Norteamérica, el
Caribe y Sudamérica (Kato et al., 2009; McClung, 1997). En este sentido, este trabajo de
tesis hipotetiza que el maiz puede ser uno de los pocos cultivos en el mundo, cuya variacion

morfoldgica y genética reflejaria la sucesion de importantes acontecimientos historicos,
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culturales, y la influencia determinante de factores geograficos. Por esta razon se hace a
continuacion una descripcion de algunas zonas geograficas y culturas pre-colombinas que

estarian ligadas a la dispersion temprana del maiz.

En la actualidad, se entiende a Mesoamérica como una vasta area cultural pre-hispanica que
discurre entre la zona norte-centro de México hasta la costa del Océano Pacifico en Costa
Rica que abarcd cerca de 5.000 afios de historia (Figura 3.2, Figura 3.3). Puede definirse
como una regidon cuyo ambiente estuvo constituido por una compleja multiplicidad de
culturas regionales, donde los avances en la tecnologia agricola y artesanal, asi como la
expansion de ciertas redes de ideologia y poder politico, fueron los motores que, en esencia,

caracterizaron el devenir comun de todos sus pueblos.

Tomando como referencia las caracteristicas geomorfoldgicas, étnicas y lingiiisticas de las
culturas Mesoamericanas, asi como, materiales que las identificaron en la antigiiedad se

pueden definir diversas sub-areas culturales:

- Centro de México, se trata de una extensa region de altiplano situada a una altura
promedio de 2.300 msnm. Se halla integrada por diferentes valles o mesetas de clima
templado, sub arido y 4rido, entre ellos, el Valle o Cuenca de México, el Valle de Toluca, el
Valle de Tula, el Valle de Morelos y el Valle de Puebla-Tlaxcala. La existencia de cinco
lagos navegables y de una agricultura intensiva asociada a éstos propicio que el Valle de
México fuese un area neuralgica en el pasado prehispanico del México Central, siendo el

lugar donde se desarrollaron culturas como la Teotihuacana, Tolteca y Mexica.

- Sur de México y parte del area Maya. Es una extensa region que muestra una gran
variabilidad medioambiental formada por zonas de clima sub darido, valles templados,
cuencas subtropicales y una franja costera tropical paralela al Océano Pacifico; durante la
época prehispanica, las culturas zapoteca y mixteca fueron las mas sobresalientes en
Oaxaca, y en paises como Guatemala, Belice, Honduras y El Salvador, asi como en los
estados mexicanos de Campeche, Yucatan y Quintana Roo asistieron al florecimiento de la

compleja cultura Maya.
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- Golfo de México, region integrada por los actuales estados mexicanos de Tamaulipas,
Veracruz y Tabasco; en esta region se desarrollaron las culturas como la Olmeca y

Totonaca.

- Occidente de México, comprendiendo los estados de Guerrero, Michoacan, Sinaloa,

Nayarit, culturas como la Tarasca y Mezcala son las mas sobresalientes de la region.

Figura 3.2. Regiones geograficas en América latina (Museo Chileno de Arte
Precolombino, 2011)
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Similarmente, desde Mesoamérica hacia el sur, pueden identificarse varias regiones de
interés incluyendo las areas de la Amazonia y del Chaco (Figura 3.2). Enfatizando en otras
regiones, se reconoce una zona intermedia, entre Mesoamérica y el norte de Sudamérica
que comprenderia parte de Honduras y Costa Rica, Panamd, noroeste de Colombia,

Venezuela y Ecuador, en esta zona se establecieron culturas como Valdivia y Chorrera
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(Figura 3.3), ambas ligadas al cultivo temprano del maiz. El Caribe comprende las Antillas

Mayores, Antillas Menores y norte de Venezuela, esta region esta relacionada con la

cultura Taino-Arawak. Los Andes centrales en la ladera occidental comprende una parte del

sur de Ecuador, tierras altas y costa de Peru, y tierras altas de Bolivia, en este territorio

pueden mencionarse culturas como Chavin, Vicus y Moche, entre otras. Sur de los Andes

comprende territorios del sur de Bolivia, noroccidente de Argentina y la region austral de la

cadena montafiosa andina a lo largo de Chile, culturas como Aconcagua, Diaguita, Tafi

pueden ser relacionadas en esta region (Figuras 3.2 y 3.3).

Figura 3.3 Linea del tiempo de algunas culturas pre-colombinas por regiones geograficas
ligadas al cultivo del maiz y contexto historico (Basada en datos recopilados de: Blake,
2006; Vela, 2011; Museo Chileno de Arte Precolombino, 2011)
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La dispersion del maiz a partir de su centro de origen en Mesoamérica sigui6 diferentes

rutas, probablemente relacionadas a la migracion del hombre americano arcaico en épocas

tempranas, y posteriormente su dispersion estaria ligada a complejos sistemas de
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intercambio y comercio entre las culturas que se desarrollaron en la América precolombina.
Los medios utilizados para comprender la difusion del maiz desde su centro de
domesticacion se han basado en datos histéricos, genéticos, datacion de restos
macrobotanicos, fitolitos y muestras de polen recuperadas de sedimentos en lagos,
pantanos, y yacimientos arqueologicos, asi como también estudios etnolingiiisticos. Dos
avances fundamentales han ayudado a reformular el entendimiento de la domesticacion y la
dispersion temprana del maiz. El primero es la acumulacion de evidencias genéticas de que
el maiz ha surgido de un teocintle anual (Zea mays ssp. parviglumis), que se encuentra
actualmente en la region del Rio Balsas al oeste de México (Matsuoka et al., 2002b). El
segundo, la datacion por Carbono-14 (mediante espectrometria de masas por acelerador) de
fragmentos de maiz minusculos, lo que ha permitido formular una cronologia
suficientemente precisa para la aparicion y posterior dispersion del maiz (Blake, 2006)

(Figura 3.4).

Sin embargo, la evidencia arqueologica referente a la datacion del maiz en Sudamérica que
indicaria la antigiiedad de la introduccion del cultivo en el subcontinente es un area todavia
de debate. En este sentido, existen dos propuestas. Mientras Piperno y Pearsall (1988)
sostienen que el maiz ya estaba presente en el sur de Centroamérica y en el norte de
Sudamérica entre 7.700 y 6.000 anos antes del presente (AP), la primera introduccion en la
parte occidental de Sudamérica dataria de aproximadamente 7.000 aios (AP), esto es
cuestionado por Staller y Thompson (2002) quienes sostienen que el maiz tuvo una

introduccion mas tardia entre el 4.000 y 3.500 antes del presente.

Existe otro punto de controversia relacionado con la dispersion temprana del maiz, si su
éxito fue debido no solamente a su valor nutricional o si también tuvo que ver con su
empleo como materia prima, especialmente tallo y semillas, para la produccion de bebidas
alcoholicas y como fuente de azlcares que podrian ser extraidos mediante la masticacion
directa de estos tallos y pequenas semillas (Smalley y Blake 2003). Con la independencia
del uso original que se le pudo haber dado al maiz, la emergencia de la agricultura basada
en el maiz (seguida por la calabaza, frijol y chile) en Centroamérica es importante porque

estd ligado al cambio en la economia de los grupos recolectores, pasando de un nomadismo
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estacionario a un sedentarismo propio de las culturas agricolas, surgiendo asi las primeras
aldeas, procesos vinculados con un incremento en los niveles de poblacion y el desarrollo

cultural (Castillo, 2009).

Figura 3.4 Datos cronoldgicos antes del presente (AP) de muestras macro botanicas de
maiz, mapa adaptado de Blake. 2006*
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* Basados en la datacion de Carbono-14 para los restos macrobotanicos de maiz registrados como los mas
antiguos recuperados en diferentes yacimientos arqueoldgicos. Se muestra la distribucion de 30 datos
obtenidos directamente usando espectrometria de masas por acelerador. Las lineas de contorno de edad estan
en intervalos de 500 afios y muestran las tendencias de la dispersion temprana basadas solamente en los datos
de los especimenes datados.

Debido a que México es considerado como centro de origen y domesticacion del maiz, el
maiz mexicano ha sido objeto de numerosas investigaciones, a lo largo de mas de 70 afios

(Wellhausen et al., 1951; McClintock et al., 1981; Hernandez, 1987; Goodman y Brown,
1988; Matsuoka et al., 2002b; Sanchez et al., 2000). Particularmente, Goodman y Brown.
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(1988) describen las razas de maices mexicanos y su distribucion en una escala regional,
desarrollando el concepto de grupos raciales y elaborando un estudio comprensivo de
investigaciones anteriores (Figura 3.5). Estos autores agruparon las razas mexicanas en tres
grupos: El primero contiene las razas que tienen mazorcas largas y angostas que se
encuentran en noroeste de México y Estados Unidos; otro grupo que contiene a las razas
con mazorcas coOnicas encontradas en México a elevadas altitudes y el ultimo grupo con
mazorcas largas y pequefias que se encuentran en las tierras bajas del sur, ya sea a lo largo

de la costa Atlantica o Pacifica.

Comparando la riqueza de los datos disponibles para las razas de maices mexicanos, los
materiales nativos para el resto de la América latina, en general, han sido escasamente
caracterizados. En Sudamérica, el germoplasma nativo de maiz de la region andina, es el
que ha recibido mayor interés, especialmente materiales de Pert1 y Bolivia, y pocos estudios
con un numero limitado de individuos o accesiones han incluido material de las tierras

bajas de Sudamérica (Bracco et al., 2009).

Este trabajo doctoral ha tenido como propdsito la caracterizacion genotipica de materiales
nativos de maiz latinoamericanos, con el fin de explorar y dar una idea general de la
diversidad presente y entender la variabilidad genética existente, las relaciones entre estos
materiales y como estan geograficamente distribuidos utilizando marcadores genéticos tipo

microsatélite.

Con el fin de elucidar la migracion del maiz desde su centro de origen en Mesoamérica
hacia Sudamérica y el Caribe se usaron dataciones arqueologicas publicadas de restos
macrobotanicos de maiz, estudios antropologicos y etnograficos disponibles para comparar
las relaciones encontradas y tener un conocimiento comprensivo del contexto historico que
ha acompafiado el maiz hasta nuestros dias. Primero se estudiaron las razas de maiz
mexicano de manera independiente para la validacion del conjunto de marcadores SSRs
utilizados y después se extendié el analisis en toda la coleccion de germoplasma
seleccionado esperando clarificar algunas lagunas y controversias concernientes a la

dispersion temprana del maiz.
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Tabla 3.5 Relaciones raciales de maiz en México* (Adaptado de Goodman y Brown,

1988).*Las razas encerradas en recuadros son las que estan mas relacionadas entre si.

Grupo 1 Maices con mazorcas largas y delgadas tipicas del Noroccidente de México.

Chapalote = Reventador Dulcillo del Noroeste Elotes Occidentales
Apachito Harinoso de Ocho Tabloncillo
Cristalino de Chihuahua Maiz Blanco de Sonora Tabloncillo Perla
Onavefio Tablilla de Ocho
Bofo
Gordo
Azul

Grupo 2 Maices con endospermo que varian desde dentados harinosos hasta
cristalinos tipo “pop” encontrados en Sur y Suroeste de México

Olotillo

Oloton Tuxpefio Tepecintle Zapalote Grande

Jala Vandefio Zapalote Chico Nal-Tel
Zamorano Celaya Bolita

Amarillo Tuxpefio Nortefio Ancho

Comiteco Ratén

Tehua

Grupo 3 Mazorcas cénicas con granos puntiagudos frecuentemente
encontrados en los Valles Altos del Centro de México

Mushito Conico Chalquefio Maiz Dul
Pepitilla ¢ Conico Nortefio Arrocillo Amarillo alz Lulce
Cacahuacintle Elotes Conicos Palomero Toluquefio

Palomero de Chihuahua

3.2 Materiales y métodos

En este estudio se seleccionaron sobre bases eco-geograficas 194 poblaciones de maiz

Latinoamericanas, representando 131 razas procedentes del Banco de Germoplasma del

CIMMYT (Tabla 3.1, Figura 3.6, Anexo 7.1).
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Tabla 3.1 Lista por paises de origen de las 194 poblaciones de maiz

Region Paises de origen Numero de poblaciones

México México 38

—_
[o)}

Centroamérica  Guatemala
Costa Rica
Panama

Caribe Antigua
Barbados
Islas Virgenes Britanicas
Cuba
Republica Dominicana
Archipiélago de Guadalupe
Martinica
Isla San Vicente
Trinidad y Tobago

O = N = O N N b~ W = = N

Sudamérica Argentina

—_
|

Bolivia

|

Brasil
Chile
Colombia

—_ N =
AN O N

Ecuador

N

Paraguay

—_
n

Pera
Uruguay
Venezuela

Se sembraron en invernaderos de CIMMYT (30 semillas por cada poblacion) cosechando
para cada poblacion un fragmento de hoja de 10-15 cm por individuo formando una
muestra compuesta de 15 individuos por poblacion que se analizd como muestra conjunta
de tejido (bulk) representada por estos 15 individuos. A partir del tejido liofilizado se
extrajo el ADN y de acuerdo al protocolo del CIMMYT, disponible en

http://www.cimmyt.org/english/docs/manual/protocols/abc_amgl.pdf (ver también Anexo

7.2), y a continuacion se cuantifico el ADN gendmico, utilizando el espectrofotometro

NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington DE).

En este estudio se hace referencia al término de “poblacion” para referirse a lo que se
conoce como variedades criollas o nativas que son mantenidas por el agricultor. Cada una

de estas poblaciones se registra como una accesion en los bancos de germoplasma. A veces
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la clasificacion trae confusion pues en un nimero considerable de colectas las poblaciones
no son puras para una raza particular, sino que se observa gran influencia de otras razas,
inclusive, en algunos casos se registran diferentes proporciones de dos o mas razas y
formas intermedias. Lo anterior puede explicarse en parte por la naturaleza reproductiva del
maiz, el intercambio de semilla, el aislamiento geografico y cultural de algunos grupos de
agricultores, al dinamismo de las poblaciones nativas del maiz de los agricultores
tradicionales que continuan en evolucion, recombindndose con otros maices y que son

seleccionados por los agricultores.

Figura 3.6 Ubicacion geografica de los lugares de colecta de las 194 poblaciones de maiz
basada en los datos de pasaporte (Anexo 7.1)
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3.2.1 Caracterizacion Genotipica

Para el analisis genético se usdé como primera medida 28 mi crosatélites de la coleccion
general de SSRs marcados con fluorescencia que posee el laboratorio de diversidad
genética de maiz del CIMMYT (Figura 3.7, Anexo 7.3), y que provienen de los marcadores
disponibles en la base de datos genéticos y gendmicos en linea disponible para maiz (Maize

Genetics and Genomics Database; http://www.maizegdb.org/). Estos 28 marcadores fueron

seleccionados teniendo en cuenta: 1) que cubrieran los 10 cromosomas del maiz; ii) que
estos marcadores hubieran presentado polimorfismos en trabajos anteriores para diferentes
clases de germoplasma de maiz; iii) que el patron de amplificacion del marcador fuera claro
y los alelos facilmente identificables (respetando la unidad de repeticion del marcador), en
los controles rutinariamente usados en el laboratorio. Mientras que esta informacion fue
obtenida a partir de la base de datos disponible en nuestro laboratorio generada con trabajos
previos, algunos de estos marcadores se optimizaron para el trabajo en muestras conjuntas

de ADN.

Figura 3.7 Esquema de los microsatélites utilizados a través de los cromosomas, se
muestran los genes de los que se han derivado algunos de ellos (http://www.maizegdb.org/).
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El trabajo de optimizacion de los marcadores consistid en el afinamiento de la reaccion de

PCR para identificar los posibles alelos con una mayor exactitud, fiabilidad y
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reproducibilidad. En concreto se optimiz6 la reaccion de PCR de acuerdo al protocolo
estandarizado por CIMMYT y disponible en:

http://www.cimmyt.org/english/docs/manual/protocols/abc_amgl.pdf (pagina 48), (Anexo

7.4). Esta reaccion de PCR estandar propuesta, se usa especialmente cuando se va a utilizar

un secuenciador automatico de ADN para el andlisis de fragmentos.

Tomando en cuenta que la técnica de la PCR consta de tres etapas (Rodriguez y Arencibia,
2002), desnaturalizacion del ADN a 95°C; acoplamiento del marcador a la cadena
complementaria (lo cual se realiza a una temperatura especifica para cada marcador con el
objeto de lograr la maxima especificidad), y extension de la nueva cadena mediante la
enzima Taq ADN polimerasa; el proceso de optimizacién de un marcador se lleva a cabo:
(1) variando como primera medida la concentracion de algunos reactivos en la PCR, (ii)
incrementando o disminuyendo el numero de ciclos en la reaccion y/o (iii) variando la
temperatura de alineamiento, en el cual se acopla el marcador a la cadena complementaria.
La optimizacion de marcadores se realizd de manera independiente para cada microsatélite

en cuestion.

Sin embargo, para la utilizacion de los marcadores en muestras conjuntas de ADN, los
marcadores a utilizar debieron cumplir un requisito adicional. Este requisito consistié en
que las frecuencias alélicas presentes a través de 15 muestras individuales de ADN tuvieran
una alta correlacion con las frecuencias alélicas cuantificadas para estos mismos 15

individuos pero evaluados como una muestra conjunta de ADN.

Una vez generados los fragmentos con las técnicas de la PCR, utilizando los marcadores
seleccionados y/o optimizados, se llevo a cabo la electroforesis capilar de los productos de
la PCR usando un secuenciador automatico de capilares ABI 3100 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) para asegurar la maxima resolucion de los productos. La
electroforesis capilar fue utilizada para identificar los fragmentos encontrados por tamafio
en pares de bases (alelos) y realizar el analisis de los datos tanto para la optimizacion de
marcadores (en los casos necesarios) como para el trabajo general de amplificacion en
todas las muestras conjuntas de ADN. Las extracciones de ADN vy la electroforesis capilar

fueron llevadas a cabo en los laboratorios de CIMMY T, México.
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En el secuenciador automatico de capilares, el tamafio en pares de bases de los fragmentos
encontrados en los productos de la reaccion de PCR, fue calculado de manera automatica
usando el programa GeneScan® 3.1 (PerkinElmer/Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) cuando se compara con los fragmentos del estandar interno GS500 ROX (Figura
3.8). Los fragmentos encontrados con GeneScan se consideraron como posibles alelos
usando la funcion categoria del programa Genotyper® 2.1 (PerkinElmer/Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Los fragmentos encontrados se identificaron con la
informacion de su tamafio en pares de bases, altura de pico, nombre de la categoria (rango

de tamafio), y un valor asignado a la calidad del pico (Figura 3.9).

Figura 3.8 Patron de fragmentos del estdndar interno GS500 ROX bajo condiciones de
desnaturalizacion.
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Figura 3.9 Identificacion de fragmentos utilizando programa Genotyper® 2.1 (Applied
Biosystems).
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Para el célculo de las frecuencias alélicas de cada fragmento presente en cada muestra de
ADN conjunta se utilizo el programa Freqs-R (Franco et al., 2005); este programa fue
creado por CIMMYT con el objetivo de la caracterizacion genotipica de poblaciones

heterogéneas de maiz y utiliza el software R (http://cran.r-project.org). Este programa se

basa, principalmente en el hecho, de que la frecuencia de un alelo en una muestra conjunta
de ADN es proporcional a la altura de pico que tuvo este alelo en la muestra conjunta, esto
es, para los casos extremos, el alelo con la mayor altura de pico representa el alelo més
frecuente en la muestra conjunta y de manera analoga, el alelo con la altura mas baja
representa al alelo menos frecuente. En general, para muestras conjuntas de ADN, la
frecuencia de un alelo esta determinada por la fraccion entre la altura de alelo en cuestion y
la suma de todas las alturas de los alelos encontrados en la muestra conjunta de ADN. Los
datos de las frecuencias alélicas son extraidos en formato Excel y se integrardn en una base
de datos publica y en el Registro Central del GCP (Generation Challenge Programme,

http://www.generationcp.org).

Este programa, Freqs-R, tiene la ventaja que puede remover las sefiales o ruido de fondo y
artefactos generados por las bandas stutter, causadas por el llamado “tartamudeo de la
polimerasa” que sucede cuando al menos un ciclo de realineamiento incorrecto y
amplificacion proporciona una fraccion de productos de extension incompleta. Una vez la
frecuencias alélicas han sido calculadas con el programa Freqs-R, el programa FtoL-R
(Franco et al., 2007) fue usado para simular 15 individuos dialélicos, expresando los alelos
como longitudes en pares de bases para cada uno de ellos, de forma tal que el conjunto de
15 individuos simulados satisficieron las frecuencias alélicas y la heterocigosidad esperada
bajo condiciones de equilibrio “Hardy-Weinberg” para todo el conjunto (muestra conjunta

de ADN).

La transformacion de las frecuencias alélicas calculadas con Freqs-R (Franco et al., 2005)
en individuos dialélicos con el programa FtoL-R (Franco et al., 2007), es necesaria debido a
que diferentes programas para el andlisis de diversidad no aceptan frecuencias alélicas
provenientes de analisis de muestras conjuntas de ADN. Estas muestras conjuntas de ADN
pueden presentar multiples alelos por /locus, es decir, en el caso de un individuo

heterocigotico se identificarian 2 alelos, pero al tener 15 individuos juntos se pueden
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encontrar multiples alelos basados en las frecuencias alélicas de éstos. El porcentaje de

datos perdidos en este estudio para los 28 microsatélites y a través de las 194 accesiones de

maiz fue de 5,8%.

3.2.2 Calculos estadisticos

La diversidad genética o heterocigosidad esperada es la estimacion da la variabilidad

genética en la poblacion o unidad en estudio, y esta definida como la probabilidad de que,

en un locus Unico, cualquier par de alelos, escogidos al azar de la poblacion, sean diferentes

entre si, es decir, no vienen de un ancestro comun.

Heterocigosidad por locus j con i alelos:

hj=1-) pj

Heterocigosidad promedio para L loci:

L
H = 1/sz=1hj

Donde:

h; = la heterocigosidad esperada para el i-ésimo locus
pij = frecuencias del i-ésimo alelo en el locus |

H = la heterocigocidad promedio para varios L loci

L = el niimero total de loci

El nimero promedio de alelos es la suma de todos los alelos diferentes detectados en todos

los loci, dividido por el nimero total de loci:

1 l
n= ZZizlni

Donde:
n;/= Numero de alelos detectados en el i-ésimo locus

L=Numero de L loci
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Una de las medidas ttiles para la division en subpoblaciones de una poblacion global es el
indice de Fijacion (Fsr) desarrollado por Wright (1965), que mide la reduccion de la
heterocigosidad esperada por la subdivision en subpoblaciones de una poblacion global y la

deriva genética, y esta definido como:
Fsr=1-Hy/Hr
Donde:
Hs = Promedio de las heterocigosidades esperadas en las subpoblaciones
Hr = Heterocigosidad esperada en la poblacion global

Fgr tiene un valor minimo de 0 y un maximo teérico de 1 que indica la fijacion de alelos
alternativos en las poblaciones o subpoblaciones; Fsr suele utilizarse como medida de
diferenciacion genética entre subpoblaciones o entre poblaciones. Para interpretar los

valores de Fsy, Wrigth sugiri6 lo siguiente:

0 - 0,05 = muy poca diferenciacion
0,05 - 0,15 = poca a moderada diferenciacion
0,15 - 0,25 = alta diferenciacion

> 0,25 = diferenciacion muy importante.

Los parametros de diversidad genética como numero de alelos, diversidad genética
(heterocigosidad esperada), asi como el método de andlisis de varianza molecular
(AMOVA), que determina la variacion molecular dentro material diverso o de una especie,
indice de Fijacion (Fsp) y distancias genéticas entre poblaciones usando la proporcion de
alelos compartidos, fueron calculadas utilizando el programa PowerMarker (Liu y Muse,
2005) para cada subgrupo de poblaciones. El programa estadistico Darwin 5.0 (Perrier y
Jacquemoud-Collet, 2006) fue usado para crear los andlisis de agrupamiento por el método
de Neighbor-Joining y el Analisis de Coordenadas Principales (ACoP) basado en la matriz

de distancias genéticas obtenida con PowerMarker.

El programa Structure 2.2 (Pritchard et al., 2000) fue utilizado para analizar los datos

generados con los microsatélites, en primera instancia en las 38 poblaciones mexicanas
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solamente y posteriormente en el conjunto de las 194 poblaciones para tener un analisis de
estructura poblacional. El programa implementa un modelo de agrupamiento basado en un
modelo estadistico Bayesiano usando datos genotipicos de marcadores no ligados. Una de
las aplicaciones consiste en demostrar la presencia de una estructura poblacional,
identificando  distintas  subpoblaciones genéticas y/o asignando individuos a
subpoblaciones. Para este proposito, se asume un modelo en el cual existen K
poblaciones/grupos (donde K es usualmente desconocido), cada uno de los cuales es
caracterizado por un set de frecuencias alélicas en cada locus. Los individuos/poblaciones
son asignados probabilisticamente en la poblacion/grupo a la cual presentan mayor
probabilidad de pertenencia buscando (como funcidén objetivo) que dentro de los grupos
generados los /oci estén en equilibrio Hardy-Weinberg y equilibrio de ligamiento. Usando
en el analisis de estructura el modelo de mezcla de ancestros (admixture model), en el cual
los individuos/poblaciones podrian tener un conjunto de ancestros comunes, se puede
asumir que la poblacion i ha heredado una fraccion de su genoma del grupo K. De esta
manera el programa calcula para cada individuo/poblacién la proporcion de ancestro (Q;.x)
para cada uno de los grupos asumidos. A las poblaciones no se les asignd a priori la
pertenencia a ninguno de los grupos, a cada individuo simulado de cada poblacién se le
permitié variar y agrupar con los individuos que estuvieran mas relacionados

genéticamente basados en los datos de microsatélites.

Para un andlisis preliminar, el numero K fue explorado para las 38 poblaciones mexicanas y
para el total de las 194 poblaciones (incluyendo las mexicanas) variando desde K=1 hasta
K=20. En este sentido, y de acuerdo con la documentaciéon de STRUCTURE el valor de K
que representaria (definiria) la estructura poblacional corresponderia al valor méximo de
los valores medios de la probabilidad de ocurrencia de los datos observados dado el modelo
y el nimero de grupos en cuestion In[prob(dato)]. Un total de 100.000 iteraciones fueron
utilizadas en cada proceso; se utilizé una fase inicial de optimizacion y filtrado (burn-in
period) de 50.000 iteraciones y dos corridas independientes para cada K, excepto para K=1
(asume que no hay estructura). Para estos primeros parametros de analisis la determinacion
del niimero de grupos, K, no fue determinante porque el valor In[prob(dato)] contra el

nimero de K va incrementandose a medida que K aumenta, sin lograr una estabilidad o
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cambio de inflexion (Anexo 7.5). Evanno et al. (2005) plantea otro procedimiento para
tratar de determinar el nimero K, a partir de los datos obtenidos del STRUCTURE, que
consiste en calcular un delta K (4K) basado en la razén de cambio en el logaritmo de la

probabilidad de los datos entre valores sucesivos de K (Anexo 7.6).

Basados en resultados previos de estructura poblacional en México y en América
(Vigourox et al., 2008; Reif et al., 2006) y con el fin de optimizar el uso de STRUCTURE
y aumentar el nimero de corridas independientes, ya que en el céalculo de 4K es
determinante el valor de la desviacion estandar, en este caso, las poblaciones mexicanas se
asumieron valores de K=1 hasta K= 8, y para el total de las poblaciones latinoamericanas,
K=1 variando hasta K=15. El proceso se realizd con un total de replicaciones de 1.000.000
que podria mejorar la estimacion de las proporciones de ancestro de los individuos y
también el promedio sobre los 15 individuos de cada poblacion, burn-in period de 500.000
y 5 corridas independientes para cada valor de K. En este caso, el valor mas alto de 4K
representaria el numero apropiado de grupos que definen el nivel de la estructura. Para
asignar una poblacion a un grupo se tomo el valor arbitrario de proporcion de ancestro Qj

mayor al 51,0%.
3.3 Resultados

3.3.1 Validacion de los marcadores seleccionados con las poblaciones de maiz

mexicanas

En la primera parte de este estudio se enfatiza en la clasificacion de los maices mexicanos
para confirmar la relevancia para estudios de diversidad de 28 marcadores moleculares en
la coleccion entera de germoplasma latinoamericano seleccionado para este estudio. Para la
validacion del set de marcadores se usd6 como referencia la clasificacion segun complejos
raciales propuesta por Goodman y Brown, (1988) por ser un estudio que recoge la
informacion generada por trabajos anteriores (Tabla 3.5). Tratando de abarcar los diferentes
complejos raciales y geograficos descritos en dicho estudio, se investigaron 27 razas tipicas
de las regiones: Valles Centrales, Sierra Madre Occidental y Sur de México representadas
por 38 poblaciones. Las razas mexicanas aqui representadas fueron: razas de la Mesa

Central Mexicana (Cacahuacintle, Chalqueno, Coénico, Coénico Nortefio, Palomero
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Toluquefio, Mushito y Arrocillo Amarillo), region geografica del la Sierra Madre
Occidental (Azul, Cristalino de Chihuahua, Gordo, Apachito, Elotes Occidentales,
Chapalote, Tabloncillo, Reventador, Onavefio y Harinoso de Ocho) y la region del Sur y
Suroeste de México (Jala, Bolita, Olotillo, Vandefio, Tuxpefo, Zapalote Chico, Zapalote
Grande, Nal-Tel, Comiteco y Tepecintle).

El primer paso en la validacién de los marcadores fue el anédlisis de agrupamiento (Figura
3.9). Se etiqueto con el color verde (Grupo 1) a los maices con mazorcas largas y delgadas
tipicas del Noroccidente de México. Marcado con color azul (Grupo 2) se encuentran
maices con una gran variabilidad en longitud de mazorca del Sur y Suroeste de México, por
ejemplo mazorcas de 30 cm o mas como es el caso de la raza Jala hasta los maices con
longitud de mazorca de aproximadamente 8 cm de la raza Nal-Tel, 10 cm de la raza
Zapalote Chico y 11 cm de la raza Bolita (Wellhausen et al., 1951). A este grupo también
pertenecen los maices ampliamente usados de las razas Tuxpefio y Vandefio, asi como
también el complejo Zapalote. Con color rojo (Grupo 3), se incluyen razas con mazorcas
conicas con granos puntiagudos frecuentemente encontrados en los Valles Altos del Centro
de México, y en la descripcion morfologica en el tipo de planta, se encuentran hojas

pubescentes y tallos gruesos con un sistema radicular débil (Goodman y Brown, 1988).

Observando el andlisis de agrupamiento (Figura 3.10), la mayoria de las razas agruparon de
acuerdo con la clasificacion de Goodman y Brown (1988), con pocas excepciones. Algunas
discrepancias con estudios previos fueron para las razas Bolita, Maiz Dulce, Jala y
Harinoso de Ocho. Para el subgrupo denominado como region Geografica de la Mesa
Central comprendio todas las poblaciones exceptuando la identificada como JALI78 de la
raza Maiz Dulce, catalogada en el grupo de maices provenientes de las tierras altas del
Centro de México por Goodman y Brown (1988). Esta raza agrup6 en el Complejo de la
Sierra Madre Occidental, consistente con la clasificacion reportada por Reif et al. (2006) en
el grupo de accesiones pertenecientes al Noroccidente de México y catalogada en el grupo
de los maices Conicos del Occidente de México por Ron et al. (2006). Ademas en el
presente estudio la raza Maiz Dulce presenta relacion con la poblacion NAYA 337 de la
raza Jala. Esto puede tener explicacion por la cercania geografica que presentan las dos

poblaciones, indicando un posible flujo génico entre ellas, aunque la raza Maiz Dulce se
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encuentra generalmente en alturas intermedias (1000-1500 msm) (Hernandez, 1987)
mientras que la raza Jala se encuentra muy localizada en la parte sur de Nayarit, a unos

1000 metros sobre el nivel del mar.

Figura 3.10 Anélisis de agrupamiento para 38 poblaciones de maiz de México, generado
con el método Neighbour-Joining basado en la distancia genética de proporcion de alelos
compartidos para 28 SSRs. Las poblaciones estan etiquetadas segiin la raza a la que
pertenecen y estan coloreadas de acuerdo a la clasificacion Goodman y Brown (1988), rojo
corresponde a las Valles Centrales; verde a la Sierra Madre Occidental; y azul al Sur y
Suroeste.
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Zapalote Chico

Zapslote Chico
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En el subgrupo observado para las poblaciones que estdn en su mayoria en la zona
geografica de la Sierra Madre Occidental se encuentra la raza Bolita (OAXA 223) que ha
sido clasificada en el grupo de maices del complejo Sur (Goodman y Brown, 1988; Reif et
al.,, 2006). Esto podria explicarse en base a sus origenes y parentescos pues su origen
probable fue a partir de la hibridacion entre Zapalote Chico y Tabloncillo (Reif et al., 2006;
Wellhausen et al., 1951). A su vez la raza Tabloncillo es consistente con la clasificacion de
Goodman y Brown (1988), pero no para la clasificaciéon de Reif et al. (2006), pues se

confirma su relacion con las razas Reventador y Chapalote. De otro lado, la raza Harinoso
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de Ocho agrupa en este estudio con las razas del Sur de México y no con el grupo del
Noroccidente como sugiere Goodman y Brown (1988) y Reif et al. (2006), pero es en
alguna forma consistente con los estudios cromosomicos de McClintock et al. (1981),
donde Harinoso de Ocho se encuentra relacionada como raza costera del Pacifico con el

grupo de Zapalotes, Nal-Tel, Tepecintle y Comiteco, razas del Suroeste de México.

El segundo paso en el proceso de validacion de los marcadores fue analizar las asociaciones
entre las 38 poblaciones de maiz mexicanas basadas en el Analisis de Coordenadas

Principales que estan representadas en la Figuras 3.11ay 3.11b.

Figura 3.11 Analisis de Coordenadas Principales para las 38 poblaciones de maiz
mexicanas basado en la distancia genética de proporcion de alelos compartidos para 28
SSRs. En la figura 3.11a las poblaciones estan identificadas con numero ID (ver Anexo 7.1)
y coloreadas segun la clasificacion de Goodman y Brown (1988). En la Figura 3.11b se
encuentran identificadas por codigo de raza (Anexo 7.7) y por altitud del area donde se
recolectaron.
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Los circulos de la derecha, superior e inferior de la Figura 3.11a apoyan claramente la

estructura del analisis de agrupamiento pues congregan las poblaciones segin los grupos
definidos anteriormente (Figura 3.10a). E1 Componente Principal (CP) 1 explica el 7.11%
del total de la varianza y el CP 2 el 6.44%. Siendo de particular interés en este andlisis

(Figura 3.11a), el ovalo central pequefio donde se encuentran asociadas las accesiones
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nimero 137 de la raza Harinoso de Ocho, 149 de la raza Bolita, 155 de la raza Jala, y 161

de la raza Maiz Dulce que han representado discrepancias con estudios anteriores.

En la Figura 3.10b se encuentran identificadas las poblaciones por cddigo de raza (Anexo
7.7) y por altitud del area donde se recolectaron. De esta manera se observa que los grupos
formados no son especificos para la altura de colecta, a saber: tropico, subtropico y valles
altos centrales, sino mds bien representa la clasificacion segin regiones geograficas

mencionadas anteriormente.

El tercer paso para la validacion del conjunto de marcadores utilizados fue realizar un
analisis de estructura poblacional. Del mismo modo que en los analisis preliminares de
estructura para los maices mexicanos no fue posible determinar directamente el valor de K
(Figura 3.12a). Utilizando el procedimiento reportado por Evanno et al. (2005) en el
analisis de estructura para las 38 poblaciones mexicanas el valor mas alto de 4K fue

encontrado en K=2 y los siguientes valores mas altos son para K=4 y K=6 (Figura 3.12b).

En este andlisis, segin los resultados obtenidos para los diferentes valores de K, se
encontraron importantes consistencias con los andlisis de agrupamiento (Figura 3.10) y
Componentes Principales (Figuras 3.11). Se identificaron grupos especificos segun la
geografia mexicana y en el caso mas especifico complejos raciales particularmente para
K=4 y K=6. Los nombres de los 6 grupos identificados serian (Tabla 3.2): Valles Altos
Centrales (VAC), Sierra Madre Occidental (SMO), Sur de México (S), Chapalote y afines
(CH-a), Ladera Oriental de la Sierra Madre Occidental (LOri), Ladera Occidental de la
Sierra Madre Occidental (LOcc) y Complejo Zapalote (CZ).

Para K=2, el 100,0% de las poblaciones pertenecieron a los dos grupos, que se definieron
como VAC incluyendo la poblacion con JALI 102 (ID 160) de la raza Tabloncillo que en
analisis previos estaba catalogada como perteneciente al complejo de la Sierra Madre
Occidental; el siguiente grupo comprende todas las poblaciones del Sur de México y del

sistema montafioso occidental (Tabla 3.2).
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Figura 3.12 Graficas del Ln de la probabilidad (a), y (b) 4K, del analisis de estructura
poblacional de 38 poblaciones de maiz mexicanas. Se graficaron los valores promedios de
In[prob(dato)] de 5 corridas independientes para cada valor de K, de la misma manera estos
valores fueron utilizados para el calculo de los valores 4K. Con color rojo estdn marcados
los mas altos valores encontrados para 4K.

A 32000 - " 400 -
-33000 35.0 -
-34000 - 30.0 -
— -35000 - 25.0 A
g x
= -36000 - 5 200 -
= 37000 - 15.0 -
-38000 - 10.0 -
-39000 - 5.0 -
-40000 —— — 0.0 ‘ T ‘
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Numero de grupos (K) Numero de grupos (K)

Si se asume K=4, el 95,0% de las poblaciones fueron asignadas a un grupo, exceptuando las
poblaciones identificadas con ID 149 e ID 161 de las razas Bolita y Maiz Dulce
respectivamente (Tabla 3.2). El supuesto de esta estructura apoya analisis previos en los
maices mexicanos, donde se pueden relacionar los maices etiquetados como VAC con el
grupo de maices conicos; S con el grupo definido como maices de las partes altas e
intermedias del sur de México (Kato et al., 2009); SMO se relaciona con el grupo de maices
de alturas intermedias de temporal y costas semiaridas de riego (Kato et al., 2009) o segiin

Ron et al. (2006) con las razas tipicas del occidente y noroeste de México.

En este estudio se definio de igual forma que Kato et al.( 2009) al grupo de Cahapalote y
afines (CH-a) comprendiendo la raza Chapalote (ID 148, SINA 2) y Reventador (ID 154,
NAYA 39) pero incluyendo ademas la raza Elotes Occidentales (ID 156, JALI 71), sin
embargo y sorprendentemente la poblac i6n con ID 142, SINA6 de la raza también
Chapalote no se incluye en este grupo sino en el grupo SMO. Admitiendo el valor K=6,
todas las poblaciones fueron adjudicadas a algun grupo. El grupo mas consistente a través
de los tres andlisis realizados fue el grupo de los maices pertenecientes a los Valles Altos

del centro de México (Figura 3.13, Tabla 3.2).
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Tabla 3.2 Asignacion de las poblaciones mexicanas a cada grupo. *Se especifica el
porcentaje de ancestro para las poblaciones que no pertenecieron a ningiin grupo, tomando
un tope minimo de ancestro arbitrario del 51,0%.

ID K= =4 =6
125 SMOy S SMO LOri
126 SMOyS SMO LOri
127 SMOyS SMO LOri
128 SMOyS SMO LOri
129 SMOy S SMO LOri
130 SMOyS SMO LOri
131 SMOy S S Cz
132 SMOy S S S

133 VAC VAC VAC
134 VAC VAC VAC
135 VAC VAC VAC
136 VAC VAC VAC
137 SMOy S SMO LOcc
138 SMOy S S Cz
139 SMOy S S Cz
140 VAC VAC VAC
141 VAC VAC VAC
142 SMOvyS SMO LOcc
143 SMOy S SMO LOcc
144 VAC VAC VAC
145 VAC VAC VAC
146 SMOy S S S

147 SMOy S S Cz
148 SMOvy S CH-a CH-a
149 SMOy S 30,7(S) 37,8(SMO) 16,0(CH-a) 15,5 (VAC)*  LOcc
150 VAC VAC VAC
151 SMOy S S S

152 SMOy S S S

153 SMO vy S S S

154 SMOvyS CH-a CH-a
155 SMOy S SMO LOri
156 SMOyS CH-a LOcc
157 SMOy S SMO S

158 SMOy S SMO LOri
159 VAC VAC VAC
160 VAC SMO LOri
161 SMOvyS 12,3(S) 26,0(SMO) 50,6(CH-a) 11,0(VAC)*  LOri
162 VAC VAC VAC

El grupo formado por los maices del Sur en la asuncion de K= 4 fue subdividido para
formar un grupo independiente al que se denomindé Complejo Zapalote, formado por las 4
poblaciones de las razas Zapalote Chico y Zapalote Grande. El grupo SMO fue fraccionado

de igual manera para encontrar grupos de maices que estan distribuidos geograficamente en
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las laderas Oriental y Occidental (LOri y LOcc) del complejo montafioso de la Sierra
Madre Occidental que atraviesa el pais desde el sur hasta el norte. Se mantiene el grupo

CH-a, pero en este caso, la raza Reventador se encuentra en el grupo de LOcc.

Figura 3.13 Estructura de poblacion estimada para 38 poblaciones de maiz mexicanas.
Cada poblacion esté identificada con el numero ID correspondiente y representada por un
segmento de linea vertical, que puede estar dividida en segmentos coloreados que
representan la pertenencia de la poblacion a cada agrupamiento K. El valor més alto de
[In[prob(dato)] de las 5 corridas independientes fue escogido para la representacion grafica
de cada agrupamiento K.
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En la Tabla 3.3, se puede observar detalladamente la clasificacion de las poblaciones de

este estudio comparadas con estudios previos de la siguiente manera: la columna A
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representa los resultados del presente andlisis para cuatro grupos asumidos en el analisis de
estructura poblacional del programa Structure y B para tres grupos asumidos en el andlisis
de agrupamiento; columna C, clasificacion utilizada como referencia de Goodman y Brown
(1988) basada en la combinacion de datos morfologicos, citoldgicos e isoenzimaticos; D,
clasificacion en tres grupos basada en datos obtenidos con microsatélites por Reif et al.
(2006); E, clasificacion basada en la combinacion de datos morfolégicos e isoenzimaticos
asumiendo tres grupos principales y reportada por Sanchez et al. (2000); columna F,
clasificacion basada en areas ecologicas que tienden a ocupar las razas definidas y
caracteristicas morfologicas de mazorca de Ortega-Paczka (2003) asumiendo 4 grupos;
finalmente en la columna G, clasificacion en cuatro grupos por Kato et al. (2009) basada en

caracteristicas de mazorca.

En particular, las razas pertenecientes al complejo de la Sierra Madre Occidental como se
ha llamado en este estudio, pero que se cultivan a alturas mayores de 1600 metros como:
Apachito, Apachito/Cristalino de Chihuahua, Azul/Cristalino de Chihuahua, Gordo,
Gordo/Cristalino de Chihuahua y Palomero Toluquefio /Cristalino de Chihuahua, y Maiz
Dulce agrupan con las razas tipicas del los Valles Altos Centrales cuando la clasificacion es
basada también en datos morfoldgicos (Columnas E y F) (Tabla 3.3). De esta manera, se
sugiere nuevamente, como se indicoé en el analisis de Coordenadas Principales (Figura
3.11b), que este conjunto de marcadores no es especialmente discriminatorio para clasificar
las poblaciones segun altura de colecta, pero si para regiones naturales definidas,
subrayando de esta manera la importancia del flujo génico que se ha podido llevar a cabo

en estas regiones.

Separadamente, cuando se asumen cuatro grupos por analisis de estructura poblacional fue
posible identificar el grupo Chapalote y afines (4) reportado por Sanchez et al. (2000) y
Ortega-Paczka. (2003) que incluye la raza Chapalote, Reventador y Dulcillo del Noroeste,
esta ultima no presente en este estudio; pero incluyendo la raza Elotes Occidentales
reportada por los estudios mencionados en grupo de maices de ocho hileras del occidente

de México.
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Tabla 3.3 Razas, accesiones, alturas de colecta, clasificacion de acuerdo a cinco estudios
previos; ng: raza no agrupada en un grupo especifico, np: raza no presente en el estudio.
aResultados del presente estudio basados en resultados de estructura poblacional;
bResultados del presente estudio basados analisis agrupamiento; °Goodman y Brown
(1988):dReif et al. (2006); eSanchez et al. (2000); fOrtega-Paczka (2003) y 9 Kato et al.
(2009).

Raza Accesion Altura(m) A> B*® C¢ D¢ E¢ F G¢
Apachito CHIH 38 1800 1 1 1 np 3 3 np
Arrocillo Amarillo PUEB 91 2060 3 3 3 3 3 3 3
VERA 359 2200 3 3
Azul/Cristalino de Chihuahua CHIH 133 2095 1 1 1 np 3 3 np
Bolita OAXA 223 200 ng 1 2 2 1 1 1
Cacahuacintle MEXI 7 2562 3 3 3 3 3 3 3
MEXI212 2800 3 3 3
Chalquefio MEXI726 2700 3 3 3 3 3 3 3
Chapalote SINA 6 75 1 1 1 1 2 4 4
SINA 2 61 4 1 1
Comiteco CHIS 94 1800 2 2 2 2 2 2 2
Conico PUEB 70 2469 3 3 3 3 33
TLAX 151 2463 3 3 3
MEXI 3 2652 3 3 3
Cobnico Nortefio ZACA 12 1950 3 3 3 3 3 3 3
Cristalino de Chihuahua/Apachito CHIH 207 2510 1 1 1 np 3 3 np
Cristalino de Chihuahua/Azul CHIH 218 1964 1 1 1 np 3 3 np
Elotes Occidentales JALI 71 1555 4 1 np np 1 1 np
Gordo CHIH 131 2095 1 1 1 np 3 3 np
Gordo/Cristalino de Chihuahua CHIH 160 2000 1 1 1 np 3 3 np
Harinoso de Ocho NAYA 24 100 1 2 1 1 1 np np
Jala NAYA 337 1080 1 1 2 2 1 1 1
Maiz Dulce JALI 78 1890 ng I 3 3 3 3 3
Mushito MICH 362 2340 3 3 np np 2 np np
Nal-Tel YUCAGP2 30 2 2 2 2 2 2 2
Olotillo OAXA GP1 120 12 2 2 2 2 2
Onavefio SONO 24 1640 1 1 I np 1 1 np
Palomero Toluquefio/Cristalino de Chihuahua CHIH150 2140 1 1 1 np 3 3 np
Palomero Toluquefio MEXI 5 2652 3 3 3 3 3 3 3
Reventador NAYA 39 100 4 1 1 1 2 4 4
Tabloncillo JALI 102 1280 1 1 12 1 1 1
Tepecintle CHIS 63 760 2 2 2 2 2 2 2
Tuxpefio VERA 39 106 2 2 2 2 2 2 2
Vandefio GUER GP25 1000 2 2 2 np 2 2 2
Zapalote Chico OAXA 50 100 2 2 2 2 2 2 2
PI217413 100 2 2 2
CHIS 662 100 2 2 2
Zapalote Grande CHIS 104 100 2 2 2 2 2 2 2

La diversidad genética presente en los maices mexicanos también queda reflejada en con el
analisis de varianza molecular (AMOVA) que se realizd para los grupos de acuerdo al

analisis de agrupamiento (Figura 3.9), y para los complejos raciales descritos por Goodman
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y Brown, 1988, porque el mayor porcentaje de variacion en ambos casos fue debido a la
gran variabilidad dentro de cada grupo mas que entre los grupos (Tabla 3.4), hallandose el

valor més alto en el grupo denominado Sierra Madre Occidental (38,57 y 33,36%).

Tabla 3.4 Anélisis de Varianza Molecular (AMOVA) de los 28 SSRs en las 38 poblaciones
Mexicanas segun los grupos formados en el andlisis de agrupamiento y clasificacion de
acuerdo a complejos raciales de Goodman y Brown (1988). *Las fuentes de variacion son
significantes a un nivel de P=0.05

Fuente de variacion % de variacion % de variacion basado
basado en analisis de en complejos raciales
agrupamiento

Entre grupos 19,31%* 18,34*

Sierra Madre Occidental 38,56* 33,36*

Sur 15,85% 20,38*

Valles Centrales 26,28%* 27,91%*

En general, para tener una comprension de la distribucion de las razas de maiz en México
es necesario tener en cuenta las condiciones topograficas de las distintas regiones. Se
pueden encontrar entonces regiones naturales bien definidas como la Sierra Madre
Occidental, la Mesa Central y regiones al Sur de México como las llanuras costeras del
Golfo, y del Pacifico, valles altos y planicies en Oaxaca y Chiapas, y esto ha quedado
evidenciado con los andlisis presentados en la validacién de los marcadores en el sentido
que diferenciaron los complejos raciales y los grupos de razas nativas segun regiones
geograficas especificas de México, generando un nivel de confianza adicional para

emprender el andlisis de la coleccion entera de nativos de toda Latinoamérica.
3.3.2 Asociaciones entre las 194 poblaciones de maiz latinoamericanas

Para tener un mejor entendimiento de la diversidad global en Latinoamérica, sus relaciones
interpoblacionales y su potencial como fuente de alelos favorables para mejoramiento, es
importante ampliar el nimero y la representacion de diferentes fuentes de maiz en los
andlisis. Para lograr este objetivo se realizd un estudio a nivel Latinoamérica con 194
poblaciones diferentes. El andlisis de agrupamiento (Figura 3.14) identificé los siguientes
grupos: México-Centroamérica, México-Centroamérica-Caribe, Noreste de Sudamérica o

Territorio Norte, y Region Andina.
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En el ACoP (Figura 3.15), el Primer Componente representa el 8,4% de la varianza y el
CP2 el 4,0%. La Figura 3.15a esta coloreada segtin los grupos encontrados en el analisis de
agrupamiento (Figura 3.14) mientras que la Figura 3.15b se encuentra coloreada segun la
elevacion a la que se encuentra la zona de recoleccion, para evidenciar que existen

asociaciones entre los maices que provienen de tierras altas, subtropico y trépico.

Figura 3.14 Analisis de agrupamiento para 194 poblaciones de maiz identificadas con
numero ID, provenientes de México, Centroamérica, Caribe y Sudamérica generado con el
método Neighbor-Joining y basado en la distancia genética de proporcion de alelos
compartidos para 28 SSRs. Los colores denotan las distintas altitudes de las zonas de
recoleccion de germoplasma.

México-Centroamérica-Caribe

México-

Centroamérica Norestede
\ Sudamérica
| (Territorio
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Sudamérica-Region
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El grupo observado en la parte superior derecha (Figura 3.14), marcado como Noreste de
Sudamérica, se asemeja en su constitucion al grupo denominado por McClintock et al.

(1981) “Territorio Norte”, al encontrarse poblaciones de razas diversas que albergan
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caracteristicas cromosOmicas comunes segun el estudio mencionado, estos materiales
tienen una distribucion amplia en el Caribe, México y Centroamérica. Entre estas
poblaciones encontramos ECUAS00 (ID 86) de la raza Canguil, también se encuentran
relaciones con la raza chilena Pisankalla; otro ejemplo es la poblacion BOLI711 de la raza
Perola (ID 18) que seglin esta misma definicion de grupo contiene sus componentes
cromosOmicos caracteristicos. Adicionalmente estas poblaciones se encuentran
relacionadas con las poblaciones de la costa oriental sudamericana encontrandose el grupo
de Catetos provenientes de Brasil, Argentina y Uruguay (el término “cateto” es aplicado a
variedades de maiz que presentan semejanzas con Cristalino Costefio Tropical del area del
Caribe) y finalmente las poblaciones de las tierras bajas Chilenas (razas no determinadas)

que podrian tener relacion con algunas razas del norte de Argentina.

En el ACoP (Figura 3.15a) también se pueden ver estas relaciones entre las poblaciones de
México-Centroamérica-Caribe con la costa oriental sudamericana marcadas con color rojo.
Un gran grupo formado por 79 poblaciones (parte izquierda de la Figura 3.15) marcada
como Region Andina y coloreada con azul en el ACoP de la Figura 3.15a, presenta 78
poblaciones Sudamericanas y una sola Centroamericana de la raza Negro de Tierra Fria
(GUATEM 390). Este grupo esta integrado por todas la poblaciones colombianas excepto
por una de las dos poblaciones de la raza Amagaceio. Siguiendo con este grupo se
encuentran en su totalidad poblaciones provenientes de Perti, Paraguay, y de Ecuador
(exceptuando la poblacion ECUAS500 de la raza Canguil), las poblaciones Bolivianas
(excepto BOLI711 de la raza Perola) y poblaciones de Brasil, Uruguay, Chile, Argentina y

una de las cuatro Venezolanas (VENEZU 391 de la raza Cariaco).

El ACoP muestra que las razas consideradas como indigenas antiguas en Mé¢éxico
(Wellhausen et al., 1951) como Palomero Toluqueiio, Arrocillo Amarillo, Chapalote y Nal-
Tel) (Figuras 3.15), no se encuentran asociadas directamente con otras razas Sudamericanas
consideradas como primitivas, como por ejemplo las razas Confite Morocho, Kully y
Confite Punefo de Perti (Manrique, 1997), Pollo y Pira de Colombia (Roberts et al., 1957)
o Avati’ Moroti y Avati’ Pichinga en Paraguay (Salhuana y Machado, 1999).
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Figura 3.15 Anadlisis de Coordenadas Principales para 194 pobla ciones de maiz
Latinoamericanas, identificadas con numero ID, basado en la distancia genética de
proporcion de alelos compartidos para 28 SSRs. La Figura 3.15a esta marcada segliin region
geografica basado en el Andlisis de agrupamiento de la Figura 3.13. La Figura 3.15.b esta
marcada segun la altitud de la zona de recoleccion.
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3.3.3 Analisis de estructura poblacional en Latinoamérica

Para investigar la estructura de poblacion a nivel Latinoamérica se utilizd6 nuevamente el
procedimiento reportado por Evanno et al. (2005), el valor mas alto de 4K fue encontrado
para un K=2 (3.394,2), siendo aproximadamente 8 veces el siguiente valor mas alto de 4K
para K=3 (517.0) (Figura 3.16). Para Latinoamérica se analizé en detalle los grupos cuando
se asume un valor de K=3 con el fin de estudiar la subestructura poblacional, corriendo de
nuevo con los pardmetros anteriormente definidos y de manera independiente el programa
STRUCTURE, variando K desde 1 hasta 8 y tres corridas independientes para cada valor de
K.

En el analisis de subestructura el valor mas alto de K fue 2 en todos los casos (como se
detallaré para cada caso mas adelante, (Figuras 3.16b, 3.20b, 3.22b y 3.24b), incluyendo los
analisis anteriores cuando se analizaron las poblaciones mexicanas y todo el conjunto de
germoplasma (Figura 3.12b y Figura 3.16b). Notablemente la metodologia de Evanno et al.

(2005) favorece siempre K=2. El méximo valor de 4K en K=2 parece ser un artefacto que

53



resulta de la baja probabilidad para K=1 en todos los casos. En el trabajo realizado por
Vigourox et al. (2008), utilizando la metodologia de Evanno et al. (2005) también se
encontraron los valores mas altos para 4K en K=2 pero atribuyendo estos resultados a un
artefacto causado debido al gran poder asociado al hecho de un elevado numero de
marcadores empleados (83). En el presente estudio, los marcadores fueron
aproximadamente una tercera parte, pero tomando 15 individuos por poblacion sugiriendo
que el nimero de individuos estudiados provee potencia en el analisis para rechazar la
hipotesis de que no e xiste estructura poblacional entre cualquiera de los conjuntos de
germoplasma estudiados. De otro lado, el maximo valor de 4K en K=2 en todos los casos,
basado en la experiencia, siempre es notable porque indicaria el paso de no agrupamiento a
un primer nivel de estructura (Jorge Franco, comunicacion personal). Como el interés de
este estudio es analizar los grupos de maices en Latinoamérica y sus relaciones se

analizaron en detalle los siguientes valores mas altos encontrados para 4K.

Figura 3.16 Graficas del Ln de la probabilidad (a), y (b) 4K, del andlisis de estructura
poblacional de 194 po blaciones de maiz. Se graficaron los valores promedios de
In[prob(dato)] de 5 corridas independientes para cada valor de K, de la misma manera estos
valores fueron utilizados para el calculo de los valores 4K. Con color rojo estdn marcados
los mas altos valores encontrados para 4K.
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Explorando los niveles de estructura para todo el germoplasma, y primero analizando el
valor de K=2, el 98,0% de las poblaciones fueron asignadas a uno de los dos grupos.
Tomando este valor, las poblaciones se podrian definir en dos grandes grupos, el primero

como un grupo mixto que indicaria las relaciones basicas entre todos los maices de México,
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Caribe y Centroamérica con algunas razas sudamericanas como los catetos de Argentina y
Uruguay, Tusones de Venezuela, y los maices de las tierras bajas del sur de Chile. La
representacion de los maices sudamericanos en este grupo es de un 31,0% de las 104
poblaciones en total provenientes de Sudamérica y un 27,0% del total de las poblaciones en
este grupo. El segundo grupo se podria exponer como maices andinos exceptuando por 2

poblaciones provenientes de Guatemala de las razas Salpor y Nal-tel.

Posteriormente analizando la estructura poblacional admitiendo el valor de K=3 (Figura
3.17), (denominados en adelante como Gl1, G2, y G3). En este caso el 87,0% de las
poblaciones fueron asignadas a alguno de los tres grupos, las poblaciones restantes que no
agruparon en alguno de los tres grupos anteriores se defini6 como G4. Con este nivel de
estructura se pone en evidencia la particularidad y posible origen de los maices caribefios
porque en el grupo mixto mencionado anteriormente cuando se definié K=2, surge una
division entre las poblaciones del centro y norte de México, tierras bajas del sur de Chile y
Argentina, poblacion de la raza Canguil de Ecuador, Confite Punefio y San Jeronimo de
Pert y las razas Cateto Sulino y Dente Branco de Uruguay (G1) con las poblaciones del Sur
de México, Guatemala, Corta Rica y Panama, todas la poblaciones caribefias, norte de
Venezuela, las poblaciones de la raza Tusilla de Ecuador y la poblacion de la raza Cateto
Nortista de Brasil (G2). El tercer grupo aqui definido como maices andinos sigue
conservando en su gran mayoria el grupo que se habia definido como maices
sudamericanos en el analisis anterior (K=2) y las dos poblaciones de Guatemala (G3). De
manera general, G1 representa a los maices del centro y Norte de México y un subgrupo de
mixtos sudamericanos; G2, Sur de México, Centroamérica, Caribe, Noreste de Suramérica
y G3 a los maices andinos (Figuras 3.17 y 3.18), Las proporciones de ancestro estan

definidas en la Tabla 3.5.

Las poblaciones no agrupadas (G4), poblaciones con ancestro diverso, es decir, poblaciones
con proporciones por debajo del minimo del 51,0% aceptado, son de procedencia diversa:
Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guatemala, México, Peri y Uruguay. En
este caso se determind la proporcion de ancestro respecto a G1, G2 y G3 en los paises que

tuvieron 3 o mas poblaciones (Tabla 3.6).
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Figura 3.17 Representacion grafica de la estructura de poblacion estimada para 194
poblaciones de maiz Latinoamericanas (G1, G2 y G3). El valor mas alto de In[prob(dato)]
de las corridas independientes fue escogido para la representacion grafica de cada
agrupamiento K. Proporciones (Q) en un rango de 0-1 de las poblaciones en los grupos y de
los subgrupos en los grupos.

1.0 -
Proporcidn
(Q) delas
poblacione
s en cada
Grupo 0.5 -

0.0 -

G2-Sur de México, Centroamérica, G1-Centro y norte de México- G3 - Maices Andinos
Caribe, Noreste de Suramérica mixtos Sudamérica

Figura 3.18 Distribucion geografica de las poblaciones de nativas de maiz (Q> 51,0%)
basada en el andlisis de estructura de poblaciéon donde fueron identificados tres grupos
principales: Centro y norte de México — mixtos sudamericanos (G1); Sur de México,
Centroamérica, Caribe, noreste de Sudamérica (G2) y maices Andinos (G3).
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Tabla 3.5. Media de las proporciones de ancestro para uno de los grupos encontrados en la
estructura poblacional (K=3). (Porcentaje minimo aceptado de ancestro en todos los casos
51,0%). Estan remarcados los valores mayores de ancestro dentro de cada grupo.

Proporcién de ancestro (Q)

Gl G2 G3
Gl 0,79 0,12 0,14
G2 0,12 0,81 0,09
G3 0,08 0,07 0,76

Tabla 3.6 Media de las proporciones de ancestro por pais para poblaciones no agrupadas

(G4)
G4
ancestro (Q) Argentina Brasil Colombia Guatemala
G1 0,36 0,27 0,31 0,36
G2 0,37 0,27 0,32 0,37
G3 0,27 0,46 0,36 0,26

3.3.4 Analisis de estructura subpoblacional en Latinoamérica

Para obtener una mejor vision de la diversidad a nivel regional, un nivel necesario para
entender las introgresiones y la evolucion a nivel de las diferentes poblaciones debido a la
intervencion humana se analizo la estructura de las poblaciones dentro de cada grupo
definido anteriormente (G1, G2 y G3). De esta manera, y utilizando el mismo
procedimiento (Evanno et al., 2005), se definié la estructura subpoblacional en cada uno de
los grupos. A continuacion se describe en detalle para G1, G2 y G3 la definicion del
numero de subgrupos (K), la composicion de cada subgrupo y la distribucion geografica de

las poblaciones.

G1- Centro y norte de México- mixtos Sudamérica

Este grupo posee una media de proporcion de ancestro de 0,79, 0,12 de ancestro
proveniente G2 y 0,08 de G3 (Tabla 3.5). En el analisis de subestructura (Figura 3.19a y
3.19b) se asumid un K=3, esto significa 3 subgrupos. La distribucion geografica para estos

subgrupos se encuentra representada en la Figura 3.20.
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Figura 3.19 Graficas del Logaritmo de la probabilidad (a) y 4K (b) para el andlisis de
subestructura poblacional de Latinoamérica para G1. Se graficaron los valores promedios
de In[prob(dato)] de 3 corridas independientes para cada valor de K, de la misma manera
estos valores fueron utilizados para el célculo de los valores 4K. Con color rojo estan
marcados los valores mas altos encontrados para 4K.
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El subgrupo gl esta especialmente constituido por maices del norte de México identificados
como “Sierra de Chihuahua” en estudios previos (Sanchez et al., 2000) y que comprende
las razas Azul, Cristalino de Chihuahua y Gordo. También, se encuentran las razas restantes
definidas en el complejo de la Sierra Madre Occidental como Onaveno, Elotes
Occidentales, Reventador, Tabloncillo y Jala. Adicionalmente conforman este subgrupo dos
poblaciones sudamericanas de Argentina y Uruguay de la raza Camelia y Dente Branco
respectivamente. Se presume que la raza Dente Branco es una introduccion reciente de
alrededor 100-150 afios atras desde Estados Unidos de América a territorios como Brasil y
Uruguay y que ha sido mantenida localmente con pequefias introgresiones de los maices
nativos (Paterniani y Goddman 1977), la presencia de esta raza en este subgrupo respalda
de manera indirecta las relaciones entre los maices del Norte de México y Estados Unidos

(Matsuoka et al., 2002b; Vigourox et al., 2008) no presentes en este estudio.

El subgrupo g2 esta formado por 17 poblaciones sudamericanas. A simple vista este grupo
podria ser impreciso o de dificil definicion, sin embargo, podria representar dos diferentes
clases de eventos de introduccion. Ocho de las once poblaciones chilenas presentes en este
subgrupo son de las tierras bajas; lamentablemente son poblaciones sin clasificacion en
razas; también se encuentran Canario de Ocho de Argentina, Canguil de Ecuador, Confite

Punefio y San Jerénimo de Peru y Cateto Sulino de Uruguay.
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Figura 3.20 Distribucion geografica de las poblaciones del grupo G1 de acuerdo al analisis
de subestructura poblacional. Las poblaciones sombreadas con gris son las poblaciones
menos representativas del subgrupo (51,0% < Q > %71,0)

B G1-1(g1)
® G1-2(g2)
® G1-3(g3)

Los eventos de introduccion mencionados serian, primero, referente a la introduccion de
germoplasma proveniente de Estados Unidos a Chile, que a diferencia del resto de los
paises sudamericanos posee una gran cantidad de germoplasma de los Estados Unidos,
como por ejemplo, la raza Araucano (presente en este estudio) que tiene similitud a los
maices de maduracion temprana harinosos y cristalinos de ese pais (Timothy et al., 1961).
La raza Canario de Ocho de Argentina sigue presentado la misma dificultad que en estudios
previos para esclarecer sus origenes, pues se presume de un lado que es resultado de la
introduccion desde Estados Unidos y por otro lado podria ser el resultado de la seleccion a
partir de Cateto Sulino (Paterniani y Goodman 1977). Cateto Sulino a su vez, presente en
este mismo subgrupo, tendria relacion con razas antiguas que presumiblemente han crecido
y han sido mantenidas por habitantes que vivieron en el Sur de la costa Atlantica

Sudamericana.
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Como aspecto particular y una segunda caracteristica de este grupo es la presencia de
poblaciones de maices primitivos reventadores o palomeros de las tierras altas, como las
razas Canguil de Ecuador, Confite Punefio de Peru que podrian referir las antiquisimas
relaciones con los maices palomeros de México si se analiza en el contexto de grupo (G1) y

no del subgrupo particular al que pertenecieron (g2).

El subgrupo g3 esta constituido por los maices del centro de México y representado por las
razas, Palomero Toluquefio, Cacahuacintle, Conico, Cénico Nortefio, Mushito, Arrocillo
Amarillo, mientras que la raza Harinoso de Ocho perteneciente al complejo del Occidente

en analisis anteriores, no estd representada.

G2- Sur de México, Centroamérica, Caribe y Territorio Norte

El G2 est4 compuesto por maices del sur de México, Centroamérica, Caribe y poblaciones
del grupo determinado anteriormente como Territorio Norte. Cuenta con una media de
proporcion de ancestro de 0,81, ancestro de 0,12 de G1 y 0,07 de G3 (Tabla 3.5). Se
encontraron 4 subgrupos: g4, g5, g6, g7, y se defini6 como g8 a las poblaciones que
mostraron ancestro diverso. (Figura 3.21a 3.21b), La distribucion geografica de estos

subgrupos esta detallada en la Figura 3.22.

Figura 3.21 Graficas del Logaritmo de la probabilidad (a) y 4K (b) para el analisis de
subestructura poblacional de Latinoamérica para G2. Se graficaron los valores promedios
de In[prob(dato)] de 3 corridas independientes para cada valor de K, de la misma manera
estos valores fueron utilizados para el célculo de los valores 4K. Con color rojo estan
marcados los valores mas altos encontrados para 4K.
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Figura 3.22 Distribucion geografica de las poblaciones del grupo G2 de acuerdo al analisis
de subestructura poblacional (O> 51,0%), las poblaciones sombreadas con gris son las
poblaciones menos representativas de los subgrupos (51,0% < Q > %71,0)
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El subgrupo g4 esta formado por razas de alturas bajas e intermedias de Sudamérica como
Perola de Bolivia, Amagaceiio de Colombia, Tusilla de Ecuador, Cristalino Cubano y
Tuson de Venezuela, Cateto Sulino de Uruguay; también constituyen este subgrupo
poblaciones de las razas Cristalino Cubano de Islas Virgenes y Cuba; también de Cuba, las
razas Chandelle y Canilla; del archipié¢lago de Guadalupe la raza Caribefio Precoz,
proveniente de Centroamérica Salvadorefio de Costa Rica y Quichefio Precoz de

Guatemala.
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El subgrupo g5 ilustra las relaciones entre los maices del sur de México y los maices
guatemaltecos explicadas y sugeridas por los andlisis anteriores (Figuras 3.14 y 3.15),
ademas de las razas Costefio Tropical de las Islas Virgenes y la raza Sabanero de
Venezuela. El subgrupo g6 estd constituido por cuatro poblaciones de las razas Caribefio
Precoz de las Islas Virgenes y Martinica, ademas de la raza Cristalino Costefio Tropical de

la Isla de San Vicente.

El subgrupo g7 esta integrado por las razas Cristalino Costefio Tropical de Antigua y
Republica Dominicana, poblaciones de la raza Chandelle de Republica Dominicana y
Guadalupe, Tusén de Trinidad y Tobago de la parte continental por la raza Cateto Nortista
de Brasil. En el subgrupo g8 se encuentran algunas poblaciones de las razas como
Cristalino Costefio Tropical, Tuson, Cristalino Cubano, Caribefio Precoz, y Salvadoreio-
Clavillo de Barbados, Cuba, Guadalupe, Panama y San Vicente, que se agruparon en

alguno o en diferentes subgrupos arriba mencionados
G3 - Maices andinos

El grupo de maices andinos posee una media de proporcion de ancestro de 0,76, un 0,14
proveniente de G1 y 0.09 de G2 (Tabla 3.5). En el anélisis de subestructura para este grupo
se encontraron 9 subgrupos (Figuras 3.23) y la distribucion geografica del andlisis de

subestructura se encuentra representada en la Figura 3.24.

El primero de ellos, g9, corresponde a maices tipicos de los Andes Centrales, compuesto
por razas de tierras altas de Bolivia, Pert y Norte de Chile (Chechi, Chuspiilla, Uchuquilla,
Kulli, Hualtaco Colorado- exceptuando por la raza Hualtaco de las tierras bajas bolivianas,
Cuzco Cristalino Amarillo, Chulpi, Kculli de Pert y la raza Chulpi del norte Chile. El
subgrupo gl10 solo esta conformado por poblaciones colombianas, de las razas Pira y Pira
Naranja, Yucatan, Guira, Andaqui, Sabanero, Negrito, Cariaco y Cacao. El subgrupo gl1
contiene razas del tropico y subtrépico de Brasil (Cateto Assis), Colombia (Pollo, Puya,
Puya Grande) y de Uruguay la raza Cateto Sulino. El subgrupo gl2 estd compuesto por
razas de las tierras altas de Argentina, Bolivia, Ecuador y Pert (Cateto Amarillo, Capia

Blanca, Altiplano, Perola, Morocho, San Jeronimo-Huancavelicano y Confite Morocho.
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Figura 3.23. Gréaficas del Logaritmo de la probabilidad (a) y 4K (b) para el analisis de
subestructura poblacional de Latinoamérica para G3. Se graficaron los valores promedios
de In[prob(dato)] de 3 corridas independientes para cada valor de K, de la misma manera
estos valores fueron utilizados para el céalculo de los valores 4K. Con color rojo estan
marcados los valores mas altos encontrados para 4K.
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Los maices pertenecientes al subgrupo gl3 son especialmente de las tierras altas del norte
del Complejo Andino, Ecuador (Racimo de Uva, Chillo, Uchima, Chulpi, Morocho, Shima,
Mishca) y la poblacion de la raza Cuzco de Pert. El subgrupo gl4 corresponde a 5
poblaciones de los Andes centrales de Argentina, Bolivia, Ecuador y Pert representado a
razas tipicas de las tierras altas (Culli, Paru, Kcello, Cuzco) con la excepcion de la raza

Mochero del tropico peruano.

El subgrupo g15 estd compuesto por poblaciones de las razas Pira, Chococefio, Montaia de
Colombia; Salpor y Nal-tel Amarillo de las tierras bajas de Guatemala y Cariaco de
Venezuela. La presencia de las dos poblaciones provenientes de Guatemala en este
subgrupo llama particularmente la atencion por varias razones, si se piensa en el origen de
los maices andinos o en las relaciones o contrapartes de algunos maices centroamericanos y
sudamericanos .La primera razon, porque apoya las relaciones previamente sugeridas entre
las razas Nal-tel y las Sudamericanas, aunque la raza Nal-tel se ha diversificado tanto que
se encuentran identificadas 5 subrazas; la relacion de Nal-tel en especial con la raza Pira de
Colombia, ambas consideradas como primitivas, y ésta a su vez puede relacionarse con

razas de Perti como la primitiva Confite Morocho de las tierras altas (Wellhausen et al.,
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1957; Roberts et al., 1957). La segunda es que se puede inferir una relacion indirecta entre
la otra raza de Guatemala, Salpor, con la raza Montafia de Colombia sugiriendo la
introduccion de diferentes maices sudamericanos a Centroamérica. La presencia de
Chococefio en este subgrupo podria sustentar la influencia de esta raza en algunas de las

razas colombianas (Roberts et al., 1957).

Figura 3.24 Distribucion geografica de las poblaciones del grupo G3 de acuerdo al analisis
de subestructura poblacional (Q> 51,0%), las poblaciones sombreadas con gris son las
poblaciones menos representativas de los subgrupos (51,0% < Q > %71,0)

G3-1(g9)

G3-2 (g10)
G3-3 (g11)
G3-4 (g12)
G3-5 (g13)
G3-6 (g14)
G3-7 (g15)
G3-8 (g16)
G3-9 (g17)

ON NON § BOK NONOI
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El subgrupo g16 contiene a razas de las tierras bajas de Bolivia, como: Blando Amazdnico,
Pojoso Chico, Acre Entrelazado y Camelia de Chile; la excepcidn en este grupo es la raza
Montafia de las tierras altas de Ecuador. El subgrupo gl17 contiene razas de la tierras bajas
de la parte este del centro de Sudamérica, como Coroico, Acre Entrelazado de Bolivia,
Cateto Grande de Brasil, Avati' Moroti' Ti' y Avati' Pichinga, Avati' Moroti' y Avati' de
Paraguay. Las razas Moroti' son consideradas primitivas y producto de seleccion elaborada
por los aborigenes guaranies (Salhuana y Machado, 1999), se presume ademas que la raza
Avati' Moroti' pudo haber dado origen a la raza Coroico presente en este subgrupo. Se
puede particularizar que este subgrupo es una conjuncion formada por razas consideradas
de la Cuenca Amazoénica (Goodman y Brown., 1988) y Catetos de Brasil siendo el grupo de
Catetos uno de los més difundidos por su considerable grado de adaptaciéon a aéreas
especificas (Paterniani y Goodman, 1977). Finalmente, el subgrupo gl8 contiene tres
poblaciones que no se agruparon en ninguno de los subgrupos anteriores: Aysuna y Duro

Amazoénico de Bolivia y Ancashino de Peru.
G4 — poblaciones mixtas no agrupadas

Esta conjuncion de poblaciones mixtas no agrupadas da indicios sobre la complejidad de
las relaciones entre los maices sudamericanos y las culturas que pudieron estar vinculadas a
los movimientos migratorios. Las proporciones de ancestro para las razas de Guatemala
indican la influencia de los maices del centro y norte de México (G1) y los maices aqui
catalogados como andinos (G3). Para Colombia, que por su especial situaciéon geografica
pudo haber recibido introducciones simultdneas o en diferentes tiempos por las costas
Pacifica y Atlantica, ademas de posibles rutas continentales por Panama4, presentan ancestro

diverso y en similares proporciones de G1, G2 y G3 (Tabla 3.6).

Las razas dentadas de Brasil asi como la raza Cateto Paulista (Tabla 3.7) muestran ancestro
diverso, los maices dentados en Brasil son considerados introducciones probablemente de
Estados Unidos y que han ganado gran aceptacion con sus altos rendimientos cuando se
comparan con los Catetos (Paterniani y Goodman, 1977). En Argentina las razas Cuarento
Cateto, Cristal Sulino y Cateto muestran también ancestro diverso pero en menor

proporcion proveniente de los maices Andinos (G3). En este grupo también se encuentran
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las razas Bolita y Olotillo del Sur de México, Uchuquilla de Bolivia y Cuarento- Cateto de
Uruguay.

Con el objetivo de tener una sintesis de la informacion generada en los analisis de
estructura y subestructura se expone la representacion grafica de la subestructura de
poblacion para G1, G2 y G3 (Figura 3.25), y en la Tabla 3.7 se describen las razas de maiz
presentes en cada subgrupo y paises de procedencia segin estos resultados para todo el

germoplasma estudiado.

Figura 3.25 Representacion grafica de la subestructura poblacional (g1, g2, g3, g4, g5, g6,
g7, g9, g10, g1, gl2, gl3, gl4, gl5, gl6 y g17) estimada para cada uno de los grupos G1,
G2 y G3. El valor mas alto de [In[prob(dato)] de las corridas independientes fue escogido
para la representacion grafica de cada agrupamiento K. Proporciones (Q) en un rango de 0-
1 de las poblaciones en los grupos y de los subgrupos en los grupos.

G2 Gl G3

Proporcion

(Q) de cada

subgrupoen
elgrupo

g4 g5 g6 g7 gl g2 g3 g9 gl0 gi1 gi2 g13 gi4 g15g16¢17

3.3.5 Comparaciones genéticas

Tomando ventaja de que las distancias genéticas y la diversidad pueden ser analizadas a
diferentes niveles jerarquicos, en esta seccidn se hace una andlisis de las distancias
genéticas a nivel de las poblaciones nativas mexicanas y a nivel Latinoamérica;
similarmente se hace un diseccion de la diversidad total encontrada teniendo en cuenta los

grupos de poblaciones definidos por el analisis de estructura poblacional.
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Tabla 3.7 Composicion de subgrupos basados en andlisis de subestructura poblacional. Se presentan los nombres de las razas, entre
paréntesis se muestra si hay mas de una accesion y las iniciales del pais de procedencia (An-Antigua, Ar-Argentina, Bar-Barbados,
Bol-Bolivia, Br-Brasil, IsVir-Islas Virgenes, Ch-Chile, Col-Colombia, CR-Costa Rica, Cu-Cuba, RDom-Republica Dominicana, Ec-
Ecuador, Guad-Guadalupe, Guat-Guatemala, Mex-México, Pan-Panama, Py-Paraguay, Pe-Peru, SVic-San Vicente, Tri-Trinidad y
Tobago, Ur-Uruguay, Ven-Venezuela).

G1- Centro y norte de México- mixtos Sudamérica

gl

g2
g3

Camelia(Ar); Gordo,Palomero Toluqueiio > Cristalino de Chihuahua, Azul(2) > Cristalino de Chihuahua, Cristalino de Chihuahua>Apachito(2), Chapalote(2),
Onaveilo, Jala, Elotes Occidentales, Reventador, Gordo> Cristalino de Chihuahua, Tabloncillo, Maiz Dulce(Mex); Dente Branco(Ur)
SC(1), Canario de Ocho (Ar); SC(8), Pisankalla, Ocho Corridas, Araucano (Ch); Canguil(2) (Ec); Confite Punefo, San Jeronimo (Pe); Cateto Sulino (Ur)

Palomero Toluquefio, Cacahuacintle(2), Chalquefio, Mushito, Harinoso de Ocho, Cénico(3), Arrocillo Amarillo(2), Conico Nortefio (Mx)

G2 - Sur de México, Centroamérica, Caribe, noreste de Suramérica

g4
g5
g6

g7
g8+

Perola (Bol); Cristalino Cubano (IsVir); Amagacefio (Col); Salvadorefio(2) (CR); Cristalino Cubano (2), Canilla, Chandelle (Cu); Tusilla (2)(Ec); Caribefio Precoz
(Guad); Quichefio precoz (Guat); Cateto Sulino (Ur); Cristalino Cubano, Tuson(2) (Ve)

Cristalino Costefio Tropical(IsVir); San Marcefio, Oloton, Quichefio Precoz, Comiteco, Olotén > Nal-Tel, Negro de Chimaltenango, Nal-Tel Blanco Tierra Baja
(Guat); Zapalote Grande, Zapalote Chico (3), Comiteco, Nal-Tel>Harinoso, Tuxpefio, Tepecintle, Vandefio (Mex); Sabanero (Ve)

Caribefio Precoz (2) (IsVir); Caribefio Precoz (Mar); Cristalino Costefio Tropical (SVic)
Cristalino Costefio Tropical(An); Cateto Nortista (Br), Chandelle (2) (RDom); Chandelle (2), Cristalino Costefio Tropical(2) (Guad); Tusoén (Tri)
Cristalino Costefio Tropical (2), Tusén (Bar); Cristalino Cubano (Cu), Caribefio Precoz(2) (Guad); Salvadorefio-Clavillo (Pan); Cristalino Costefio Tropical (SnVic)

G3 - Maices Andinos

g9
g10
gll
gl12
gl3
gl4
gl5
gl6
gl7
g18*

Chechi, Hualtaco, Chuspilla- Chuspillu, Uchuquilla, Kulli, Hualtaco Colorado (Bol); Chulpi (Ch); Cuzco Cristalino Amarillo, Chulpi, Kculli (Pe)
Pira Naranja, Yucatan, Guira, Pira, Andaqui, Sabanero, Negrito, Cariaco, Cacao (Col)

Cateto Assis (Br); Pollo, Puya Grande, Puya (Col); Cateto Sulino (Ur)

Cateto Amarillo, Capia Blanca (Ar); Altiplano, Perola (Bol); Morocho (2) (Ec); San Jeronimo-Huancavelicano, Confite Morocho (Pe)

Racimo de Uva, Chillo, Uchima, Chulpi, Morocho, Shima, Mishca (Ec); Cuzco (Pe)

Culli (Ar); Paru (Bol); Kcello (Ec); Cuzeri, Mochero, (Pe)

Pira, Chococefio, Montafia (Col), Salpor, Nal-Tel Amarillo de Tierra Baja (Guat); Cariaco (Ve)

Blando Amazdnico, Pojoso Chico, Acre Inter (Bol); Camelia (Ch); Montafia (Ec)

Coroico(Bol); Cateto Grande (Br) ; Avati' Moroti' Ti', Avati' Pichinga, Avati' Moroti', Avati (Py)

Aysuna (Bol); Duro Amazonico, (Bol); Ancashino, (Pe);

G4 (poblaciones no agrupadas)

Cuartento Cateto, Cristal Sulino, Cateto (Ar); Uchuquilla (Bol), Cateto Paulista Grosso, Dente Paulista, Dente Riograndense, Dentado (Br); Amagacefio, Pira (2),
Cabuya (Col); Chococeiio (Ec); Negro de Chimaltenango, Nal-Tel Blanco Tierra Alta, Oloton, Quichefio Precoz, Negro de Altura-Negro de Tierra Fria, San Marcefio
(Guat); Bolita, Olotillo (Mex); Uchuquilla, Huancavelicano, Perla (Pe); Cuarenton-Cateto Colorado (Ur)
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3.3.5.1 Analisis distancias genéticas

La méxima distancia genética basada en la proporcion de alelos compartidos, calculada
con el programa PowerMarker entre las 38 poblaciones mexicanas (Anexo 7.8), se
encontrd entre las poblaciones PUEB91 y SINA2 de las razas Arrocillo Amarillo y
Chapalote respectivamente, con un valor de 0,58. Las siguientes distancias genéticas
entre poblaciones mexicanas en orden decreciente son: 0,57 entre las poblaciones de
MEXS5 (la ID133) de raza Palomero Toluquefio y la poblacion PI217413 (ID139) de la
raza Zapalote Chico; la distancia de 0,56 entre la poblacion SINA2 de la raza Chapalote
(ID 148) y la poblacion P1217413 (ID139).

Examinado la matriz de distancias genéticas para las 194 poblaciones totales (resultados
no mostrados) el valor méaximo de distancia genética (0,73) se encontrd entre las
poblaciones BRV1142 de las Islas Virgenes de la raza Caribefio Precoz y CHZMO08060
de la raza Pisankalla de Chile. La primera es tipica del Caribe y la segunda de las tierras
bajas chilenas, pertenecientes de acuerdo al analisis de estructura a los grupos G1 y G2
respectivamente. La minima distancia genética (0,18) fue encontrada para las poblaciones
BOLI905 de la raza Altiplano de Bolivia, y para ANC333 de la raza San Jerénimo-
Huancavelicano de Perti, ambas tipicas de las tierras altas de los Andes y pertenecientes
segn el analisis de estructura y subestructura poblacional al grupo de maices andinos
(G3) y subgrupo compuesto por maices de las tierras altas de Ecuador, Pert, Bolivia y

norte de Argentina (g12).

3.3.5.2 Analisis de diversidad genética

Aunque la distancia genética es una buena estimacion de la diversidad genética, otro tipo
de analisis es necesario para completar el andlisis y dar una vision mas completa de esta
diversidad. Por esta razon se estimaron los indices de fijacion Fsr por parejas para los
grupos de poblaciones definidas de acuerdo al andlisis de estructura poblacional (Tabla
3.8). De acuerdo con los intervalos para la interpretacion de los valores de Fgr sugeridos
por Wright (1965), descritos anteriormente, se encontraron dos niveles de diferenciacion
genética entre grupos Entre el grupo de centro y norte de México — mixtos Sudamérica

(G1) y sur de México, Centroamérica, Caribe, noreste de Sudamérica (G2) se encontr6 un
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nivel bajo de diferenciacion genética (0,04) en un rango de 0,0 a 0,05 (Tabla 3.8). La
diferenciacion genética entre G1 y G3, G2 y G3 fue moderada (valores en el rango 0.05-

0.15).

Tabla 3.8 Valores de Indices de Fijacion Fsr calculados por parejas entre los grupos de
poblaciones clasificados de acuerdo al analisis de estructura poblacional.

G1 G2
G2 0,04
G3 0,08 0,09

Para las 194 poblaciones, con un total de 2.910 genotipos simulados, se calcularon los
valores de diversidad genética, media de alelos por locus, alelos Gnicos entre grupos y
dentro de subgrupos determinados en los andlisis de estructura y subestructura
poblacional (Taba 3.9). El promedio de la diversidad genética a través de todas las 194
accesiones fue de 0,62. El nimero total de alelos detectados para los 28 SSRs en las 194
poblaciones fue 291 con un rango de alelos por locus de 2 hasta 21, con un promedio de
10,39, todos los 28 marcadores fueron polimérficos. El mayor indice de diversidad dentro
de cada grupo fue encontrado para G1- Centro y norte de México- mixtos Sudamérica
(0,63) y el menor para G3 - maices Andinos (0,57). El mayor numero de alelos tinicos
por grupo se obtuvo en los maices Andinos (24) seguido por G1 con 15 y G2 con 14

alelos.

La variabilidad genética, presente a través de todo el germoplasma evaluado, también
pude describirse como la distribucion de esta variabilidad entre grupos y dentro de cada
de grupo de acuerdo al andlisis de estructura. Con el andlisis de varianza molecular
detallado en la Tabla 3.10, se encontr6 que la variacion dentro de los grupos G1 y G2 fue
mayor a la variabilidad entre grupos. El grupo de los maices del centro y norte de México
y mixtos sudamericanos (G1) tiene la mayor variabilidad genética (30,56%) y los maices

Andinos (G3) mostraron la menor variabilidad intragrupal (18,81%).

En general, la distribucion de la diversidad genética de las razas de maiz esta

principalmente dividida dentro de grupos poblacionales que representan complejos
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raciales y menos entre grupos (Warburton et al., 2008) qued6 comprobada también en

este estudio. Para los maices andinos, aunque pudiera parecer contradictorio: menor

indice de diversidad genética pero contiene el mayor numero de alelos tUnicos

encontrados, este hecho puede respaldarse con la informaciéon generada con el AMOVA

(Tabla 3.10), pues los maices andinos poseen la menor variabilidad genética comparada

intra e intergrupalmente.

Tabla 3.9 Alelos encontrados y diversidad genética fueron calculados como el promedio
para cada grupo y subgrupo segun analisis de estructura poblacional. Numero de alelos
unicos * comparados entre grupos, ** comparados entre subgrupos de un mismo grupo.

Grupos en Grupos en Nimero de Alelos Nimero de Diversidad

estructura subestructura  poblaciones encontrados  alelos inicos  genética

G1 46 227 15* 0,63
gl 17 192 24%%* 0,60
g2 17 173 15%* 0,61
a3 12 176 11%** 0,61

G2 58 221 14* 0,59
g4 17 172 10%** 0,56
g5 18 191 2] ** 0,58
g6 4 112 Sk 0,47
g7 11 150 4x* 0,56
g8-mixtas no 8 145 1** 0,57
agrupadas

G3 65 226 24* 0,57
29 10 127 4x* 0,46
gl0 9 143 O6** 0,56
gll 5 115 JHx 0,55
gl2 8 127 8** 0,48
gl3 8 117 SH* 0,47
gl4 5 120 JH* 0,52
gl5 6 119 JHx 0,53
gl6 5 116 gH* 0,48
gl7 6 114 2%* 0,49
g18-mixtas no 3 101 1*® 0,45
agrupadas

G4 Poblaciones 25 202 10* 0,61

mixtas no

agrupadas

Total 194 291 no aplica 0,62
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Tabla 3.10 Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) de los 28 SSRs de acuerdo al
analisis de estructura poblacional para los grupos compuestos por los maices del centro y
norte de México y mixtos sudamericanos (G1), Sur de México, Centroamérica, Caribe,
Noreste de Suramérica (G2) y los maices Andinos (G3). *Las fuentes de variacion son
significantes a un nivel de P = 0.05

Fuente de % de variacion
variacion

Entre grupos 24,82%*

Gl 30,56*

G2 25,80%*

G3 18,81%*

3.4. Discusion

Este estudio describe la diversidad genética y estructura en un conjunto representativo de
poblaciones de razas nativas de maiz latinoamericanas, donde parte de este germoplasma
ha existido desde tiempos precolombinos. La comparecencia del maiz fuera de su zona de
origen y domesticacion, sin duda, ha estado relacionada con movimientos migratorios
humanos pre y poscolombinos. Las interacciones a lo largo de la historia que el cultivo ha
establecido con los diferentes grupos humanos han jugado un papel primordial en el
establecimiento de las razas de maiz existente hoy dia en Latinoamérica. El fin de este
estudio ha sido realizar un andlisis exhaustivo de la variabilidad del maiz en
Latinoamérica, donde las relaciones genéticas encontradas pueden sustentarse con el
contexto historico que ha envuelto el maiz y que ha sido revelado hasta ahora por la

historia, la arqueologia y la antropologia.
3.4.1 Variabilidad de maiz en México

Se analizaron las disimilitudes entre los materiales, tomando los valores generados en las
matrices de distancias genéticas, y se utilizaron como base en los andlisis de
agrupamiento, Coordenadas Principales y estructura poblacional. Las razas mexicanas
entre las que se encontré la maxima distancia genética fueron Arrocillo Amarillo y
Chapapote. Esta distancia indicaria las diferencias genéticas entre estas dos razas como
consecuencia de su desarrollo en diferentes localidades y ambientes durante mucho
tiempo. Aunque estas razas han sido catalogadas como indigenas antiguas, las cuales se

cree que se originaron de un maiz primitivo (Wellhausen et al., 1951), la raza Arrocillo

71



Amarillo solo ha sido encontrada en los valles altos a méas de 2000 metros sobre el nivel
del mar, mientras que Chapalote ha sido encontrada en regiones tropicales aproximadas
de 100 metros sobre el nivel del mar (Hernandez, 1987). Esta informacion podria
sustentar también la existencia de dos sistemas distintos e independientes del cultivo del
maiz en épocas prehispanicas (Oliveira-Freitas et al.,, 2003), entre cuales el flujo génico

aparentemente ha sido poco.

Los siguientes valores mas altos de distancias genéticas en las razas mexicanas fueron las
encontradas entre Palomero Toluquefio, Zapalote Chico y Chapalote. Estas razas son
representativas de cada uno de los complejos geograficos mencionados: Valles Centrales,
Sur - Suroeste de México, y Sierra Occidental, respectivamente. La raza Zapalote Chico
es considerada como raza Mestiza Prehistorica, es decir, una hibridacion entre las Razas
Exéticas (de Sudamérica) y las Razas Indigenas Antiguas Mexicanas y de ambas con el
teocintle (Wellhausen et al., 1951; Hernandez, 1987). Estos valores de distancias
genéticas apoyan el origen y parentescos propuestos por Wellhausen et al., (1951) en el
sentido que Zapalote Chico no tiene relacion con Chapalote ni Palomero Toluquefio. Esta
afirmacion también se encuentra sustentada por el Andlisis de Coordenadas Principales
(Figura 3.11a y 3.11b) donde estas razas no se encuentran relacionadas y sugieren

adaptaciones a complejos geograficos muy diferentes.

En la exploracion de distancias genéticas entre accesiones de una misma raza en las
poblaciones mexicanas (Anexo 7.8), se observé un incremento en la distancia, que
probablemente estd relacionado por las diferentes procedencias de cada accesion y
también causado por la deriva genética que causa diferencias subpoblacionales cuando el
tamafo de muestra colectado es pequefio. Asi por ejemplo, para la raza Coénico las
accesiones proceden de tres estados de la Republica mexicana (Puebla, Tlaxcala y
Meéxico), mientras que en el caso de la raza Zapalote Chico provienen de Oaxaca y
Chiapas. Estos resultados con microsatélites evidencian la gran variabilidad
intrapoblacional e interracial a pesar de tener algo de homogeneidad morfologica por

algunos caracteres, al estar catalogadas como pertenecientes a una misma raza.

La variabilidad de maiz en México ha sido caracterizada en diversos estudios para

describir las razas existentes y las relaciones entre ellas. Comparando con previos
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estudios, la presente clasificacion destaca algunas diferencias en las clasificaciones
realizadas, asi como en las estructuras de los grupos. Esto puede ser atribuible a la clase
de estudio realizado; si el estudio ha sido basado en datos morfologicos, eco-geograficos,
enzimaticos, moleculares (incluyendo el tipo de marcador empleado), o la combinacion
entre estos datos de distinta indole. Estas discrepancias podria también explicarse por la
deriva genética, o una considerable cantidad de flujo génico entre poblaciones como en
los valles centrales de Oaxaca en el sur de México (Pressoir y Berthaud, 2004). Estos
hechos causarian cambios poblacionales a través del tiempo, si se toma en cuenta el
tiempo transcurrido en el que se realizaron los estudios. Sin embargo, los resultados
presentados, indican que en base a marcadores moleculares tipo microsatélite y utilizando
muestras conjuntas de ADN, las accesiones mexicanas pueden ser agrupadas en distintos
complejos raciales, y estos a su vez son consistentes con distribuciones geograficas
especificas, que en el pasado, algunas de ellas, fueron ocupadas por -culturas
precolombinas quienes desarrollaron y cultivaron el maiz. La informacién obtenida de
frecuencias alélicas para esta coleccion de germoplasma representa un nuevo conjunto de
datos de valiosa utilidad, como primer punto, refleja la diversidad de cada accesion
representada al menos por 15 individuos, que en estudios anteriores un solo individuo
representaba una poblacion. Como segundo punto, la riqueza alélica y la especificidad
encontrada en los grupos raciales de los maices mexicanos podria ser asociada con la

distribucion geografica y con algunas caracteristicas de interés.
3.4.2 Variabilidad de maiz en Latinoamérica

A nivel de Latinoamérica, el valor méximo de distancia genética (0,73) fue encontrado
entre las razas Caribefio Precoz y Pisankalla, ambos maices tipicos de tierras bajas,
Caribe y tierras bajas de los Andes respectivamente. Esta diferencia podria sugerir
migraciones e introducciones independientes de diferentes tipos de maices de las tierras
bajas desde Mesoamérica; uno concentrado a través del Caribe y una ruta continental o
por mar via Pacifico de Sudamérica en épocas tempranas que generarian procesos de
adaptacion y seleccion independientes. La distancia genética entre las razas Altiplano de
Bolivia, y la raza San Jeronimo-Huancavelicano de Pert (0,18), fue la minima encontrada

en todo el conjunto de germoplasma, y a su vez menor que la minima distancia
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encontrada para las razas mexicanas (0,21), indicando por medio de las distancias
genéticas la gran variabilidad presente en los maices mexicanos del complejo de Sierra
Madre Occidental y de otra mano, las estrechas relaciones encontradas dentro de los
maices andinos. Este hecho también sugiere que no hay mucha diversidad que se ha
desplazado desde México a Pertl y en general a los Andes, sugiriendo un efecto cuello de
botella. Estas premisas son también apoyadas por la particion de la variabilidad genética
encontrada con los andlisis de varianza molecular para los maices mexicanos y para los

grupos definidos por el andlisis de estructura de poblacion para todas las accesiones.

El valor del diversidad genética para el total de germoplasma estudiado tuvo un valor alto
(0,62) y solamente menor que en otros estudios cuando se compara con la diversidad para
todos los taxones de teocintle (en un rango de 0,65 - 0,89) reportado por Fukunaga et al.
(2005), un rango de 0,55 - 0,71 reportado por Warburton et al. (2011) La comparacion de
los indices de diversidad con los estudios mencionados u otros estudios debe ser
cuidadosa e indirecta. En este caso, por la diferencia en taxon, sin embargo, el valor de la
diversidad genética en el presente estudio fue consistente con los resultados presentados
por Warburton et al. (2008) para razas y poblaciones de maiz (0,61) y con el valor de
0,64 para lineas mejoradas y desarrolladas en CIMMYT (CMLs), que en su base genética
podrian tener material exdtico de diferentes regiones geograficas no presentes en este

estudio.

El total de alelos encontrados para los 28 SSRs y a través de las 194 poblaciones fue 291,
pero, si se quiere comparar el nimero de alelos totales encontrados con otros estudios se
debe recordar que el nimero de alelos presentes es consecuencia de la naturaleza de los
marcadores, especialmente si es de tipo dinucleétida, y el nimero de estos marcadores
utilizados probablemente determinardn las diferencias de estos valores entre estudios
debido a su alta tasa de mutacion (Vigourox et al., 2002). Este hecho es debido a que los
SSRs de repeticion trinucledtida son mas largos, y también porque es el tipo de secuencia
repetitiva mas comun dentro de secuencias de regiones codificadas de un gen activo; los
tres pares de bases en la repeticion no interrumpen el patron de tres bases por cada
aminodcido que constituye la proteina. Sin embargo, la adicion de méas o menos

aminoacidos pueden truncar la funcién de la proteina a la cual corresponde el gen, y por
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€s0, se encuentra menos variacion en el numero de repeticion de SSR dentro de genes que
dentro de la cadena de ADN que no codifica genes; sin embargo, los SSR trinucleétidos

son mas confiables en cuestion de reproducibilidad de datos que los dinucleotidos.

A pesar de lo anteriormente mencionado, el valor promedio de alelos por locus
encontrado en este estudio (10,39) es mayor que los valores reportados por Warbuton et
al. (2008) utilizando 85 SSRs para 261 lincas de maiz y 497 individuos (que
representaban 23 razas mexicanas), con valores de 4,9 y 6,3 respectivamente. Esta
diferencia proviene del tamafio de muestra en la determinacion de los alelos encontrados
(15 individuos por poblacion) y la diferencia en la diversidad del material considerado, la
cual es més amplia en este estudio con 194 poblaciones. Este trabajo con marcadores
moleculares que comprende material tan amplio y diverso es el primero que considera un
mayor numero de muestras por poblacion pudiéndose identificar alelos raros, que
probablemente algunos de ellos pueden tener un gran potencial para mejorar algunos
parametros agrondmicos importantes, ya que los alelos que poseen frecuencias alélicas

altas tienen mas posibilidad de estar ya introgresados en material mejorado.

El valor de diversidad genética evaluado para los grupos definidos por el analisis de
estructura en G1 con 46 poblaciones (0,63), confirma que este valor no se ve influenciado
por el tamafio de muestra poblacional sino por la naturaleza misma de las poblaciones si
se compara este valor con los valores para G2 (0,59) con 58 poblaciones, G3 (0,57) con
65 poblaciones y G4 (0,61) con 25. La diferencia en diversidad genética dentro de cada
grupo podria ser el resultado de la deriva genética, sucesivos cuellos de botella y
sucesivos eventos de introduccion de la agricultura del maiz desde su centro de origen en
Mesoamérica hasta alcanzar el Caribe y Sudamérica. Asi, consistente con lo sugerido por
Rebourg et al., (2003), existiria una tendencia a disminuir los polimorfismos en maiz a
medida que se incrementa la distancia geografica del centro de domesticacion, en buena
medida porque una parte de la variacion original no se ha introducido a otras regiones.
Los resultados presentados sugieren que nueva variacion alélica resultante de la dindmica
de flujo génico en México no ha migrado a nivel macro regional, pero aun mas, nueva
diversidad genética es generada constantemente en México por el flujo génico con el

teocintle (Warburton et al., 2011), eventos que no pueden llevarse a cabo en regiones
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fuera de México y de algunos sitios de Guatemala y Nicaragua por la ausencia del

teocintle en el Caribe y Sudamérica (Bedoya y Chavez, 2010).

La observacion de que la mayor diversidad genética analizada a nivel de grupos y
subgrupos (especialmente gl, g2 y g3) se encuentran en Gl es consistente con lo
propuesto a cerca de el origen del maiz en la region que hoy es México (Matsuoka et al.,
2002b). Entre los subgrupos que conforman cada grupo, el nimero de alelos Unicos
confirma la gran diversidad presente en las razas nativas de maiz, por ejemplo, el
subgrupo gl posee 24 alelos unicos en un nimero total de 192 alelos si se compara con
los subgrupos (g2 y g3), que poseen 15 y 11 alelos en un total de 173 y 176 alelos
respectivamente, que conforman el conjunto de los maices mexicanos y mixtos de

Sudamérica.

En el andlisis de agrupamiento y estructura, algunas accesiones con la misma
clasificacion racial fueron puestas en mas de un subgrupo. Por ejemplo, en el andlisis de
agrupamiento, una de las accesiones de la raza Amagaceno de Colombia agrup6 con el
grupo de Territorio Norte y la otra con los maices Andinos; en el analisis de subestructura
una de las accesiones se encuentra en G2 y la otra en G4 (poblaciones no agrupadas). En
adicion, la raza Perola de Bolivia cuenta con dos accesiones, una agrup6 con el G2 y la
otra los maices Andinos (G3). Similarmente, la raza Cateto Sulino de Uruguay se
agrupaba en G1 (centro y norte de México- mixtos Sudamérica) y G2. Estas divergencias
en algunos casos podrian indicar que la asignacion de una poblacidon a un subgrupo no
refleja los nombres de las razas en que han sido clasificadas, reflejando una limitante en
la clasificaciéon basada en parametros morfologicos. Ademas, las comparaciones entre
regiones estan a menudo dificultadas por una falta de homogeneidad en los nombres de
las razas (es decir, una misma raza recibe diferentes nombres seglin la zona de cultivo) y
por las inconsistencias en la definicion conceptual de raza, especialmente entre los
investigadores de diferentes paises (Goodman y Bird 1977; Vigourox et al., 2008; Lia et
al., 2009).

Lo anterior también es aplicable para los maices Caribefios, pues también se encontraron
estas discrepancias. La raza Cristalino Cubano de las Islas Virgenes, Venezuela; dos

accesiones de la misma raza de Cuba pertenecen al mismo subgrupo, mientras que una
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tercera proveniente también de Cuba se encuentra no agrupada. La raza Cristalino
Costefio Tropical de Islas Virgenes, Antigua y Guadalupe se encuentran en un mismo
subgrupo (g7) y las accesiones para esta raza de Barbados y San Vicente no estin
agrupadas. De otro lado, la raza Chandelle de Cuba se encuentra en g4 y las provenientes
de Republica Dominicana y Guadalupe en g7, pero en este caso se identifican las dos
formas de Chandelle (cristalino y dentado) reportadas previamente (Goodman y Brown.
1988). Aunque, de otro lado, la clasificacion de los maices caribefios en grupos
claramente definidos no es facil debido a las pocas barreras geograficas y la cercania
entre las Antillas Mayores (Cuba y Republica Dominicana, entre otras) y las Antillas
Menores (Antigua, Barbados, Trinidad y Tobago, entre otras) que han facilitado la libre

migracion tanto humana como por supuesto de variedades de maiz.
3.4.3 Maiz: historia, arqueologia, antropologia y asociaciones genéticas en México

En el periodo definido como Preclasico Temprano, 2.500-1.200 antes de Cristo (a.C.),
surgen en Mesoamérica las primeras aldeas agricolas y se comienza a usar la cerdmica
que, entre otras cosas, sirve para preparar alimentos que necesitan coccion. Sin embargo
se tienen dataciones de restos de mazorcas que ain no presentan las caracteristicas
propias de una especie completamente domesticada de mil afios atras (Vela, 2011). El
florecimiento de las grandes civilizaciones e imperios Americanos, como por ejemplo,
las civilizaciones Maya, Mexica e Inca se sitila aproximadamente entre el 1.500 a.C. y
1.500 después de Cristo (d.C.), mientras que, y aproximadamente entre el 2.000 a.C.,
fecha anterior al tiempo de establecimiento de estas culturas ya se encontraba maiz
domesticado segun las dataciones de las cuevas de Romero y Valenzuela en el estado de
Tamaulipas, México (Blake, 2006). Lo anterior indica que estas civilizaciones recibieron
el legado del cultivo del maiz de sus culturas progenitoras y/o antecesoras. En este
sentido, vale la pena preguntarse en el periodo anterior al Precldsico Temprano en
Mesoamérica que culturas coexistian y de igual manera que culturas coexistian en

Sudamérica en un periodo anterior al Imperio Inca vinculadas al cultivo del maiz.

Si se toma en cuenta, en primera instancia: 1) que estudios de restos carbonizados de maiz
encontrados en contexto arqueoldgico en Teotihuacan-México, y fechados alrededor de

100 d.C, sugieren que, en algunos casos las razas de maiz existentes en el primer siglo de
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nuestra era son similares a razas actuales encontradas en el Centro de México (Benz,
1997), y ii) que entre las razas mas primitivas de México basados en estudios genéticos,
arqueologicos y morfolégicos se han citado, Arrocillo Amarillo, Tabloncillo, Pepitilla (no
presente en este estudio), Palomero Toluquefio, Nal-tel y Chapalote (Benz, 1997;
Wellhausen et al., 1951); asi pues, y con las debidas precauciones se podria extender la
relacion entre maices considerandos como primitivos, su zona geografica de distribucion
y culturas precolombinas establecidas en estas regiones con la clasificacion en complejos

raciales de maices mexicanos descrita en este estudio.

Con respecto a lo planteado, culturas como la Tolteca, Teotihuacana y Mexica
establecidas en los Valles centrales de México estarian relacionados con Pepitilla
(Muioz, 2003), Palomero Toluquefio, Conico y Chalquefio; estas dos ultimas razas
citadas como mestizos prehistéricos por Wellhausen et al. (1951). La zona occidental de
Meéxico ha sido la menos explorada, a pesar de esto, la cultura Tarasca es representativa
de la region y estaria asociada con la raza Chapalote. Al sur, y Golfo de México, se
establecieron en el actual estado de Oaxaca, culturas como la Zapoteca y Mixteca, y
podrian vincularse con el Complejo Zapalote y la raza Bolita, razas tipicas de la region, y
que ademas se han encontrado en contexto arqueoldgico (Reyna y Alvarez, 2009).
Arrocillo Amarillo y Tuxpefio han sido asociados con la cultura Olmeca y Totonaca que
se desarrollaron el Golfo (Mufoz, 2003), Finalmente la cultura Maya estaria asociada con

las razas Nal-tel y Oloton en sur de México.

El flujo génico también se ha puesto en evidencia al sur de México en contexto
arqueologico (Reyna y Alvarez, 2009), en donde se han encontrado, razas tipicas de la
region y otras razas foraneas como Cacahuacintle, Chalquefio de los Valles Centrales;
Elotes Occidentales de la Sierra Madre Occidental y Oloton de una zona mas al sur. Estos
hallazgos podrian sugerir un fuerte intercambio de semilla con grupos culturales de las
diferentes regiones y que alternativamente podrian estar experimentando con la

adaptacion de razas atipicas de esta zona geografica.

3.4.4 Dispersion del maiz por el litoral, tierra y mar
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A partir de su centro de origen en México y mediante un modelo no esclarecido de
difusién, algunas poblaciones de maiz se difundieron hacia otras regiones de
Latinoamérica donde se han adaptado a través de un proceso milenario de domesticacion
a las diferentes condiciones ambientales y estreses locales propios de la geografia
latinoamericana. Sin embargo, estudios recientes de estructura de poblacion y diversidad
genética apoyan la difusion del maiz hacia el norte a partir de su centro de origen en la
Cuenca del Rio Balsas, llegando al suroeste mexicano y posteriormente al norte de
Estados Unidos, y finalmente a Canada. También los resultados de filogenia mostraron
claramente que las razas del norte estadounidenses son derivadas de aquellas del suroeste
de Estados Unidos, indicando que las razas de maiz del suroeste son intermedias entre las
del norte estadounidense y las razas provenientes de las tierras altas mexicanas,
sugiriendo una relacion directa entre las dos regiones, proponiendo una dispersion del
maiz por tierra hacia los Estados Unidos y no a través del Golfo de México o de las

Antillas Mayores (Matsuoka et al., 2002a; Vigouroux et al., 2008).

En Mesoamérica, los investigadores en arqueologia y antropologia coinciden que después
del 2.500 a.C. y antes del 150 d.C. la agricultura se convierte en la forma dominante de
adquisicion de alimentos y en el modo de subsistencia (Gonzales, 2009); sin embrago, en
la zona intermedia de América, culturas como Valdivia y Chorrera, se desarrollaron en
una de las zonas mas 4ridas al sur de la costa ecuatoriana con evidencia temprana del
cultivo del maiz (Museo Chileno de Arte Precolombino, 2011). La informacion de esta
dispersion temprana y las culturas ligadas al cultivo del maiz puede haberse perdido en el
tiempo y su esclarecimiento estaria sujeto a nuevos descubrimientos arqueoldgicos. De
hecho, la cultura Chorrera ha sido relacionada con la cultura temprana Ocos en Chiapas-
Meéxico por su similitud en la cerdmica (Pye y Demarest, 1993); estas culturas podrian
también haber compartido conocimientos relacionados con el cultivo del maiz. Esto no
seria un hecho aislado, de la misma manera se han encontrado influencias culturales de
Mesoamérica en Sudamérica y viceversa, en este sentido, el cultivo del maiz no podria

estar ausente de una red de intercambio en la América precolombina.

De acuerdo con los patrones de diversidad genética de las poblaciones humanas en

América se sugiere que las rutas de migracion de los nativos americanos siguiendo el
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litoral fueron mas faciles para la migracion en la travesia de norte a sur que a través del
interior (Wang et al., 2007). Esta premisa podria ser aplicada a los cultivadores
tempranos del maiz que en su andar migratorio seguirian rutas tempranas por el Pacifico
y Caribe. Basados en la teoria de dos sistemas de agricultura concentrados en las tierras
bajas y altas (Oliveira-Freitas et al. 2003) y junto con los resultados presentados aqui, por
las similitudes encontradas por McClintock et al., (1981) para el “Territorio Norte” se
apoyarian la hip6tesis de rutas tempranas a través de la costa caribefia que se extiende a
lo largo de la costa del noreste de Sudamérica, y que penetraria en el continente por los

sistemas fluviales que desembocan en el Océano Atlantico (Figura 3.26).

Trazar rutas por las tierras altas de Centroamérica, en la practica, se torna algo
complicado por las barreras geograficas extremas, montafas escarpadas especialmente al
sur de Costa Rica y Panama, selvas y montafas en el Darién y Choco en Colombia, y
nuestros resultados no proporcionan evidencia directa para trazar estas rutas. Sin
embargo, esta posible via se ve sustentada por los estudios llevados a cabo por Oliveira-
Freitas y colaboradores (2003), que muestra como el sistema agricola de tierras altas
estaria centrado en las cadenas montafosas que se extienden desde Centroamérica hasta
las tierras altas de Panamad y continuaria en las regiones Andinas sobre el lado occidental

de Sudamérica.

Los antiguos indigenas americanos asociaban el maiz con el mar y los rios debido a que
este complejo simbolizaba las cualidades o funciones del agua y la fertilidad. En
Sudamérica, la chicha (bebida hecha de maiz fermentado) era ofrecida a la tierra o
Pachamama (Melgar, 2003). En general, el escenario de las culturas pre-colombinas fue
diverso y dinamico. En esta tonica, la navegacion prehispanica estuvo lo suficientemente
desarrollada para llevar a cabo viajes a través de la costas. La evidencia sugiere
intercambio comercial y cultural entre los Andes y Mesoamérica, conectando El
Soconusco y Tehuantepec en Mesoamérica con Huanchaco y Chincha en Sudamérica,
ademas, las tecnologias maritimas que fueron desarrollados por culturas como la Maya,
Chincha y Mochica tuvieron la viabilidad de realizar viajes entre estas dos aéreas

(Melgar, 2003). Una vez el maiz establecido en Sudamérica, con migraciones desde la
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costa hacia el interior y del maiz de altura hacia las tierras bajas tendria lugar las

introgresiones de las variedades dando lugar a nuevos fenotipos.

Figura 3.26 Rutas sugeridas de la migracion del maiz desde su centro de origen en
Mesoamérica hacia el Caribe y Sudamérica basada en la evidencia arqueoldgica
presentada, estudios antropologicos e histdricos y las relaciones genéticas encontradas en
este estudio.
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3.4.5 Relaciones genéticas y contexto historico del maiz en Latinoamérica

Los andlisis llevados a cabo para Latinoamérica evidencian que las poblaciones
centroamericanas se agrupan entremezcladas con el resto de grupos. Esto probablemente
refleja patrones de migracion a través de América Central en diferentes tiempos, desde
México hacia América Central, y de Guatemala hacia el Caribe y Sudamérica
atravesando los actuales paises Centroamericanos de Costa Rica y Panama (de las que se
encuentran algunas poblaciones en este estudio). Aunque en Colombia ciertas razas de

maiz en muchos aspectos son parecidas a razas mexicanas que han sido consideradas
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como introducciones precolombinas (Wellhausen et al., 1951) en este analisis no se
encuentran relacionadas directamente con México ni Centroamérica. Esto indica que
probablemente los maices primitivos de las dos regiones han estado separados por mucho
tiempo. Un resultado similar fue el reportado por Vigouroux et al. (2008) cuando
estudiando la raza Montafia no agrupd con su contraparte centroamericana Oloton, no
encontrando de esta manera evidencia para sugerir que el maiz de los Andes fue
descendiente del maiz de las tierras altas de Guatemala. Sin embargo, para llegar a esta
conclusion tan taxativa se deberian estudiar mas razas de las tierras altas de
Centroamérica y Colombia, sobre todo teniendo en cuenta que existen mas de 300 razas
que descienden de los maices que originalmente cultivaron los indigenas

latinoamericanos (Bracco et al., 2009).

El analisis de Coordenadas Principales para Latinoamérica reflejo la unicidad de los
maices de las tierras altas de los Andes. Estos maices se separan muy bien a media que se
alejan de las poblaciones del oriente de Sudamérica y de las poblaciones de maices de
tropicales y del subtropico del norte de Sudamérica de acuerdo con otros estudios
(Matsuoka et al., 2002b, Vigourox et al., 2008). Esto podria sugerir introducciones muy
antiguas de las tierras altas andinas que se han conservado, también indica que el maiz de
los Andes no ha migrado a nivel macro regional. Aunque de otro lado, este mismo
analisis sugiere que parte del germoplasma Andino también podria derivarse de la posible
mezcla del germoplasma proveniente de las laderas Occidentales de los Andes con el

maiz proveniente de la costa Oriental Sudamericana (Territorio Norte).

En el caso de Chile algunas de sus poblaciones se encuentran relacionadas con el grupo
de noreste de Sudamérica, y con poblaciones del Complejo Andino que tal vez podria
apoyar la teoria de que el germoplasma chileno se deriva del maiz de los Andes, aunque

como lo sugiere Vigourox et al. (2008) posiblemente de dos eventos diferentes.

Referente al origen del maiz del Caribe, los andlisis aqui presentados sugieren que los
maices caribefos pudieron ser introducidos desde la zona continental latinoamericana a
partir de diferentes fuentes de germoplasma, apoyando asi la teoria propuesta por

McClintock et al. (1981), pero refutando la idea de una sola fuente de germoplasma que
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seria introducida desde la zona continental de Sudamérica via Trinidad y Tobago como se
sugirid en el estudio llevado a cabo por Vigourox et al. (2008). Estas diferencias en la
deducciéon de la introduccion del maiz en el Caribe podrian ser consecuencia de la
disparidad en el nuimero de muestras representativas empleadas en cada estudio, en este
aspecto, el maiz del Caribe en el estudio de Vigoroux y colaboradores. (2008) no estaria

suficientemente representado.

La introduccion del maiz al Caribe, desde dos fuentes diferentes sugerida en el presente
estudio estd indicada especificamente, por las relaciones encontradas entre las razas
Sabanero y Tuson de Venezuela, con las razas Tuson y Cristalino Costefio Tropical de
Trinidad y Tobago, y San Vicente respectivamente, los resultados presentados apuntan a
que islas al sur y cerca de la zona continental de Sudamérica experimentarian
introducciones desde el territorio que hoy es Venezuela. Las islas méas al norte recibirian
introducciones de germoplasma centroamericano desde Panama, Costa Rica y sur de
Meéxico. Estas introducciones de maices desde diferentes puntos geograficos hacia las
islas del Caribe, podrian estar sustentadas por dos migraciones humanas desde tierra
firme a las islas. Una migracion temprana, aproximadamente de 5.500 a.C., de nativos
sudamericanos quienes probablemente poblaron el Caribe via Trinidad y Tobago; la
segunda alrededor de 3.000 — 4.000 a.C. de nativos centroamericanos especificamente de

Yucatan en México (Newson, 2006).

La complejidad de la clasificacion de los maices caribefios encontrada aqui podria
explicarse mediante componentes geograficos e historicos. Las pocas barreras
geograficas y la proximidad de las Antillas Mayores y las Antillas Menores podrian
facilitar la libre migracion de pueblos entre ellas. A su vez, estas migraciones pudieron
haber estado acompafiadas por el transporte de variedades maiz, que de alguna manera
enmascararon las diferencias raciales entre ellas (Goodman y Brown, 1988). El
componente historico no es menos complejo. Especialmente, la cultura Taino parece estar
relacionada con el cultivo del maiz y con la llegada de Cristobal Colon a América. En
1492, fueron los primeros nativos en tener contacto con los espafoles, liderados por
Cristobal Colon (Torres, 1988). Después de la llegada de Coldn, fueron iniciados otras

clases de movimientos migratorios, no solamente de personas desde la Peninsula Ibérica,
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movimientos también asociados a colonias inglesas, orientales y el trafico de esclavos
desde Africa, quienes indudablemente tuvieron una influencia en la agricultura,
fomentado el intercambio entre las islas y tierra firme en el Nuevo Mundo; asi como, la
introduccion y rapida dispersion del maiz a Europa (Angehiera, 1907, 1st complete ed.

1530; Dubriel et al., 2006).

Las relaciones encontradas entre los maices caribefios y la zona continental de
Sudamérica se pueden sustentar historicamente por la migracion de los pueblos del norte,
especialmente del area del Caribe, a través de las tierras bajas de lo que hoy es Peru,
Brasil y Bolivia; estos pueblos, como los Arawak y Guaranies, se movieron a lo largo de
los rios hasta alcanzar las estribaciones de los Andes (Ramirez et al., 1961) y contribuiria

al grupo de maices denominados aqui como Territorio Norte.

Si se tiene en cuenta que el sistema montafioso de los Andes bordea la costa Pacifica por
mas de 7.500 Km, existe una gran posibilidad de multiples contactos entre las culturas
precolombinas. La composicion del grupo formado por los maices andinos, en los analisis
de estructura, algunas veces estan superpuestos geograficamente, sugiriendo eventos tales
como introducciones tempranas, flujo génico intenso y que probablemente en la
actualidad empleando Unicamente el germoplasma de maiz existente es dificil seguir con
absoluta certeza las huellas de los origenes de estos maices y de sus relaciones ancestrales

con las poblaciones tempranas Mesoamericanas.

Especialmente, los Andes Centrales representaron una zona de contacto, intercambio
comercial y cultural que podria haberse dado de diferentes clases y en diferentes
direcciones, migraciones en direccion sur-norte y viceversa, incluyendo también
movimientos desde las laderas este y oeste de toda la cadena Andina. Este flujo e
intercambio de germoplasma no seria sorprendente porque la evidencia arqueoldgica
también ha sugerido que las culturas precolombinas de las tierras altas de los Andes han
sido conquistadas o han comerciado con las culturas de las tierras bajas (Sanchez et al.,

2006).

Los avanzados sistemas de irrigacion disefiados por algunas culturas precolombinas,

como los Aymara y Quechua (Ramirez et al., 1961) favorecerian la adaptacion de razas
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provenientes de las tierras altas y que podrian haberse mezclado con razas locales de la
costa. Este intercambio también podria verse apoyado por algunas condiciones
climatologicas especiales, como, en la costa de Pert y la costa sur de Ecuador, donde el
clima a lo largo de la costa es subtropical arido debido a la corriente de Humboldt, y que
equivaldria por temperatura a 2.000 metros de elevacion sobre el nivel del mar. Estas
condiciones climaticas particulares incrementarian la adaptabilidad de razas provenientes

de tierras altas en la costa (Sanchez et al., 2006).

El maiz se convirti6 en un cultivo importante alrededor del afio 1.200 a.C. A lo largo de
la costa del Pacifico que bordea los Andes, y durante el periodo 600-1.000 d.C.
(Horizonte Medio), la evidencia arqueoldgica de maiz disponible refleja una produccion
y distribucién de maiz muy dindmica; asi como, la existencia de diferentes variedades de
maiz, morfoldgicamente distintos y correlacionadas con su distribucion geografica en el
centro-sur de los Andes (Hastorf et al., 2006). En la sierra, el cultivo del maiz tuvo una
importancia religiosa, social y econdmica; su cultivo se distribuyd ampliamente a lo largo
de los Andes por la influencia de la cultura Inca (Hastorf et al., 2006). Durante el periodo
del Imperio Incaico, que se estableci6 como el estado mas grande de América
precolombina, cubriendo territorio desde el sur de Colombia a través de Ecuador, Pert,
Bolivia, Chile y el noroeste de Argentina, los incas llegaron a un alto grado de
conocimiento de maiz, al extremo de distinguir diferentes tipos de maiz por su calidad
nutricional y su distribucion geografica se realizaba de acuerdo a las condiciones
agroecologicas del cultivo (Manrique, 1997). La primera tarea de los Incas al conquistar
nuevos territorios fue siempre la de hacer trabajos de irrigacion con el propdsito de
favorecer el cultivo del maiz. En los valles mas calientes, se hicieron terraplenes y
canales de riego, terrazas intensamente regadas y fertilizadas; en las tierras altas hicieron
posible el cultivo de maices de alto rendimiento, aun en condiciones climaticas que

imponian un largo periodo vegetativo y corta época de lluvia (Ramirez et al., 1961).

En el andlisis de Coordenadas Principales para todo el germoplasma, los maices andinos
se encuentran separados del resto del germoplasma por una “pobre” zona intermedia,
ubicada entre lo que se denomind México-Centroamérica, México-Centroamérica-Caribe

y Territorio Norte. Podria ser entonces, que la razéon por la que no se encuentran
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asociaciones clave para esclarecer el origen del maiz de los Andes es la posible
desaparicion de algunas razas de maiz, e historicamente este razonamiento nos dirige a la
época del descubrimiento de América. Aunque, otra posibilidad es que estas razas todavia
estan alli, existen, y son sembradas en zonas indigenas de dificil acceso y no han sido

colectadas.

Con la llegada de los espafioles se anaden nuevos ingredientes a la historia del maiz, no
solamente en el Caribe, la primera zona de contacto entre las culturas de los dos
contenientes, sino también en tierra firme. La colonizacion, no solo interfiere en los
sistemas productivos existentes en la época prehispanica, también, la introduccion de
cultivos de alto valor comercial como la cafia de azucar, el uso de tierras para el cultivo
de trigo y la disminucion de los niveles poblacionales en el Nuevo Mundo. La
disminucioén drastica de la poblacion nativa, aunque no se tiene un dato preciso al
respecto (Cavalli-Sforza et al., 1994), conduce a pensar que afectaria negativamente el
mantenimiento de las razas de maiz que para esta €poca se habian convertido en alimento

basico para las culturas precolombinas.

Ademéds, la evidencia arqueoldgica y estudios de linajes basados en la morfologia,
sugieren que algunas razas de maiz que existieron en épocas tempranas ya no existen en
la actualidad (Benz, 1997). Este hecho podria esconder algunas relaciones importantes
para la clarificacion y postulacion de progenies o linajes primitivos de maiz. Por otra
parte, si la introduccion del maiz a Sudamérica desde su lugar de origen, ocurrié hace
bastante tiempo, las relaciones entre las poblaciones ancestrales de maiz y sus derivados
podrian ser irreconocibles después de procesos independientes de seleccion y

diversificacion.

Muchas preguntas quedan abiertas y algunas estdin en la discusion y polémica.
Similarmente, hubo preguntas polémicas sobre el origen unicéntrico o multicéntrico del
maiz a partir del teocintle, y aunque ya estd entendido, preguntas sobre la importancia
que historicamente ha representado el flujo génico entre algunas subespecies de teocintle
y maiz actualmente no han quedado resueltos. Las dataciones micro y macro botanicas no
logran identificar un punto en comun del origen geografico del maiz primitivo. Los datos

genéticos pueden apoyar la busqueda de respuestas a las preguntas que aun quedan, pero
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es necesario encontrar la mejor manera para integrar esta clase de datos con los datos
botanicos, arqueologicos y registros historicos. Con todo lo anterior es innegable que el
maiz ha sido un eje fundamental en las culturas del pasado y en las actuales, que ha
conducido al desarrollo y mejoramiento continuo de innumerables técnicas para
cultivarlo, y no hay que perder de vista el valor intrinseco que han representado de las

razas de maiz a través de todo el continente Americano.
3.5 Conclusiones

Dado que la caracterizacion tradicional basada en el fenotipo puede presentar problemas
debido a la influencia de factores ambientales, la posibilidad de estudiar la diversidad
genética entre poblaciones heterogéneas de maiz mediante el uso de marcadores
moleculares (SSR) y el uso de muestras conjuntas de ADN se confirm6 y en definitiva
contribuye a conocer mejor la diversidad genética existente en las poblaciones nativas de

maiz.

Se avalo el uso del conjunto de SSRs en el estudio de la diversidad genética a nivel
Latinoamérica con la validacion realizada en las poblaciones de maices mexicanos
mediante los analisis de agrupamiento, coordenadas principales y estructura poblacional,
apoyando de esta manera caracterizaciones previamente realizadas y en algunos casos

respaldando origenes y parentescos.

A partir de las relaciones encontradas entre los maices mexicanos, de Centroamérica,
Caribe y Sudamérica se hace evidente la introduccion del maiz desde Mesoamérica hacia
el Caribe y Sudamérica mediante una dispersion progresiva, y de acuerdo también con la
evidencia arqueolodgica, el maiz siguio diferentes rutas de difusion, atravesando tierra
firme en una geografia diversa, siguiendo rutas maritimas y/o costeras via Pacifico y

Caribe, y alcanzando la cadena montafosa andina.

Los movimientos precolombinos y poscolombinos de las razas de maiz indudablemente
han estado ligados a las migraciones humanas, destacando que en un estudio de la
diversidad y dispersion del maiz se deben de considerar una gama de procesos sociales y

econoémicos de gran complejidad de las culturas precolombinas y actuales, asi como
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eventos historicos que han sido determinantes para el establecimiento de la diversidad

presente en las razas de maiz en Latinoamérica.

Una continuacion logica del presente estudio seria profundizar en la caracterizacion
molecular de restos arqueologicos de maiz y su comparacion con las poblaciones actuales
podrian aportar luz sobre las cronologias de las introducciones e introgresiones de los

diferentes tipos de maiz en épocas antiguas.
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4. CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENETICA DE UN PANEL DE
MAICES TROPICALES PRECOCES DE INTERES PARA ESTUDIOS DE
ASOCIACION DE TOLERANCIA A LA SEQUIA.

4.1 Introduccion

El aumento de la productividad del maiz, en los tropicos no son una eleccién sino una
necesidad. Muchos paises en los tropicos estdn sometidos a una fuerte presion
demografica y encaran una alta tasa de incremento de la poblacion. Estos miles de
millones de personas no solo deben ser alimentados a niveles de sustentacion sino que
deben urgentemente mejorar su nivel nutricional, especialmente los sectores de menos
recursos donde el maiz es recurso basico. El potencial para incrementar la produccion de
maiz que satisfaga esas necesidades alimenticias es sin duda superior en el caso del maiz
que en el de otros cereales. En los tropicos bajos de Latinoamérica el maiz aporta hasta
un 40% de las proteinas y el 50% de las calorias en las dietas de algunos paises
centroamericanos, donde la desnutricion afecta severamente a casi la mitad de su

poblacion infantil menor de cinco afios (FONTAGRO, 2008).

El maiz se siembra en mas de 4 millones de hectareas en Centroamérica, Colombia,
Venezuela, Perti, Ecuador y Bolivia, con un rendimiento promedio de aproximadamente
2,5t ha! (FONTAGRO, 2008). En la actualidad, la productividad de maiz podria estar
negativamente afectada por los cambios ambientales asociados al cambio climatico
siendo el més evidente el aumento en las temperaturas a la que los cultivos de maiz seran
expuestos (World Bank, 2007). La sensibilidad del rendimiento en el cultivo a los
estreses abidticos como elevadas temperaturas (solas o asociadas al estrés hidrico o de

nutrientes) afectardn de manera negativa los componentes agronoémicos de este caracter.

Para el 2025 se estima que alrededor de 1,8 millones de personas sufrirdn por escasez de
agua y dos tercios de la humanidad se veran afectados por lo que la FAO ha definido
como estrés hidrico (Ribaut et al., 2008). En agricultura, el término sequia, refiere a la
condicion en la cual la cantidad de agua disponible a través de la precipitacion o

irrigacion es insuficiente para mantener las necesidades de transpiracion del cultivo
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(Tuberosa, 2011). Entre las diferentes definiciones de la resistencia a la sequia que se han
formulado durante las pasadas décadas, cabe resaltar, la definicion original propuesta por
Levitt (1972) donde, se clasifican las estrategias para mitigar los efectos negativos del
déficit de agua. La primera seria la “evasion o escape a la deshidratacion”, definida como
la capacidad de mantener la hidratacion de la planta o celular bajo estrés, y la tolerancia a
la deshidratacion, esta ultima expresada como la capacidad de la planta de mantener su

funcionalidad en un estado de deshidratacion.

Caracteristicas morfo-fisioldgicas como, por ejemplo, la profundidad de las raices, la
floracién temprana, ajuste osmotico, entre otros, estarian relacionadas con evitar la
deshidratacion y caracteristicas como la re-movilizacion de los carbohidratos solubles del
tallo y la acumulacion de protectores moleculares que permitirian mantener al menos
parcialmente la funcionalidad de la planta en estados severos de deshidratacion se
relacionarian con la tolerancia a la deshidratacion (Tuberosa, 2011). La tolerancia a
sequia también puede definirse como la capacidad de ser mas productivo bajo
condiciones de estrés, donde la expresion de la tolerancia depende en gran medida del
estado de desarrollo de la planta en el cual el estrés es aplicado y de la intensidad y

duracion de éste (Ribaut et al., 2008).

Se ha demostrado que la sequia tiene un impacto devastador sobre la productividad de
muchas especies de cultivo (Sawkins et al., 2006; Heisey y Morris, 2006). La mayoria del
maiz tropical es sembrado bajo condiciones de secano, y el uso de riego para mitigar la
escasez de agua es raramente una opcion. La combinacion de una creciente competencia
por el agua, unida a la tendencia de mayores temperaturas globales, y probablemente mas
cambios extremos climaticos regionales y estacionales en algunas zonas, conllevan a que
el desarrollo de variedades de maiz con una mayor resistencia a estrés hidrico y mayor
eficiencia en el uso del agua se convierta en un objetivo de alta prioridad para los
principales programas de mejoramiento de maiz y otras plantas, tanto en los sectores

publico y privado (Collins et al., 2008).

En un programa de mejoramiento, la evaluacion de la resistencia a la sequia es uno de los
problemas criticos que un mejorador debe enfrentar. La cuidadosa seleccion de los sitios

representativos de las condiciones prevalentes en el area objetivo de evaluacion, porque
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la presencia e intensidad de la sequia en ambientes de secano es impredecible siendo la
seleccion para tolerancia a sequia un experimento unico e irrepetible (Ribaut et al., 2008).
Sin embargo, en este sentido, la decision de la fecha de siembra, el uso de una irrigacion
controlada, es decir, la regulacion de la severidad del déficit de agua en estos ambientes
proporcionan una alternativa efectiva para la evaluacion de la tolerancia a sequia
(Campos et al., 2004). De otro lado, la seleccion para rendimiento en ambientes bajo
Optimas condiciones que permite seleccionar plantas con alto rendimiento que van a tener
un mejor rendimiento bajo condiciones de sequia, generalmente es menos efectiva que la
seleccion directa de individuos con mejor desempefio en ambientes bajo condiciones de

estrés (Ribaut et al., 2008).

Una buena caracterizacion fenotipica es un punto critico para cualquier clase de actividad
experimental. Una coleccion de datos fenotipicos precisa se verd reflejada en una mayor
heredabilidad del caracter evaluado (Tuberosa, 2011). La heredabilidad se refiere a la
porcion de la variabilidad fenotipica explicada por los efectos genéticos que pueden ser
heredados a través de las generaciones propagadas sexualmente (Falconer, 1981); en
otras palabras, mide la importancia relativa de la varianza genética como determinante de
la varianza fenotipica. La heredabilidad de los caracteres varia de acuerdo con la
composicion genética de los materiales bajo evaluacion, las condiciones en las cuales los
materiales estan siendo evaluados y la precision y exactitud de los datos fenotipicos
(Tuberosa, 2011). Un valor de heredabilidad bajo puede indicar varias cosas: que un gran
numero de genes regulan el caracter de interés, que la caracterizacion fenotipica no es
precisa atribuible al error experimental, y/o a que una proporcion significativa de la
variacion del caracter se debe al medio ambiente (Interaccion Genotipo — Ambiente, G x
E), (Flint-Garcia et al., 2005). La heredabilidad para rendimiento bajo condiciones de
estrés, en gran medida depende de dos factores: (i) la existencia de genes para resistencia
a sequia en la poblacion que son efectivos en los ambientes de estrés en los que la seccion
se lleva a cabo (Blum et al., 2001) y (i1) el grado de control sobre la homogeneidad de las
condiciones generales de estrés y por lo tanto la calidad de los datos fenotipicos (Blum,
2005). En condiciones de estrés severo, la heredabilidad de los caracteres que determinan

el rendimiento de los cultivos bajo condiciones de sequia usualmente tienen valores bajos
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entre 0,30-0,40, o un valor intermedio entre 0,40-0,70 si la G x E no es muy grande o
significativa (Tuberosa, 2011). Sin embargo, con una adecuada seleccion de material
genético y la minimizacion de la varianza del error por buen manejo del experimento, la
heredabilidad para rendimiento bajo condiciones de estrés puede ser alta y la seleccion
eficaz (Blum, 2005). La determinacion de la heredabilidad es importante porque es un
buen indicador del potencial de la seleccion fenotipica y la capacidad de analizar
apropiadamente las bases genéticas de los caracteres (Falconer, 1981; Melchinger et al.,

2004).

4.1.1 Mejora analitica y rendimiento de grano

El rendimiento de grano puede ser modelado como el producto del agua transpirada, la
eficiencia en el uso del agua y el indice de cosecha (Harvest Index, HI, por sus siglas en
inglés), de esta manera, caracteres secundarios pueden ser clasificados en base a su
contribucion a uno o mas de estos factores (Ribaut et al., 2008). El rendimiento de grano
y su respuesta al estrés son rasgos complejos que implican una interaccion genética a
largo plazo, es decir, durante el ciclo de cultivo y obviamente en particular durante el
periodo de estrés. La mejora convencional basada en la seleccion fenotipica por el
rendimiento no es lo mas apropiado para condiciones de sequia debido a las
interacciones del genotipo por estacion y genotipo por localidad, y la dificultad de
obtener un estrés hidrico homogéneo en el campo incrementando la G x E que trae como
consecuencia una baja heredabilidad del rendimiento (Araus et al., 2002; Monneveux y
Ribaut, 2006). Como alternativa y para mejorar la eficiencia de la seleccion, surge la
denominada mejora analitica, que consiste en incorporar por encima de la seleccion para
rendimiento el valor de caracteres secundarios en la seleccion (Latiffe et al., 2003). Estos
caracteres secundarios deben cumplir algunos requisitos, como por ejemplo, estar
correlacionados con el rendimiento de grano de manera significativa en condiciones de
estrés, el caracter deberia estar menos afectado por el ambiente que el rendimiento de
grano (heredabilidad alta), debe ser posible medir el cardcter de manera rapida, fiable y
economica, debe ser posible también, evaluarlo en plantas individuales o en parcelas y

debe existir suficiente variabilidad genética para el caracter a seleccionar y finalmente no
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tener ningin impacto negativo sobre seleccion en condiciones normales (Bolafios et al.,

1993; Edmeades et al., 1997; Araus et al., 2008).

De manera adicional, el desarrollo de técnicas moleculares que permiten la identificacion
de regiones genOmicas asociadas con la expresion de caracteres cualitativos o
cuantitativos asociados con rasgos fenotipicos, asi como, los avances tecnoldgicos en las
mediciones fisiologicas han abierto la posibilidad de nuevos enfoques en el uso de
caracteres secundarios en programas de mejoramiento (Monneveux y Ribaut, 2006). En
esta area, caracteres morfologicos (componentes del rendimiento, parametros de
floracion, estructura del sistema radicular) y parametros fisiologicos (como el papel del
Acido Abscisico, ABA), ciclo celular, mantenimiento de los foto asimilados) asociados
con tolerancia a sequia en maiz, asi como su heredabilidad, han sido bien documentados
(Sawkins et al., 2006). En esta especie de caracteres secundarios se incluyen fechas de
floracion masculina, femenina y la diferencia entre estas dos floraciones, el ASI
(Anthesis Silking Interval, por sus siglas en inglés) que son caracteres fenoldgicos que
afectan el indice de cosecha. Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, la
diferencia entre la floracion femenina y masculina (ASI), es un excelente caricter
secundario debido a que suele estar altamente y negativamente correlacionado con el
rendimiento de grano y tiene una heredabilidad alta (Bolafios y Edmeades, 1996), su
variabilidad genética es alta bajo sequia (Ribaut et al., 1996) y por lo tanto es
ampliamente utilizado para la seleccion de maiz en sequia (Araus et al., 2010). Caracteres
como senescencia, contenido de clorofila y enrollamiento de la hoja pueden también ser
utiles como caracteres secundarios y son particularmente eficientes en una preliminar

seleccion entre un gran muestra de germoplasma susceptible (Ribaut et al., 2008).

En el enfoque de mejora analitica, los caracteres valiosos o de interés especifico pueden
ser combinados en un Indice de Seleccion (IS). E1 IS es una traduccion cuantitativa de un
concepto de ideo tipo; para su definicion son escogidos pesos para los diferentes
caracteres basados en la varianza, heredabilidad, y la correlacion genética con el
rendimiento (Araus et al., 2011). El célculo del IS para sequia se basa en los valores

fenotipicos (P) de diferentes caracteres que deben ser estandarizados antes de calcular la
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combinacion lineal puesto que sus escalas de medicion son diferentes, la estandarizacion

usual es:

P,:(x,-j—m,-)/si

Donde m; y s;son la media y la desviacion estandar del caracter i en la poblacion, x; es el

valor del caracter i medido en el genotipo ;.
Un Indice de Seleccion en su forma simple puede ser escrito como:
IS = b]P] + bgpg + ... ann

Donde P; es el valor fenotipico estandarizado observado del caracter i y b; es el peso dado

al caracter en el Indice de Seleccion (Binziger et al., 2000).

Se han establecido valores tipicos de pesos para algunos caracteres secundarios en maiz,
+3, -2, -2, -2 y -1, para numero de mazorcas por planta, ASI, senescencia, tamano de la
inflorescencia masculina y enrollamiento de hoja, respectivamente (Bénziger et al.,
2000). Los Indices de Seleccion son continuamente redefinidos, no solo teniendo en
cuenta el ambiente objetivo de seleccion sino también la incorporacién de nuevos
caracteres secundarios y las innovaciones tecnologicas para medirlos (Bénziger et al.,

2000; Ceron-Rojas y Sahagun- Castellanos 2005; Araus et al., 2011).

4.1.2 Tolerancia a la sequia y analisis de mapeo por asociacion

La tolerancia a sequia es uno de muchos caracteres complejos de importancia agrondémica
y evolucionaria en particular en paises en desarrollo donde la disponibilidad de agua y/o a
sistemas de riego es una limitante mayor. Como todos los caracteres cuantitativos su
variacion fenotipica es regulada por: i) QTLs (quantitative trait loci, por sus siglas en
inglés), regiones sobre cromosomas cuya variacion alélica esta asociada con parte de la
variacion de un caracter poli génico; ii1) interaccion entre genes o QTLs (por ejemplo,
epistasis); iii) el ambiente y iv) la interaccion entre QTLs y el ambiente (Zhu et al.,
2008). Entender las bases genéticas de la variacidon fenotipica tiene como objetivo

fundamental conectar el genotipo con el fenotipo, esto significa identificar estas variantes
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funcionales (loci, y los alelos de cada /ocus) ligadas a diferencias en un rasgo o caracter

del fenotipo (Oraguzie y Wilcox, 2007).

Con avances recientes en la tecnologia gendmica y el interés por explotar la diversidad
natural existente de los cultivos de importancia econdmica, como el maiz, y junto con el
desarrollo de métodos robustos de andlisis estadisticos, existe un gran interés en utilizar
estudios de asociacion genética para identificar genes responsables de la variacion
cuantitativa de variacion fenotipica (Buckler y Thornsberry, 2002), y hasta hace poco se
han identificado genes involucrados en la expresion de caracteres complejos como lo es
la resistencia a la sequia (Setter et al., 2011). Sin embargo, la arquitectura genética de
estos caracteres complejos es dificil de elucidar por el gran numero de genes que lo
pueden estar afectando, y los efectos que puedan estar causando cada uno de ellos. No
obstante, hay un niimero importante de estudios de QTLs que se han publicado y se ha
identificado un numero limitado de genes que afectan a un caracter en cuestion (Salvi y

Tuberosa, 2005).

Con la identificacion de marcadores moleculares asociados a loci que codifican tanto para
caracteristicas cualitativas como para QTLs, se plantea la posibilidad de realizar
seleccion asistida por marcadores, o comunmente llamado mejoramiento molecular. Esta
se basa en conjugar la variabilidad fenotipica y genotipica como fuente de informacion de
la variabilidad existente y en la utilizacion de una variable genética como criterio
seleccidn, en este caso, marcadores moleculares asociados a la caracteristica de interés
(Ribaut y Hoisington, 1998; Dekkers y Hospital, 2002; Moose y Mumm, 2008). El
mejoramiento molecular en términos generales es usado para describir varias estrategias
modernas de mejoramiento que incluyen: (i) la Seleccion Asistida por Marcadores (MAS,
por sus siglas en inglés), seleccion de alelos especificos para caracteres condicionados
por pocos loci; ii) Retrocruzas Asistidas por Marcadores (MABC, pos sus siglas en
inglés), referente a la transferencia de un nimero limitado de /oci de una base genética a
otra, incluyendo transgenes; iii) Seleccion Recurrente Asistida por Marcadores (MARS,
por sus siglas en inglés), se refiere a la identificacion y seleccion de varias regiones
genomicas involucradas en la expresion de caracteres complejos con el fin de desarrollar

genotipos de comportamiento superior; y aunque se encuentra en un estado experimental

95



para plantas: iv) Seleccion Gendmica (GWS, por sus siglas en inglés), es la seleccion
basada en marcadores pero sin la identificacion a priori de un conjunto de marcadores

asociados con el caricter de interés (Ribaut et al., 2010, Delannay et al., 2012)

Sin embargo, la identificacion de QTLs en un fondo genético especifico (por ejemplo,
poblacion biparental) tiene un potencial predictivo muy limitado en otro fondo genético
por la misma complejidad de parametros poli génicos como la sequia. Por lo tanto la
Seleccion Recurrente Asistida por Marcadores, MARS, (Eathington et al., 2005), o la re-
estimacion de los efectos de la variacion alélica de los QTLs a través de los ciclos de
seleccion en un programa de mejoramiento (Mapping as You Go, MAYG, por sus siglas
en inglés, Podlich et al., 2004) son los métodos de seleccion molecular mas eficientes
para mejorar tolerancia a la sequia. Para entender las bases genéticas de pardmetros
complejos desde un punto de vista no reduccionista los andlisis de ligamiento y mapeo
por asociacidn representan una opcidn muy atractiva y han demostrado su potencia para
discernir estos rasgos complejos (Figura 4.1). Las caracteristicas generales de estos
estudios involucran un panel o germoplasma en estudio que es caracterizado
fenotipicamente y genotipicamente para detectar asociaciones estadisticas entre
polimorfismos genéticos y la variacion de caracteres heredables. Aunque los analisis de
ligamiento y mapeo por asociacion se basan en la co-herencia de polimorfismos
funcionales y variantes de ADN, los dos métodos tienen sus diferencias (Zhu et al.,

2008).

El ligamiento es la asociacion fisica entre dos o mas /oci, lo que implica una baja
recombinaciéon y por lo tanto una mayor probabilidad de herencia conjunta, de otra
manera, es la tendencia de los alelos de los /loci que estan cercanos entre si a heredarse
juntos como un bloque (haplotipo). Su andlisis consiste en mapear los /oci en individuos
con parentesco y pedigris de ascendencia conocida y encontrar un caracter que esté
asociado al gen o grupo de genes. Este método es muy bueno para la evaluacion de los
efectos genéticos pero tiene la desventaja de baja resolucion en el mapeo de la poblacion
(Zhu et al., 2008). De otro lado, el mapeo por asociacion también es llamado “asociacion
genética” o “mapeo por desequilibrio de ligamiento”. Este enfoque utiliza los eventos de

recombinacion ancestrales en poblaciones naturales para hacer la asociaciéon marcador-
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fenotipo y aprovecha la diversidad genética natural; los métodos de asociacion evaluan si
determinados alelos en una poblacidon se encuentran en fenotipos especificos con mayor
frecuencia de lo esperado (Flint-Garcia et al., 2005). Este enfoque tiene las ventajas de
mayor resolucion en el mapeo de la poblacion y puede ir aumentando drasticamente,
ademas de un niimero potencialmente elevado de alelos por locus puede ser estudiado al
mismo tiempo (frente a tan s6lo dos en el andlisis de ligamiento), sin embargo este
método no es lo mejor para identificar efectos genéticos en los /oci de interés (Flint-

Garcia et al., 2005; Zhu et al., 2008; McMullen et al. 2009).

Figura 4.1 Comparacion esquematica entre analisis de ligamiento (a) y analisis de mapeo
por asociacion (b); tomada de Zhu et al. (2008).
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La actuales aplicaciones de los andlisis de asociacion incluyen: i) el mapeo por
asociacion de genes candidatos, que relaciona polimorfismos en los genes candidatos
seleccionados que supuestamente han jugado un rol en el control de la variacion
fenotipica para caracteres especificos e involucra solo la secuenciacion de los genes
candidatos (Flint-Garcia et al., 2005; Zhu et al., 2008) y ii) la exploracion del genoma
que estudia la variacion genética en el genoma para encontrar asociaciones para varios
rasgos complejos (Rish y Merikangas, 1996), en este caso, se utilizan marcadores tipo

SNP en todo el genoma a una densidad apropiada (Flint-Garcia et al., 2003).

Algunos de los estudios de asociacion se han llevado a cabo en maiz, para tiempo de

floracion (Thornsberry et al., 2001), composicion de grano (Wilson et al., 2004),
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contenido de acido oleico (Belo et al., 2008), y contenido de carotenoides (Harjes et al.,
2008), enfermedades como el tizon nortefio de la hoja (Poland et al., 2011), y hasta
algunos genes de sequia (Setter et al., 2011), entre otros. Aunque estudios de asociacion
han permitido la identificacion de varios /oci para caracteres de interés agronomico, el
impacto en programas de mejoramiento estd todavia limitado y la validacion de los alelos
favorables identificados por asociacion queda en una etapa critica (Varsney et al., no

publicado, 2012)

Para buscar las asociaciones marcador-caracter, dos metodologias han sido
rutinariamente usadas, la primera estd usualmente basada en la caracterizacién genotipica
de una poblacion completa segregante con marcadores que eventualmente cubren el
genoma de la especie en estudio o solamente los genes que son de mayor interés, y una
evaluacion fenotipica a gran escala que exige ser detallada y precisa, y que muchas veces
logisticamente es dificil para algunos caracteres ya que la adaptabilidad de los genotipos
se confunden con su rendimiento (Xu et al., 2008). El segundo enfoque involucra una
seleccion selectiva de individuos tomados de los extremos de la distribucion fenotipica de
una caracterizacion fenotipica detallada y precisa como en el primer caso (Lebowitz et
al., 1987), para luego ser evaluados con marcadores moleculares, es decir, solo los
individuos que representan los extremos altos y bajos de la distribucion fenotipica son
caracterizados genotipicamente (Xu et al., 2008). Esto significa una asociacion marcador-
caracter inferida por las diferencias en las frecuencias alélicas encontradas en los

individuos extremos (Stuber et al., 1980).

La idea de tomar extremos de poblaciones en segragacion para identificar alelos o genes
de interés es conocida desde hace mas de 20 afios, se utilizd primero bajo el nombre de
“bulked segregant analysis” y fue utilizada en la identificacion de genes mayores para
parametros de calidad o genes involucrados en estreses biodticos y abioticos, por ejemplo
en la identificacion de marcadores ligados a la resistencia en cebada para
Rhynchosporium secalis (Barua et al., 1993); detecciéon y validacion de QTLs, por
ejemplo, la identificacion de genes relacionados con la resistencia a la salinidad en
tomate (Foolad y Jones, 1993). De manera mas reciente autores han sugerido también el

empleo de fenotipos contrastantes para identificar genes involucrados en caracteres mas
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cuantitativos combinando métodos basados en asociacion y Desequilibrio de Ligamiento
(LD), sin embargo, aunque atractivo este método presenta algunas limitantes y todavia no

estd comprobado al 100% (Lu et al., 2011).

En cuanto a la optimizacion de la caracterizacion genotipica selectiva Gallais et al.,
(2007) ha indicado que para un tamano de muestra dado de plantas caracterizadas
fenotipicamente la proporcion optima de individuos para el estudio genotipico selectivo
es alrededor del 30% para cada extremo de la distribucion fenotipica. Esto podria indicar
que las plantas escogidas en los extremos fenotipicos serian poseedoras de una
acumulacion de alelos favorables en multiples /oci con varios efectos aditivos (Xu et al.,
2008). En nuestro caso, tomamos el principio de esta estrategia para explorar el
descubrimiento de /oci involucrados en el desempefio agrondmico bajo condiciones de
estrés hidrico y riego normales. Esta metodologia puede ser potente cuando se aplica a
accesiones del banco de germoplasma ya que cada accesion tiene su propia diversidad
intrinseca y podrian encontrarse genes de adaptacion a tolerancia a sequia y no solo de
vigor. Entonces, tomando accesiones contrastantes desde un punto de vista fenotipico y
combindndolo con datos genotipicos de diferentes regiones del genoma podria permitir la
identificacion de loci involucrados en la expresion de los parametros de interés y cuéles
de los alelos identificados en estos /oci sean favorables o desfavorables desde un punto de

vista agrondmico.

4.1.3 Consideraciones para un estudio de mapeo por asociacion

Cuando se va a iniciar un estudio de mapeo por asociaciéon se deben considerar los
aspectos genéticos de la especie, el germoplasma disponible, los recursos en
caracterizacion genotipica o secuenciacion y costos de la caracterizacion genotipica ya
sea dirigida al mapeo para genes candidatos o a la exploracidon de todo el genoma (Figura
4.2). También se deben contemplar el disefio experimental para la caracterizacion
fenotipica con réplicas a través de varios afios y en multiples localidades, todo dirigido a
obtener una coleccion de datos de alta calidad lo que es esencial para esta clase de
estudios, asi como la identificacion de polimorfismos candidatos juntamente con unas

herramientas estadisticas potentes (Flint-Garcia et al., 2005; Yu et al., 2008).
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Figura 4.2 Esquema que ilustra los pasos involucrados en un e studio de mapeo por
asociacion, adaptada de Flint-Garcia et al. (2005). Pasos realizados en esta tesis doctoral
son mostrados en azul, y discusion de especial interés en naranja.

[ Seleccion germoplasma J

| ' ERL Seleccién gen candidato
| xh_"ﬂ____\_ l/
| ~

| A PCR y secuenciacion
Seleccién del | Obtencién de datos l
caracter | moleculares a través del ’ - .
Alineacion de secuencias

| genoma

b ! |

Evaluacién del caracter
en ensayos con

Estimacion de la Identificacidon de
estructura de poblacién polimorfismos

(Q) (©

repeticiones

Analisis de Asociacién
T=(C+Q+E)

La seleccion del germoplasma para un analisis de asociacion es un punto critico (Zhu et
al., 2008), al tener un panel con pobre estructura poblacional y parentescos familiares
evitaria las asociaciones falsas positivas que pueden ser generadas en el analisis de
desequilibrio de ligamiento debido a la desigual distribucion de alelos dentro de las
poblaciones (Flint-Garcia et al., 2005). Por lo tanto, es importante determinar la
subestructura genética si se tiene en un panel de asociacion, porque se puede incluir en el
modelo de andlisis y se evitarian las asociaciones falsas positivas (Hansey et al., 2011),
por esta razon es necesario la obtencion de la matriz de ancestro Q (Flint-Garcia et al.,
2005). Para el analisis de asociacion se cuenta con una variedad de programas; TASSEL

(Bradbury et al., 2007; Zhang et al., 2009) es el mds cominmente usado en plantas, y
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frecuentemente es actualizado con los nuevos modelos que son desarrollados (Yu et al.,

2008).

En cuanto al germoplasma a estudiar, o panel, generalmente las poblaciones de plantas
pueden ser clasificadas para analisis de mapeo por asociacion en uno de los siguientes 5
tipos de grupos (Yu y Buckler, 2006; Zhu et al., 2008): i) panel ideal, sin estructura
poblacional y parentescos familiares, ii) panel con multiples familias, iii) panel con
estructura poblacional, iv) panel con estructura poblacional y parentescos familiares y v)
panel con rigurosa estructura poblacional y relaciones familiares. Debido a las
adaptaciones locales, seleccion, historia en mejoramiento, para muchas de las especies de
plantas en el panel de asociacion seran clasificadas de tipo cuatro. Aunque también se
pueden clasificar de acuerdo a la fuente del material como colecciones provenientes de
un banco de germoplasma, poblaciones sintéticas o germoplasma elite (Breseghello y

Sorrells, 2006).

Un mapeo por asociacion con germoplasma diverso puede identificar alelos “superiores”
que todavia no han sido capturados en el desarrollo de un programa de mejoramiento y
puede mantener la introgresion de estos alelos en las lineas mejoradas (Zhu et al., 2008),
aunque demasiada diversidad podria generar un problema de adaptabilidad, por ejemplo,
algunos materiales no florearian ni alcanzarian su madurez en el ambiente de evaluacion
(Hansey et al., 2011). En relacion al tamafio de muestra, los estudios realizados en maiz
son diversos, para tiempo de floracion 375 lineas y 275 razas (Camus-Kulandaivelu et al.,
2006); en composicion de grano 102 lineas diversas (Wilson et al., 2004); contenido de
acido oleico, 553 lineas elite (Belo et al., 2008), y en contenido de carotenoides 282
lineas diversas (Harjes et al., 2008). La mayoria de los estudios anteriores en mapeo por
asociacion se han basado en el andlisis de lineas endogémicas, es decir, lineas que tienen
ascendencia comun o pertenecen a la misma familia o linaje, siendo material homocigoto
y de facil caracterizacion genotipica. De manera general un ntimero minimo de 300
genotipos contrastantes parece ser mas apropiado para estudios de asociacion de
pardmetros cuantitativos cuando se trata de accesiones de Banco de Germoplasma o

poblaciones la variabilidad genética se encuentra a dentro y a través de las accesiones.
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Enfoques multidisciplinarios que vinculen diferentes esquemas de mejoramiento,
fisiologia y genética molecular pueden llevar a entender mejor sobre la respuesta del
maiz al déficit de agua (Ribaut et al., 2004). Con una mejor comprension de los
mecanismos fisiologicos y la base genética de la respuesta del maiz a la sequia, debe ser
cada vez mas posible identificar, seleccionar y transferir genes y alelos clave para
construir genotipos con la tolerancia a la sequia (Ribaut et al., 2008). De otro lado,
estudiar las variaciones genéticas y el papel de éstas en los caracteres importantes
presentes en la diversidad genética disponible de maiz como en los maices tropicales,
podrian ayudar a determinar el papel de genes en algunos rasgos agronémicos adicionales
al rendimiento como resistencia a sequia, potencial del maiz para producir etanol, eficacia
en uso de fertilizantes, entre otros. De otro lado, mejorar y ampliar la base genética del
germoplasma base utilizada hasta ahora en mejoramiento podria impactar de manera

significativa la produccion de maiz en el futuro (Salwana y Pollack 2006).

La exploracion de la diversidad genética existente en las poblaciones nativas de maiz no
ha sido muy examinada en estudios de asociacion. Sin embargo ahora se esta despertando
un interés generalizado en el estudio especifico de caracteres de interés en los materiales
nativos que en su conjunto son poseedores de adaptacion a multiples condiciones
ambientales y agroecologicas. En este sentido, resultados obtenidos en la evaluacion de
las caracteristicas agrondomicas en mas de 14.000 accesiones de maices Latinoamericanos
y de Estados Unidos en los proyectos LAMP y GEM (Latin American Maize Project y
Gemplasm Enhancement of Maize, por sus siglas en inglés respectivamente) indicaron
que alelos de fuentes de germoplasma exético pueden ser combinados con genes de
lineas elite de la franja maicera de los Estados Unidos para generar nuevos materiales

utiles para programas de mejoramiento (Salwana y Pollack, 2006).

Con el proposito de capturar una substancial diversidad molecular y funcional presentes
en los maices tropicales, ademas de explorar la utilizacion de poblaciones heterogéneas
de maiz para un estudio de mapeo por asociacion para tolerancia a la sequia, en esta tesis,
se ha estudiado la diversidad genética de un panel de germoplasma diverso (70
accesiones en total) y la variabilidad fenotipica bajo condiciones de estrés y regadio

normal en una sola localidad como punto de referencia. Dada la evidencia y la
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importancia de la utilizacion de caracteres secundarios como criterios de seleccion en
material tolerante a la sequia, se calculé un Indice de Seleccion basado en componentes
de rendimiento y caracteres fisiologicos con el fin de tener una distribucion fenotipica
que permitiera seleccionar las mejores y peores accesiones con respuesta adaptativa.
Seguidamente también se hace una discusion amplia sobre el direccionamiento de
estudios de asociacion que podrian llevarse a cabo en el panel estudiado apoyada por los
andlisis de variabilidad fenotipica calculada debido a la estructura de poblacion y

heredabilidad.

4.2 Materiales y Métodos
4.2.1 Germoplasma

Para este estudio se seleccionaron 56 accesiones de poblaciones nativas de maiz tropical
precoz, de la coleccion resguardada en el Banco de Germoplasma de Maiz del CIMMY T
y colectadas en México, Centroamérica, Sudamérica y el Caribe (Tabla 4.1). Esta
seleccion se basd en la coleccion nuclear de 120 poblaciones de maices tropicales
obtenida de los ensayos de evaluacion y caracterizacion en las estaciones experimentales
de Agua Fria-Puebla y Tlaltizapan-Morelos en México. Estas poblaciones fueron
evaluadas en la estacion seca y bajo dos regimenes de regadio; toméndose en cuenta
diversidad, caracteres agro-morfologicos como la floracion, caracteristicas de planta y
mazorca, largo y ancho de grano, senescencia, resistencia a enfermedades y rendimiento
(detalles de la clasificacion en razas de éstas poblaciones nativas se encuentra mas
adelante en la Tabla 4.9). Estos ensayos previos fueron conducidos por el Banco de

Germoplasma del CIMMYT.

Al conjunto inicial de accesiones, se adicionaron 10 accesiones pertenecientes a los
complejos genéticos o pooles creados por el Banco de Germoplasma en su programa de
pre-mejoramiento y 4 accesiones desarrolladas por el grupo de fisiologia del Programa
Global de Maiz de CIMMYT hasta completar un total de 70 accesiones. En la Tabla 4.2
se encuentra la descripcion detallada del germoplasma proveniente de los programas de
pre-mejoramiento del Banco de germoplasma y del Programa de Fisiologia del

CIMMYT.
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Tabla 4.1 Fuentes de origen del panel de maices tropicales precoces de interés para
estudios de asociacion de tolerancia a la sequia

Fuentes del germoplasma Nimero de accesiones

Argentina 6
Antillas 2
Brasil 5
Cuba 1
Haiti 1
México 28
Paraguay

Puerto Rico

4
4
Republica Dominicana 1
Salvador 1
Uruguay 1
Venezuela 2
CIMMYT 14

Total 70

4.2.2 Condiciones experimentales

Los experimentos de campo se llevaron cabo en la estacion experimental de Tlaltizapan
en el Estado de Morelos México (18°41°N, 99°07°W, 940 metros sobre el nivel del mar).
Los datos climaticos fueron documentados en la estacion meteorologica de Tlaltizapan
para el periodo del experimento (Tabla 4.3). Los ensayos fueron sembrados el 29 del mes
de Noviembre del 2007 en parcelas de una accesion por surco, de 5 m de longitud con
una distancia de 0,25 m entre plantas y una separacion entre surcos de 0,75 m, lo que
representd una densidad de 6,67 plantas por m™. Las plantas se cosecharon el 8 del mes
de Abril del 2008 a los 131 dias después de la siembra. El disefio experimental fue un
Lattice de bloques incompletos al azar con 3 repeticiones por accesion. Se sembraron dos

semillas por golpe y se rale6 una unos 14 dias después de la germinacion.
4.2.2.1 Régimen de regadio

Se aplico un primer riego a la siembra realizado por aspersion para los dos regimenes de

riego contrastado evaluados y asi asegurar la germinacién de todo el ensayo.
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Tabla 4.2. Descripcion del germoplasma de los programas de pre-mejoramiento del banco de Germoplasma y del Programa de Fisiologia

del CIMMYT*.

Tipo de material

Descripcion general

Descripcion del germoplasma de Origen

Comentarios

Material programa de pre-mejoramiento

Banco de Germoplasma

Pool 21

Pool 22

Pool 21 x Pool 22 (3)

Pool 21 x Pool 22 (Best testcrosses)

Pool 22 x Pool 21 (Best testcrosses)

Pool 20

CML 494

Pool 20 x CML-494 (Best testcrosses)

Pool 19

Tropical Intermedio Cristalino Amarillo

Tropical Intermedio Dentado Amarillo

Cruza

Cruza

Cruza

Tropical Intermedio Dentado Blanco

Linea autégama desarrollada en
CIMMYT Tropical Intermedio
Dentado Blanco

Compuesto balanceado de las mejores
cruzas

Tropical Intermedio Cristalino Blanco

Basado en materiales de México, Cuba, Reptiblica Dominicana,
India, Colombia, Argentina, Costa Rica, Uruguay, San Vicente
y Surinam.

Basado en materiales de México, Cuba, Reptiblica Dominicana,
Antigua, Brasil, Perti, India, Colombia, Puerto Rico, Argentina
y varios paises centroamericanos. Argentina, Costa Rica,
Uruguay, San Vicente y Surinam.

Pool 21 y Pool 22

Pool 21 y Pool 22

Pool 21 y Pool 22

Basado en materiales principalmente de Filipinas, India, sureste
de Asia y una pequeia fraccion de México y varios paises
centroamericanos.

Basado en poblaciones de La Posta Sequia

Pool 20 y CML 494

Cerca del 30% de este pool esta formado por materiales
resistentes al Mildiu filipino del maiz causado por
Peronosclerospora philippinensis, también contiene materiales
de Cuba, México, Argentina, Honduras, El Salvador, Colombia,
Ecuador, India, Centro y Sureste de Estados Unidos.

El énfasis de la seleccion se hace para mejorar el
precio de venta y la resistencia al barrenador de
la cafia de azucar (Diatrea saccharalis).

Tiene buen rendimiento potencial y tipo de
planta, se le mejora para la resistencia a la
pudricion del tallo.

Hibrido que sirve como referencia para evaluar
y seleccionar las mejores lineas de los pooles
que lo forman

Compuesto balanceado de las mejores cruzas

Compuesto balanceado de las mejores cruzas

Se le mejora para incrementar la resistencia a la
pudricion de la mazorca

El énfasis de la seleccion se hace para mejorar el
precio de venta y la resistencia al barrenador de
la cafia de azucar (Diatrea saccharalis).
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Continuacion Tabla 4.2

Tipo de material

Descripcion general

Descripcion del germoplasma de Origen

Comentarios

Material programa de pre-mejoramiento
Banco de Germoplasma

CML 495

Pool 19 x CML-495 (Best testcrosses)

Pool 26

CML 451

Pool 26 x CML-451 (Best testcrosses)

Pool 23

Pool 24

Pool 23 x Pool 24 (3)

Pool 24 x Pool 23 (Best testcrosses)

Linea autégama desarrollada en
CIMMYT Tropical Tardio
Cristalino Blanco

Cruza

Tropical Tardio Dentado Amarillo

Linea autégama desarrollada en
CIMMYT Tropical Tardio
Semicristalino Amarillo

Cruza

Tropical Tardio Cristalino Blanco

Tropical Tardio Dentado Blanco

Cruza

Cruza

Pool 19 y CML 495

Basado en materiales de México, Colombia, area del Caribe, y
paises centroamericanos, asi como también de una fraccion del
germoplasma de la faja maicera de los Estados Unidos

Pool 26 y CML 451

Basado en selecciones a partir de cruzas entre materiales de
Meéxico, Colombia, area del Caribe, Guatemala, Panama, y otros
paises centroamericanos, India, Tailandia y Filipinas

Basado principalmente en materiales pertenecientes a la raza
Tuxpefio de México y algunos materiales de paises
Centroamericanos

Pool 23 y Pool 24

Pool 23 y Pool 24

Compuesto balanceado de las mejores cruzas

Buen rendimiento potencial, se le mejora para
obtener la resistencia al gusano cogollero
(Spodoptera frugiperda)

Compuesto balanceado de las mejores cruzas

Excelente rendimiento y se le mejora para
incrementar la resistencia a la pudricion del tallo

Relativamente alta resistencia a la pudricion del
tallo y mazorca, excelente tipo de planta y
rendimiento potencial, se le mejora
especificamente para incrementar la resistencia
al gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).

Hibrido que sirve como referencia para evaluar
y seleccionar las mejores lineas de los pooles
que lo forman

Compuesto balanceado de las mejores cruzas
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Continuacion Tabla 4.2

Tipo de material

Descripcion general

Descripcion del germoplasma de Origen

Comentarios

Material programa de pre-mejoramiento
Banco de Germoplasma

Pool 23 x Pool 24 (Best testcrosses)

Tuxpeiio Crema 1

Cruza

Poblacion Tropical Tardia Dentado
Blanco

Pool 23 y Pool 24

Compuesta principalmente por colecciones de la raza Tuxpefio
de México,

Compuesto balanceado de las mejores cruzas

Tolerante a la mayoria de las enfermedades
foliares

Material programa de Fisiologia

OPV-DTPYDR

OPV-DTPWDR

OPV-LPSDR

OPV-DTPW/LPSDR

Variedad de Polinizacion Abierta,
tolerante a sequia y altas temperaturas
Tropical Intermedio Amarillo Dentado

Variedad de Polinizacion Abierta,
tolerante a sequia y altas temperaturas
Tropical Intermedio Blanco Dentado

Variedad de Polinizacion Abierta
tolerante a sequia y altas temperaturas

Variedad de Polinizacioén Abierta,
tolerante a sequia y altas temperaturas

DTP-1 y DTP-2. Poblaciones intermedias de color y textura de
grano mixtos, estas a su vez derivadas de poblaciones
seleccionadas por alta resistencia a diferentes estreses en
general, susceptibles a algunas enfermedades foliares y
resistentes al acame.

Derivada de la Poblacion 43- La Posta, poblacion derivada de
recombinacion de lineas de Tuxpefio

Sintético combinado de OPV-DTPW y LPSDR para sequia

Estan siendo mejoradas especialmente para
tolerancia a sequia y altas temperaturas con
buenos resultados

Mejorada especialmente para tolerancia a sequia
y altas temperaturas

Esta siendo mejorada especialmente para
tolerancia a sequia y altas temperaturas con
buenos resultados
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El riego de control, fue regado 10 veces por gravedad en un promedio de 5 horas durante
todo el ciclo de cultivo. El régimen con déficit de agua fue regado por goteo 6 veces
durante todo el ciclo de cultivo, a saber: el primer riego se realizo en el dia 22 después de la
siembra (DDS;;) por 3 horas; el segundo, 46 dias después de la siembra por 5 horas
(DDS46); el tercero, 64 dias después de la siembra por solo una hora (DDSg4). El cuarto
riego fue realizado en 76 dias después de germinacién (DDS7), el quinto y sexto riego
fueron realizados en los dias por 6 y 3 horas respectivamente, en los dias 88 y 100 dias
después de la siembra (DDSggs y DDSjo0). Estas relaciones de riego corresponden
aproximadamente a un total de 1500 mm y 325 mm para el riego de control y régimen con
déficit de agua respectivamente. Durante todo el ciclo de cultivo no se recibid
precipitacion. Las medias de todas las accesiones para antesis fueron 92 y 88 dias después
de la germinaciébn para condiciones de regadio normal y condiciones de estrés

respectivamente.

Tabla 4.3. Registros climatologicos para el periodo comprendido entre Diciembre 2007 y
Abril 2008 en la Estacion experimental del CIMMYT de Tlaltizapan (Edo. de Morelos,
México). Se presentan datos de temperatura maxima, minima y media (T), humedad
relativa médxima y minima (HR), flujo de radiacion maxima y mensual para cada mes
(Rad), y promedios mensuales de precipitacion (P).

Mes P T max Tmin Ted HR 0y HRin Rad,;ax Radya
(mm) °C) (9] (9] (%) (%) (KW m-2) (MJ m-2)
Diciembre 0,0 32,6 8,7 20,8 96,2 14,2 0,9 15,9
Enero 0,0 33,3 6,0 20,3 92,0 12,1 1,1 17,8
Febrero 0,0 33,2 11,2 22,2 87,3 18,0 1,1 20,3
Marzo 0,0 37,1 6,3 21,7 79,5 5,9 1,4 22,6
Abril 0,0 37,7 13,5 25,6 72,8 8,7 1,0 23,6

4.2.2.2 Caracteres agronomicos y floracion

Las fechas de floracion masculina y femenina fueron medidas como nimero de dias
transcurridos desde la siembra y el momento en que el 50% de las plantas en cada bloque

liberaban polen o tenian los estigmas visibles respectivamente. E1 ASI, se calcul6 como la
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diferencia entre la floraciéon femenina y la floracion masculina. Las plantas fueron
cosechadas a mano en la maduracion fisiologica y seguidamente se midi6 el rendimiento de
grano (ajustado a 15% de humedad y un porcentaje de desgrane del 80%) y sus
componentes agrondmicos (mazorcas por planta, granos por mazorca, granos por hectarea,

y el peso de 100 granos).

Se registraron las alturas de planta, alturas medias de las mazorcas medidas desde la base
de la planta al nudo que porta la mazorca mas alta; se contaron el nimero de plantas con
acame de raiz y tallo, nimero de plantas y mazorcas cosechadas, ademas del nimero de
mazorcas con pudricion. Los caracteres cualitativos se calificaron en una escala de 1-5; en
aspecto de planta se califican caracteristicas como altura de planta y mazorca, uniformidad
de las plantas, dafo de insectos y enfermedades, y acame, donde 1 es excelente y 5
deficiente. En aspecto de mazorca, calificacion 1 indica que las mazorcas cosechadas estan
libres de enfermedades e insectos, con tamafo uniforme y buen llenado de grano;
calificacion 5 indica que las mazorcas son deficientes en los aspectos evaluados. En textura
y dureza de grano, una calificacion 1 indica mazorcas con granos duros y calificacion 5
granos suaves. Pudricion de mazorca, calificacion 1 indica que no hubo pudricion, mientras
que una calificacion de 5 indica severa pudricion, y de manera andloga se califica
enrollamiento de hoja. De manera adicional se marcaron 5 plantas en cada surco con el fin
de tener una caracterizacion fenotipica por individuo, es decir, por cada accesion se
evaluaron de manera individual 15 plantas (5 plantas por repeticion). Los pardmetros
estudiados en esas 15 plantas fueron: los mismos componentes agronémicos de
rendimiento, clorofila medida con un aparato portatil, fechas de floraciéon masculina y

femenina, altura de planta y mazorca, y peso de tallos.
4.2.2.3 Crecimiento y senescencia de plantas

La senescencia durante el llenado de grano se evaliio midiendo el contenido de clorofila en
la hoja por encima de la mazorca, en un muestra de 5 plantas por surco y repeticion, usando
un clorofilémetro portatil (SPAD-502, Minolta, Tokio, Japon) el cual mide las diferencias

de la densidad optica a dos longitudes de onda (650 y 940 nm). Se llevaron a cabo dos
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mediciones, la primera, se realizd 98 dias después de la siembra, (DDSs), y la segunda, en

un intervalo de 20 dias, en el dia 118 después de la siembra (DDSjsg).

La senescencia también se evalud visualmente durante el llenado de grano, en dos tomas, la
primera, 102 dias después de la siembra (DDS;(;) y la segunda 120 dias después de la
siembra (DDS5), en la base a las hojas aun verdes en la planta. Esta medicion se realizo en
una escala de 1-10, dividiendo por 10 el porcentaje de area foliar total estimada que ha

muerto, es decir, 1 = 10% del area foliar muerta y 10= 100% area foliar muerta.
4.2.3 Caracterizacion genotipica

Para el analisis genético fueron seleccionados 30 microsatélites (Figura 4.3, Anexo 7.3). En
este caso se realizaron las extracciones de ADN para las 70 accesiones con el mismo
protocolo que para muestras conjuntas para su andlisis de diversidad genética y estructura
poblacional siguiendo el procedimiento descrito en detalle el capitulo 3,

(http://www.cimmyt.org/english/docs/manual/protocols/abc_amgl.pdf, pagina 7, se pueden

consultar detalles también en Anexo 7.2). De manera simultanea pero independiente se
extrajo el ADN para cada una de las 5 plantas seleccionadas por surco (caracterizadas
fenotipicamente) para su probable empleo posterior en el estudio de mapeo por asociacion.
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el mismo protocolo descrito en el
capitulo anterior y descrito en:

http://www.cimmyt.org/english/docs/manual/protocols/abc_amgl.pdf, (pagina 48, ver

detalles también en Anexo 7.4). Se utilizo el secuenciador automadtico de capilares ABI
3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA) para determinar el tamafio de los fragmentos
en pares de bases, productos de la reacciéon de PCR. Los tamafios de los fragmentos fueron
calculados de manera automatica con el programa GeneScan® 3.1 (PerkinElmer/Applied
Biosystems, Foster City, CA) y Genotyper® 2.1 (PerkinElmer/Applied Biosystems, Foster
City, CA), de igual manera que el capitulo anterior fueron utilizados los programas Freqs-R
(Franco et al., 2005) y FtoL-R (Franco et al., 2007) para obtener finalmente los individuos
dialélicos simulados para cada uno de los 15 individuos que componen cada una de las

muestras conjuntas de ADN (detalles en la seccion 3.2.1).
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Figura 4.3 Esquema de los microsatélites utilizados a través de todos los cromosomas y se
muestran los genes de los que se han derivado algunos de ellos. Informacion obtenida de:
http://www.maizegdb.org/
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4.2.4 Analisis de datos genotipicos

Se calcularon para el panel inicial (70 accesiones), las mejores y peores 20 accesiones a
través de las 70 a ccesiones (panel seleccionado), y para los diversos grupos que lo
componen segun clasificacion de material (pooles de pre-mejoramiento del Banco de
Germoplasma, material mejorado del Subprograma de Fisiologia de Maiz, y las
poblaciones nativas): indices de diversidad genética como heterocigocidad esperada, indice
de Fijacion (Fsr) por parejas (solo para grupos segun clase de material), y numero de alelos
encontrados utilizando el programa PowerMarker (Liu y Muse, 2005). El programa
estadistico Darwin 5.0 (Perrier y Jacquemoud-Collet, 2006) fue usado para obtener el
Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP) basado en la matriz de distancias genéticas

obtenida con PowerMarker.

El programa Structure 2.2 (Pritchard et al., 2000) fue utilizado para analizar los datos

generados con los microsatélites y evaluar la estructura poblacional. El andlisis de
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estructura fue analizado para panel inicial, accesiones de poblaciones nativas en panel
inicial, panel seleccionado (los extremos) y nativas en panel seleccionado. Se utilizé el
valor de minimo ancestro para pertenecer a un grupo del 51%. No se les asigno a priori la
pertenencia a ninguno de los grupos, a cada poblaciéon se le permitio variar (K=1 hasta
K=12) y agrupar con los individuos que estuvieran mas relacionados genéticamente
basados en los datos de microsatélites. No fue posible determinar el valor de K

directamente y se utilizé nuevamente el procedimiento reportado por Evanno et al. (2005).
4.2.5 Analisis de datos fenotipicos

El céalculo del indice de Seleccion (IS) se realiz6 tomando en cuenta la evaluacion
fenotipica del germoplasma en condiciones de estrés, con el proposito de tener una
distribucion fenotipica de las 70 accesiones iniciales (panel inicial), y seleccionar 40
accesiones de los extremos (panel seleccionado). Este panel seleccionado estaria
representado por 20 accesiones de cada uno de los extremos de la distribucion inicial
catalogadas como las mejores y peores accesiones con respuesta adaptativa bajo régimen de
estrés y que representara aproximadamente el 50% del panel original. El calculo del IS, se
baso en el método de valores y vectores caracteristicos (ESIM, por sus siglas en inglés),
que involucra el primer componente principal (CP) y el vector y la raiz caracteristicas de la
matriz de varianza-covarianza fenotipica de los caracteres de interés, donde los elementos
del vector caracteristico del primer CP determinan la proporcion con la que los caracteres
respectivos contribuyen al Indice de Seleccion (Ceron-Rojas y Sahagun-Castellanos 2005;

Ceron-Rojas et al., 2006). De este modo:
(S-AM)p=0

Donde S es la matriz de varianza-covarianza fenotipica de los caracteres de interés, 4 y f8
son respectivamente el vector caracteristico y raiz caracteristica de S, los elementos de los
vectores caracteristicos son los coeficientes de los valores fenotipicos. El IS se calculd con
un programa (ESIMIndex) desarrollado en CIMMYT vy escrito en codigo R (http://cran.r-
project.org). En este respecto se determind un ideo tipo con el objetivo de obtener una
seleccion dirigida que reuniera caracteristicas como incremento en rendimiento de grano,

mazorcas por planta y contenido de clorofila y una disminucion en ASI, enrollamiento de
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hojas y senescencia, los pesos asignados fueron +5, +3, +1, -2, -1 y -2 respectivamente.
Esta combinacion de parametros de rendimiento y parametros secundarios criticos para la

evaluacion de sequia permite una evaluacion integrada de la tolerancia a sequia.

Como un intento de la estimacion de la tolerancia a la sequia del material para rendimiento
de grano sin los efectos del rendimiento potencial, se calculd el Indice de Tolerancia a la
Sequia, ITS, (DTI, por sus siglas en inglés) basado en el indice simple propuesto por
Fischer y Maurer (1978) y esta definido como la razén entre el rendimiento en condiciones

de estrés (CE) y el rendimiento en condiciones normales (CN):

_ Rendimiento (CE)

ITS =
Rendimiento (CN)

La heredabilidad en sentido amplio (H?) para una sola localidad se calculd utilizando el

programa Fieldbook IMIS, que usa un codigo R (http://cran.r-project.org), propiedad de

CIMMYT, Int, y disponible en: http://dtma.cimmyt.org/index.php/information-

tools/software-download , utilizando la siguiente ecuacion:

2 2
ye % _ %
g2 2 0',%
pPoy+—=

nr

Donde:

N

ag : corresponde al componente de la varianza genotipica
0, : componente de la varianza fenotipica

of: componente de la varianza del error

nr: nimero de repeticiones.

Los calculos de heredabilidad para los diferentes caracteres, fueron conducidos clasificando
las accesiones para condiciones de estrés de la siguiente forma: i) para el panel inicial (70
accesiones); ii) accesiones de poblaciones nativas presentes en panel inicial (56 accesiones)

y 1i1) accesiones de material mejorado presentes en el panel inicial (14 accesiones). La
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heredabilidad se calcul6 para rendimiento de grano, ASI, nimero de mazorcas por planta,
contenido de clorofila (SPADogpps y SPAD;1spps), enrollamiento de hoja (EHjo4pps), ¥
senescencia (Senjppps Y Senjxopps). Para el ensayo de regadio normal se calculd la
heredabilidad para rendimiento, ASI y nimero de mazorcas por planta; en este caso para el

total de las accesiones y para las 56 accesiones de poblaciones nativas.

Los efectos de la variabilidad fenotipica debido a la estructura de poblacion fueron
analizados mediante un modelo estadistico de regresiones lineales multiples utilizando el
software de analisis GenStat (13 edicion), bajo dos perspectivas. La primera de ellas,
teniendo en cuenta solamente la informacion de numero de grupo al que pertenecieron las
accesiones, este numero de grupo es dado por el andlisis de estructura de poblacion (ver
detalles adelante) y utilizando este numero como co-variable. La segunda perspectiva
implico el empleo de los componentes de la matriz de proporcion (Q; ) correspondiente al
nimero de grupo definido en el punto anterior y para cada caso la matriz O se extrajo de los
analisis de estructura de poblacion y fue utilizada también como co-variable. Estos analisis
fueron estudiados para el panel inicial, accesiones nativas totales presentes en el panel
inicial, panel seleccionado y nativas presentes en panel seleccionado. Los efectos de
variabilidad fenotipica debida a la estructura de poblacion (R?) fueron evaluados para
rendimiento de grano, ASI, nimero de mazorcas por planta, contenido de clorofila
(SPADgspps y SPAD/1spps), enrollamiento de hoja (EH;o4pps), Senescencia (Senjppps ¥
Senjyopps). Teniendo presente que la matriz Q no es el Unico camino para evaluar la
estructura de poblacion, pues recientemente se ha propuesto como una rapida y eficiente
alternativa usar el Andlisis de Componentes/Coordenadas Principales como diagndstico de
la estructura de poblacional (Patterson et al., 2007), por este motivo, de manera adicional y
so6lo como comprobacion se realizd un analisis de prueba para el panel inicial tomando en
cuenta la matriz de datos del décimo componente principal, utilizados también como co-
variables para el andlisis de variabilidad fenotipica debido a la estructura poblacional para

los mismos caracteres mencionados.
4.3 Resultados

4.3.1 Rendimiento promedio de los diferentes tipos de accesiones
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En la Tabla 4.4 se exponen los rendimientos promedio y la desviacion estandar, valor
maximo y minimo para las accesiones y poblaciones nativas obtenidos en los ensayos bajo

estrés y condiciones de regadio normal.

Tabla 4.4 Rendimientos promedio (Rend) en tm ha ' y desviacién estandar
correspondiente, valores maximo y minimo del rendimiento para cada material en
condiciones de estrés y regadio normal tomando en cuenta todo el germoplasma (general),
se presentan también los valores de rendimiento para condiciones de estrés pero inicamente
tomando en cuenta las accesiones con antesis entre 85 y 95 dias.

Condiciones de estrés Regadio normal
General 85 < Antesis < 95 dias General
. Rend . , Rend . , Rend . ;

Material tmha™" Max Min tmha" Max Min tmha™! Max Min
Banco
Germo- 0,34+0,23 0,88 0,09 025+0,16 036 0,15 6,74+ 1,83 9,07 4,90
plasma
Subprograma  ce 025 087 047 068+025 087 047 677182 862 509
Fisiologia
nMai‘if:Sales 0,07+£0,07 0,30 000 005+007 020 0,00 331£1,80 6,79 0,85

Para tener una evaluacion adecuada del rendimiento bajo sequia, eliminando el efecto del
escape de sequia que sucede cuando las accesiones tienen una floracion precoz y por lo
tanto no estan realmente expuestas al estrés durante la floracion, y el efecto contrario se
aplica a las accesiones tardias que no producen nada por un estrés demasiado fuerte, se
eliminaron los extremos de la distribucion para floracion, es decir, con este ejercicio se
gener6 una pérdida promedio del rendimiento para los pooles del Banco de Germoplasma
de 26% y para las poblaciones nativas de 29%, pues se eliminaron 3 y 18 accesiones de los
pooles del Banco y de las poblaciones nativas respectivamente. Lo mas importante es que
se eliminaron las accesiones que presentaban un rendimiento alto debido a un escape al
estrés como se demostrd a través de la disminucion de los extremos mas altos de los
rendimientos, en particular para las accesiones del banco por las cuales se obtuvo una

reduccion de la maxima de 0.88 a 0.36 tm ha .
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Comparando los resultados del rendimiento en condiciones de estrés y condiciones
normales es evidente que la intensidad del estrés fue severa ya que en promedio el
rendimiento en condicion de sequia corresponde a un 10% del rendimiento en condiciones
normales. Con la restriccion en antesis, el maximo rendimiento en las poblaciones nativas
basado es un poco a bajo del promedio de las poblaciones del Banco y de un tercio del
promedio de los materiales mejorados de Fisiologia. Con esta intensidad de estrés severa,
pero con todavia una buena segregacion del rendimiento bajo sequia, y mas que todo de los
parametros secundarios, se puede asegurar que los mecanismos de tolerancia a sequia estan
activados y contribuyen al rendimiento en conjunto con los mecanismos que contribuyen al

vigor de las plantas.

4.3.2 Clasificacién de las accesiones segiin Indice de Seleccion evaluado bajo

condiciones de estrés

La distribucién fenotipica del rendimiento y desempefio agronémico para las 70 accesiones
se obtuvo de la caracterizacion fenotipica a través de todas las accesiones y como resultado
del calculo del Indice de Seleccion bajo condiciones de estrés. En la columna IS-niimero
(Tabla 4.5), las accesiones se presentan en un rango de 1 hasta 70, donde las accesiones con
IS-Ntmero 1, e IS-Numero 70 representan la mejor y peor accesidon con respuesta
adaptativa segun el Indice de Seleccion bajo condiciones de estrés. La columna IS+Antesis
(Tabla 4.5), expresa la seleccion de 40 accesiones, en orden ascendente, de 1 hasta 20 estan
representadas las 20 mejores y en orden descendente de 20 hasta 1, las 20 peores (panel
seleccionado). Este panel seleccionado se clasifico teniendo en cuenta el Indice de
Seleccion (IS) y la precocidad de las accesiones; es decir, floracion masculina en un rango
entre 85 a 95 dias, y de esta manera evitar la confusion del escape y la tolerancia a la sequia
del material frente al estrés aplicado como se explico en la seccion anterior. La columna
IS+Nativos fue expresada en orden ascendente solamente para las poblaciones nativas de 1

hasta 56 tomando como base la columna IS-numero general.

La accesion OPV-DTPW/LPSDR (ID 25) del Subprograma de Fisiologia fue la mejor en
términos de respuesta adaptativa en IS-niimero e IS+Antesis. Cuando so6lo se tiene en

cuenta el IS-numero, 15 de las 16 accesiones (exceptuando por Tuxpeiio Crema 1, ID 47)
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provenientes del Banco de Germoplasma y del Subprograma Fisiologia, se encuentran entre
las 20 mejores. Para las accesiones seleccionadas en IS+Antesis quedan fuera 3 pooles del
Banco de germoplasma de las 20 mejores seleccionadas en IS-niimero por tener floracion

masculina menor a 85 dias.

Mirando la clasificaciéon IS+Antesis la mejor poblacion nativa fue PUER 5 (ID 36)
proveniente de Puerto Rico y clasificada como una poblacién compuesta de una mezcla de
Cristalinos Cubanos. Es importante enfatizar otra vez que la precocidad es realmente un
factor muy importante en los ensayos de sequia y se debe tener en cuenta en el analisis. Por
ejemplo, la poblacion ARZM 18009 de la raza Cristalino Colorado proveniente de
Argentina y GUAD 15 proveniente del archipiélago de Guadalupe y de la raza Cristalino
Costefio Tropical estan listadas como las accesiones que presentan la mejor respuesta
adaptativa bajo condiciones de estrés ya que obtienen los ITS mas altos de todas las
accesiones nativas 0, 28 y 0,21 respectivamente. Estos indices altos resultan de la
combinacion de un muy bajo rendimiento en condiciones normales (0,85 y 1,50 tm ha 1)y
un rendimiento alto en condiciones de estrés comparado con otras accesiones nativas (0.24
y 0.31 tm ha 1). Sin embargo, estos resultados bajo condiciones de sequia reflejan una
evasion a la sequia ya que estas accesiones cuentan con una floracion masculina de 78 y 82
dias respectivamente. De manera general la mayoria de las accesiones precoces tienen un
ITS alto (por ejemplo: NVOL 9, con un ITS de 0,10 y una floracién de 76 dias) y por lo

tanto tienen que ser eliminadas de la seleccion como se hizo.

4.3.3 Caracterizacion y desempeiio agronomico de las accesiones bajo estrés y

condiciones normales

Considerando el rendimiento en condiciones de estrés unicamente, las accesiones con
mayor rendimiento pertenecen al grupo del programa de pre-mejoramiento del Banco y del
Subprograma de Fisiologia, Pool 21 x Pool 22 (Best testcrosses) y OPV-DTPW/LPSDR
respectivamente. La distribucion fenotipica sefala una amplia variabilidad del rendimiento
basados en la desviacion estandar de este caracter que a su vez es una estimacion indirecta

de la variacion dentro de cada accesion o poblacion. En este sentido, el rango mas amplio
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es para las poblaciones nativas, seguida por el material del Banco de Germoplasma y con

menor rango de distribucion el material mejorado del Subprograma de Fisiologia.

Comparando la variacion estandar de los rendimientos dentro de cada accesion (Tabla 4.5)
con la desviacion estandar dentro del grupo al que pertenecen las accesiones (Tabla 4.4)
bajo condiciones de estrés, en muchos casos y para los tres tipos de material aqui
estudiados es mas alta la variacion dentro de una misma accesion que dentro su grupo

correspondiente.

En condiciones de estrés, el material de Fisiologia obtuvo el doble de rendimiento medio
que los pooles del Banco de Germoplasma, y aproximadamente 9 veces el rendimiento
medio de las poblaciones nativas. Sin embargo, se tiene que evaluar si esta diferencia es el
resultado del mecanismo de adaptacion a sequia o del vigor de las plantas per se, ya que se
estan comparando material mejorado con material nativo. Para contestar a esta pregunta se

calculé el Indice de Tolerancia a Sequia (ITS) (Tabla 4.5).

Considerando los resultados del ITS, que no rebasa el valor de 0,13 (OPV-DTPYDR) para
los genotipos floreando entre 85 y 95 dias, se puede concluir que el mejor rendimiento de
las accesiones de fisiologia o los pooles del Banco de Germoplasma provienen mas que
todo de su vigor ya que también tienen un rendimiento mucho superior en condiciones
normales. Sin duda la accesion que presenta un vigor muy alto es OPV-DTPW/LPSDR, ya
que tiene casi el mayor rendimiento a través de los diferentes regimenes de irrigacion y

florea a los 88 dias.

En cuanto a las accesiones que corresponden a las poblaciones nativas, y considerando el
nivel de estrés severo, si se eliminan los extremos de la distribucion para floracion los ITS
también estdn muy bajos, ya que los rendimientos en condiciones de sequia son minimos.
Sin embargo, el nivel de estrés fue apropiado considerando el propdsito del experimento

que era distinguir los extremos en términos de tolerancia a sequia.
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Tabla 4.5 Accesiones identificadas con nimero ID, rendimientos para condiciones de estrés (CE) y regadio normal (CN) con su
desviacién estandar correspondiente, Indice de tolerancia a la sequia (ITS, definido como: CE/CN) normales). Distribucion fenotipica
de las 70 accesiones en el estudio bajo condiciones estrés basada en el Indice de Seleccion (IS) en orden ascendente (1-70) (IS-
numero), y la distribucion fenotipica basada en IS y floracién masculina (antesis) denotada como IS + ASI, en orden ascendente para
las 20 mejores y en orden ascendente las 20 peores. Distribucion fenotipica solo para las poblaciones nativas se denota como IS-
Nativo, basado en los datos que se usaron para calcular el IS-numero. ASI: Intervalo entre las floraciones masculina y femenina; MPP:
Mazorcas por planta; EH: Enrollamiento de hojas (calificacion 1 indica que no hay enrollamiento, 5 indica severo enrollamiento;
SPADpps: Contenido de clorofila en las hojas medido con un equipo portatil, DDS indica dias después de la siembra, Senepps:
senescencia visual, 1 = 10% del éarea foliar muerta y 10= 100% area foliar muerta. **OPVs del Subprograma de Fisiologia, *pooles del
Banco de Germoplasma y complejo Tuxpeiio Crema, accesiones restantes representan las poblaciones nativas.

ID Nombre de Accesion CE CN ITS ASI Niamero SPAD19spps SPAD211spps EH  Senliozpbps  Sen2120pps IS Antesis IS- IS+ IS
Rendimiento Rendimiento (dias) MPP (1-5) Numero Antesis Nativo
tm ha ! tm ha !

25** OPV-DTPW/LPSDR 0,87 +0,29 8,62+1,11 0,10 -1,00 0,53 38,70 22,13 3,00 2,67 3,67 0,83 88 1 1

19%** OPV-DTPWDR 0,75 0,19 6,61 1,99 0,11 1,67 0,51 34,51 11,00 3,00 3,67 4,67 0,72 86 2 2

8* Pool 21 x Pool 22 (Best 0,90 +0,77 4,90 + 0,63 0,18 1,33 048 36,05 9,87 2,33 3,67 7,67 0,67 80 3

testcrosses)

32** OPV-LPSDR 0,47 +0,21 6,75+ 1,63 0,07 4,67 042 35,67 16,57 2,67 2,67 3,00 0,57 92 4 3

16** OPV-DTPYDR 0,64 +0,21 5,09 +0,98 0,13 1,33 0,39 31,57 10,03 4,00 3,00 5,00 0,54 85 5 4

21*  Pool 20 x CML-495 0,36 0,16 9,07 +£0,72 0,04 733 0,28 39,36 15,30 1,67 3,33 5,33 0,34 86 6 5

(Best testcrosses)

6* Pool 21 x Pool 22 (&) 0,46 +£0,58 590+ 1,15 0,08 550 0,28 24,60 5,60 333 433 6,67 0,30 80 7

13*  Pool 22 x Pool 21 (Best 0,38 +£0,22 6,12+0,78 0,06 6,00 0,30 26,87 4,83 333 433 6,67 0,29 81 8

testcrosses)

58%  Pool 23 x Pool 24 (Best 0,26 +0,13 5,76 £ 0,93 0,05 2,00 0,16 34,15 12,97 3,00 233 4,67 0,22 90 9 6

testcrosses)

38* Pool 26 x CML-451 0,25 +£0,23 8,10+0,71 0,03 6,00 0,15 33,98 14,60 4,67 2,67 3,67 022 90 10 7

(Best testcrosses)

12 GUAD 15 0,31 £0,22 1,50+ 1,41 0,21 -0,33 0,29 22,93 6,90 2,67 5,33 8,67 0,22 82 11 1

44*  Pool 24 x Pool 23 (Best 0,22 +0,11 8,98 + 1,06 0,02 2,67 0,15 36,28 12,73 3,67 2,67 4,33 0,20 90 12 8

testcrosses)

36 PUER 5 0,13 +£0,04 2,57+0,79 0,05 1,00 0,14 27,77 9,13 2,67 2,67 4,67 0,14 89 13 9 2
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Continuacion Tabla 4.5

ID Nombre de Accesion CE CN ITS ASI Niumero SPADI19spps SPAD211spps EH  Senliozpps  Sen2120pps IS Antesis IS- IS+ IS
Rendilniento Rendilniento (dias) MPP (1-5) Numero Antesis Nativo
tmha ' tmha '

23*  Pool 19 x CML-494 0,14 +£0,17 6,93 +1,25 0,02 3,67 0,09 39,37 18,27 2,33 2,00 4,33 0,13 88 14 10

(Best testcrosses)

66 PAZM 6053 0,17 £0,15 5,03 +1,60 0,03 4,00 0,14 37,15 11,97 433 4,00 6,00 0,13 90 15 11 3

39 PUER GPl 0,20 +0,13 4,77+225 0,04 3,67 0,17 32,75 7,13 2,33 3,67 7,00 0,12 88 16 12 4

40*  Pool 23 x Pool 24 (&) 0,07 +0,02 6,64 +2,78 0,01 -2,00 0,09 38,13 13,27 4,67 333 4,67 0,11 92 17 13

9 NAYA 171 0,22 £0,14  2,19+1,60 0,10 4,50 0,20 20,67 4,43 4,00 533 9,00 0,11 82 18 5

15 TAMA 12 0,18 +£0,19 4,29 + 0,60 0,04 2,50 0,19 28,62 9,47 3,67 4,00 8,00 0,10 84 19 6

50 GUAD GP2 0,08 +0,08 6,50 + 1,56 0,01 550 0,13 32,78 9,03 3,67 3,00 5,00 0,10 91 20 14 7

64 GUAD 9 0,01 +0,17 3,90+ 1,26 0,00 533 0,11 30,40 10,67 3,33 2,67 4,67 0,09 92 21 15 8

55 HAIT GP3 0,09 + 0,09 6,20 + 0,95 0,01 3,50 0,10 33,03 12,17 2,00 333 5,67 0,07 98 22 9

5 NVOL 9 0,20+0,13 2,03+0,52 0,10 3,00 0,27 10,82 4,30 433 6,67 9,67 0,07 76 23 10

1 ARZM 18 009 0,24 +0,27 0,85 +0,40 0,28 6,33 021 20,08 5,00 5,00 6,00 9,33 0,07 78 24 11

47*  TUXPENO CREMA 1 0,04 £0,06 4,92+ 1,35 0,01 4,00 0,11 31,03 6,53 2,67 3,00 5,00 0,06 92 25 16

57 VENE 783 0,00+ 0,01 2,54+ 0,97 0,00 0,67 0,09 31,42 12,03 3,00 4,33 4,67 0,06 97 26 12

60 JALI 285 0,00+ 0,01 2,39+ 0,69 0,00 4,00 0,04 34,50 4,80 3,00 3,67 5,67 0,05 94 27 17 13

30 JALI 281 0,06 + 0,06 3,24 +0,22 0,02 5,00 0,09 34,56 9,37 3,00 3,00 5,67 0,04 87 28 18 14

70 JALI 280 0,11+0,10 3,10+ 1,01 0,04 433 0,08 35,10 14,90 2,67 3,33 6,33 0,04 90 29 19 15

20 NVOL 22 0,12+ 0,04 2,91+ 1,18 0,04 4,67 0,11 28,77 7,57 3,67 433 6,33 0,04 86 30 20 16

28 TAMA 36 0,18+0,11 3,36 +1,95 0,05 4,50 0,13 27,42 8,13 3,67 5,67 8,00 0,04 88 31 17

26 PAZM 14107 0,14+ 0,02 4,49 + 3,45 0,03 5,00 0,06 33,98 20,13 3,67 3,67 4,33 0,03 97 32 18

14 ARZM 06072 0,11+0,10 1,50 + 1,40 0,07 3,50 0,15 29,67 5,03 3,67 533 8,67 0,03 82 33 19

52 PAZM 10043 0,04 + 0,05 4,42 +0,58 0,01 3,00 0,05 34,17 14,13 2,67 3,67 5,00 0,02 93 34 20

11 SONO 34 0,14+0,13 1,20+ 1,07 0,12 -0,67 0,19 18,72 5,20 433 6,00 9,33 0,02 72 35 21

22 TAMA 37 0,11+0,12 2,77 +0,61 0,04 7,00 0,15 25,40 5,77 3,33 5,67 7,33 0,02 86 36 22

51 PAZM 2019 0,01 £0,02 3,01+ 1,66 0,00 0,00 0,01 37,13 13,20 4,00 3,00 4,33 0,01 93 37 23

27 ANTI  GP2 0,09 +0,10 4,26 + 0,40 0,02 4,00 0,10 30,48 13,93 3,67 4,67 7,33 0,01 90 38 24

33 BRAZ 1327 0,07 £ 0,09 2,36 + 1,30 0,03 6,00 0,05 34,58 11,77 4,00 3,00 5,67 0,00 90 39 25

17 JALT 397 0,14+ 0,03 3,85+0,59 0,04 7,67 0,11 26,35 4,43 3,00 5,00 7,33 0,00 81 40 26

65 NAYA 157 0,01 £0,02 2,26 +0,61 0,00 0,00 0,03 32,70 10,67 433 333 5,00 -0,01 90 41 27
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Continuacion Tabla 4.5

ID Nombre de Accesion CE CN ITS ASI Nimero SPAD19spps SPAD211spps EH  Senliozpps  Sen2120pps IS Antesis IS- IS+ IS
Rendilniento Rendilniento (dias) MPP (1-5) Numero Antesis Nativo
tmha ' tmha !

48 VENE 484 0,00 + 0,00 2,75+ 0,35 0,00 3,50 0,05 34,60 7,37 4,67 433 5,67 -0,01 92 42 28

7 SALV 66 0,12+ 0,10 1,28 +0,88 0,09 333 0,17 21,40 5,17 333 6,33 9,67 -0,01 76 43 29

18 ARZM 06 056 0,10+0,10 1,42 +0,35 0,07 2,50 0,14 20,13 3,77 4,00 5,67 8,00 -0,01 83 44 30

31 GUAD 6 0,04 0,02 4,00 + 0,90 0,01 533 0,08 27,89 7,70 2,33 333 6,33 -0,02 88 45 31

45 BRAZ 2314 0,06 + 0,05 6,30+ 1,29 0,01 7,00 0,04 35,83 9,53 2,00 4,00 6,00 -0,02 91 46 20 32

59 JALI 286 0,05+0,10 4,12+0,37 0,01 15,00 0,08 30,02 12,80 2,67 3,33 5,33 -0,02 91 47 19 33

49 CUBA 82 0,00 + 0,00 429+ 1,76 0,00 4,50 0,03 34,35 12,13 3,67 4,00 4,67 -0,02 95 48 18 34

62 GUAD 3 0,02 +0,03 3,90+ 0,97 0,01 8,00 0,08 25,45 10,43 2,67 4,00 5,33 -0,02 89 49 17 35

61 PUER 19 0,01 +0,01 4,17+ 1,62 0,00 8,67 0,04 29,85 12,27 3,00 2,67 4,33 -0,02 93 50 16 36

54 ARZM 06 079 0,02 +0,03 3,88 +£0,62 0,01 0,00 0,07 27,73 4,43 3,00 4,00 6,67 -0,03 90 51 15 37

68 BRAZ 1192 0,01 +0,00 2,09 + 0,86 0,00 -3,00 0,04 32,57 9,77 3,00 3,67 7,00 -0,03 91 52 14 38

56 NAYA 174 0,03 +0,05 2,65+ 0,95 0,01 -3,00 0,03 28,21 7,77 2,67 4,33 6,33 -0,03 92 53 13 39

67 TAMA 125 0,01 +0,01 2,71 +1,92 0,00 1,50 0,05 29,63 7,07 433 4,67 6,67 -0,04 94 54 12 40

46 SINA 30 0,02 +0,,02 3,96 +£0,35 0,01 4,00 0,03 28,31 3,73 4,67 433 5,33 -0,04 93 55 11 41

2 ARZM 18 004 0,15+ 0,07 0,89 £ 0,36 0,17 4,00 0,16 14,87 4,70 4,67 6,33 9,67 -0,04 77 56 42

43 PUER GP6 0,03 +0,03 0,39+ 0,36 0,08 6,50 0,05 31,35 5,00 3,00 3,33 6,33 -0,05 91 57 10 43

69 CRIC 81 0,02 +0,03 2,78 + 1,89 0,01 550 0,07 30,12 4,70 3,67 4,00 7,00 -0,05 90 58 9 44

34 SINA 74 0,03 +0,06 3,55+ 1,41 0,01 2,50 0,01 34,72 11,27 4,67 4,67 6,33 -0,05 92 59 8 45

63 SONO 72 0,06 + 0,06 2,69 + 1,29 0,02 6,00 0,03 30,78 8,83 3,67 4,00 6,67 -0,06 92 60 7 46

53 BRAZ 2394 0,01 +0,01 4,68 + 1,66 0,00 10,00 0,07 35,75 7,67 4,00 433 7,33 -0,06 93 61 6 47

3 ARZM 1124 0,05+0,03 1,59 £0,62 0,03 2,67 0,14 21,85 5,23 3,67 5,00 10,00 -0,06 78 62 48

24 GUAD GPl 0,02 0,02 5,33+0,24 0,00 8,00 0,04 35,18 7,00 3,67 3,67 6,67 -0,06 87 63 5 49

29 TAMA GP4 0,01 +0,01 1,48 £0,20 0,01 -3,00 0,04 26,82 3,90 4,33 5,00 8,67 -0,09 88 66 3 52

42 NAYA 178 0,00+ 0,01 2,77+ 1,27 0,00 9,00 0,03 26,88 10,57 3,33 4,00 6,33 -0,10 87 67 2 53

10 URUG 630 0,04 +£0,05 0,86 + 1,02 0,05 5,00 0,12 18,40 4,00 5,00 6,00 9,67 -0,10 80 68 54

35 BRAZ 2306 0,00+ 0,00 6,79 + 0,67 0,00 4,00 0,00 24,36 5,93 2,33 333 6,33 -0,10 93 69 1 55

4 SINA 29 0,04+ 0,03 1,51+0,35 0,03 6,67 0,08 16,45 3,47 4,67 1733 9,33 -0,16 78 70 56
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De hecho, hay que recordar que este germoplasma no estd mejorado y que cuenta con mas
mecanismos de sobrevivencia como producir al minimo algunas semillas que de tolerancia
segin el concepto de mejoramiento, a saber: seguir produciendo la cantidad maxima de
semilla aunque la planta detecta condiciones desfavorables que pueden comprometer su

descendencia.

Por esta misma razon quiza no es tan importante fijarse en el rendimiento per se pero si en
el Indice de Seleccién y los valores de los parametros secundarios para sequia, por esto
fueron seleccionadas las 20 mejores y peores en funcion del Indice de Seleccion que
incluye los pardmetros de sequia como el ASI, el contenido de clorofila o el nimero de
mazorcas por planta. En este sentido la accesiones BRAZ 1192, NAYA 174, PAZM 2019 y
VENE 783 se consideran interesantes ya que tiene un ASI de -3, -3, 0 y 0,67 dias
respectivamente, y con una floracion algo tardia de 91, 92, 93 y 97 dias. Aunque estas
accesiones casi no tuvieron rendimiento en condiciones de estrés, deben tener alelos
favorables para la sincronia entre floracion femenina y masculina bajo sequia y por lo tanto
estos alelos que pueden ser identificados por asociacion y podrian tener un impacto
significativo sobre rendimiento una vez introducidos en fondo genético elite. Este mismo
hecho aplica para senescencia, por ejemplo la accesion PUER 19 puede ser relevante, y
también tiene una floracion tardia de 93 dias. También accesiones interesantes que podrian
presentar alelos favorables para senescencia y que estan entre las “mejores” nativas son:

PAZM 6053 Y PUER GP1 con floraciones de 88 y 90 dias respectivamente.

Sin embargo, hay también varias accesiones nativas interesantes desde un punto de vista
genético para el rendimiento. Accesiones como TAMA36 (88 dias de floracion) que
presenta un rendimiento de 0,18 y 3,36 tm ha ' para estrés y condiciones normales
respectivamente, con un ITS de 0,05, parece una accesidon muy interesante para buscar
genes de tolerancia a sequia en material nativo. Las accesiones PUER GP1 y TAMA 12 son
dos accesiones de poblaciones nativas “atractivas’, ya que producen 0,2 y 0,18 tm ha '
respectivamente en condiciones de estrés, 4,8 y 4,3 tm ha ! respectivamente en condiciones
normales, PUER GP1 tiene una floracion de 88 dias, y TAMA 12 es un poco precoz con 84
dias, sin embargo estas dos accesiones son excepcionales en condicién de sequia ya que la

siguiente accesion en rendimiento produce 0,12 tm ha '. Mirando sus rendimientos en los
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dos ambientes, estrés y condiciones normales, sin ninguna duda estas dos accesiones tienen
alelos favorables para sequia y también alelos de vigor. Bajo condiciones de sequia hay
varias accesiones provenientes de Tamaulipas — México con perfiles interesantes (TAM
A12, TAMA 36 y TAMA 37) que “coincidencialmente” son de la raza Tuxpefo, raza de
gran importancia desde el punto de vista de su influencia en otras razas de maiz
agricolamente productivas. Los rendimientos bajo regadio normal para poblaciones nativas
como por ejemplo las accesiones BRAZ 2306, GUAD GP2, BRAZ 2314 y HAIT GP3
estan por encima de las 6 tm ha ' (Tabla 4.5) pero casi no producen bajo condiciones de
sequia, este hecho, probablemente es el resultado de una floracion tardia (93 dias para
BRAZ 2306 y hasta 98 para HAIT GP3). Sin embargo estas accesiones tienen un potencial

alto de identificar nuevos alelos para vigor.
4.3.4 Heredabilidad

La heredabilidad para el rendimiento en todos los casos (Tabla 4.6), fue menor en
condiciones de estrés (en un rango de 0,58 - 0,79) que en regadio normal (0,82 - 0,91). Para
el caracter de nimero de mazorcas por planta en condiciones de estrés como para regadio

normal la heredabilidad tuvo valores en un rango intermedio - alto (0,63 - 0,86).

Todos los valores de heredabilidad para ASI fueron menores que para rendimiento,
mazorcas por planta y senescencia. Las mayores diferencias en heredabilidad, bajo los dos
regimenes evaluados, fueron para los contenidos de clorofila (SPADogpps vy SPADj13pp)
que se registraron para las accesiones nativas en condiciones de regadio normal. En el
caracter enrollamiento de hoja evaluado para condiciones de estrés, se registro el doble del
valor de heredabilidad para el material mejorado que para el panel inicial y las poblaciones
nativas. El caso contrario es para las medidas de senescencia (Senjppps Y Senj2opps) cuyos
valores son menores si se compara el material mejorado comparado con panel inicial y
accesiones nativas. Estos valores altos de heredabilidad reflejan una alta calidad en la
caracterizacion fenotipica, un componente esencial para cualquier estudio genético. De
manera general, una heredabilidad un poco maés alta en condicidon de sequia en comparacion
de la heredabilidad en un riego normal es lo esperado, para pardmetros secundarios de

sequia ya que tienen una mejor segregacion y varianza genética en condiciones de estrés.
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Sin embargo, es lo contrario para el rendimiento, con una heredabilidad mayor en
condicion de riego normal y menor en condiciones de estrés, este hecho es debido al
impacto del ambiente y mas importante todavia en condiciones de estrés. Por esto, es
primordial considerar parametros secundarios en la seleccion (alta correlacion con el

rendimiento, ficil de medir y con heredabilidad alta aunque en condiciones de estrés).

Tabla 4.6 Heredabilidad (H?) calculada para rendimiento de grano, mazorcas por planta,
ASI, contenido de clorofila (SPADygpps y SPAD;spps), enrollamiento de hoja* (EH;¢4pps)
y senescencia* (Senjppps ¥ Senjzopps) en condiciones de estrés y regadio normal para el
panel inicial, las accesiones nativas del panel inicial y material mejorado incluido en el
panel inicial.

Heredabilidad (H?)

Caracter Condiciones de estrés Regadio normal

panel material panel material

inicial nativas mejorado inicial nativas mejorado
Rendimiento 0,79 0,58 0,60 0,91 0,84 0,82
Mazorcas por planta 0,86 0,68 0,80 0,74 0,63 0,80
ASI 0,42 0,40 0,52 0,52 0,26 0,60
SPADogpps 0,72 0,69 0,52 0,61 0,37 0,59
SPADspps 0,67 0,58 0,63 0,75 0,46 0,56
EH,04pps 0,37 0,32 0,64 * * *
Sen;gapps 0,82 0,83 0,33 * * *
Sen;»opps 0,86 0,84 0,71 * * *

4.3.5 Diversidad genética

Los 30 SSRs usados para medir la diversidad genética fueron polimorficos a través de las
70 poblaciones y un total de 216 alelos fueron detectados con una media de 7,2 alelos por
locus (Tabla 4.7), donde el 56% son alelos raros (frecuencias menores del 5%). Dentro de
estos alelos raros se identificaron 59 alelos Unicos, es decir, identificados en una sola clase
de germoplasma: pooles del Banco de Germoplasma, o material mejorado del Subprograma

de Fisiologia, o poblaciones nativas; de este total, el 95% de alelos unicos se encuentran en
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las poblaciones nativas. De la misma manera, si se compara el panel inicial con el panel
seleccionado, se detectaron 13 alelos raros en el panel principal que no estan presentes en el
panel seleccionado (Tabla 4.7). En cuestion de diversidad genética, la frecuencia de
heterocigotos, y tomando en cuenta la frecuencia alélica y nimero de alelos, hay una
tendencia que indica que la diversidad es menor para las accesiones de fisiologia en
comparacion de los pooles del Banco y las accesiones nativas. Esta reduccion de diversidad
es el producto de la seleccion, pero el hecho que la diferencia es apenas significativa parece
indicar que la seleccion afecta la frecuencia alélica pero que no elimindé muchos alelos

desfavorables para el desempefio agrondomico.

Tabla 4.7 Alelos encontrados y diversidad genética calculados como el promedio de la
diversidad para cada grupo de accesiones o poblaciones de acuerdo a la clase de material,
asi como también para el panel seleccionado. ** Numero de alelos tinicos comparados entre
grupos de accesiones, *Numero de alelos Uinicos comparados entre el panel seleccionado
con el total; na, no aplica.

Material Numero de Alelos Nimero Media nimero  Diversidad
accesiones o encontrados de alelos de alelos por genética £ DS
poblaciones unicos locus
(individuos)

Banco de

Germoplasma 10 (150) 155 3** 5,17 0,51 +0,03

Programa

Fisiologia 4 (60) 113 1** 3,77 0,45+0,03

Poblaciones

nativas 56- (840) 212 S5%* 7,07 0,52 £0,04

Panel

seleccionado 40 (600) 203 na 6,77 0,51 0,04

Panel Inicial -
Total 70 (1050) 216 13* 7,20 0,52 + 0,04

Se estimaron los indices de fijacion Fsr por parejas para los grupos de accesiones
clasificadas de acuerdo a la clase de material como indicador de diferenciacion genética
(Tabla 4.8), donde Fgst sera 0 cuando las accesiones/poblaciones son idénticas en las

frecuencias alélicas, y 1 cuando las frecuencias alélicas de las accesiones/poblaciones estan
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fijas para diferentes alelos (Mohammadi y Prasanna, 2003). De acuerdo con los intervalos
para la interpretacion de los valores de Fsr sugeridos por Wright (1965) se encontraron tres

niveles de diferenciacion genética entre los grupos de germoplasma.

Entre los pooles provenientes del Banco de Germoplasma y las poblaciones nativas se
encontr6 muy poca diferenciacion genética (0,03) en un rango de 0,0 — 0,05, entre los
pooles del Banco de Germoplasma y el Subprograma de Fisiologia se encontré moderada
diferenciacion (0,09) entre un rango de 0,05 — 0,15, y entre el Subprograma de Fisiologia y
las poblaciones nativas se encontré un valor de 0,32 (> 0,25), lo que representa una
diferenciacion genética importante entre estos dos grupos, probablemente como resultado
de una presion de seleccion alta para mejorar la accesiones de fisiologia. Una presion de
seleccion fuerte cambia las frecuencias alélicas en los loci involucrados en el desempefio
agronomico de las plantas, y aunque no afecta de manera drastica la diversidad genética
intrinseca de cada tipo de material por las razones mencionadas arriba, la reduccion de loci
heterocigotos en material mejorado como resultado del incremento de frecuencia alélica de

alelos favorables, impacta mucho el indice de Fijacion entre tipo de material.

Tabla 4.8 Valores de Indices de Fijacion Fsr calculados por parejas entre los grupos de
poblaciones clasificados de acuerdo a clase de material.

Banco de Germoplasma Subprograma de Fisiologia

Subprograma de Fisiologia 0,09
Poblaciones Nativas 0,03 0,32

4.3.6 Cambios de frecuencia alélica

Se calcularon los valores de los cambios de frecuencia alélica entre los diferentes
materiales (Anexo 7.9), pooles del Banco vs accesiones nativas, fisiologia vs poblaciones
nativas y pooles contra fisiologia, tomando el valor de 10% como valor de significancia,
basado en el valor medio del intervalo de moderada diferenciacion genética sugerida por
Wright (1965). Tomando en cuenta los tres tipos de comparaciones, de los 216 alelos
totales, el 71% (154) no representaron cambios de frecuencia mayores al 10%. Sin

embargo, se encontraron 101 cambios de frecuencia mayores al 10% con 27 de 30
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marcadores, y si se toma en cuenta que 12 de los 30 SSRs utilizados en este estudio se
derivan de genes previamente identificados, se encontraron 42 cambios de frecuencia
alélica mayores al 10% en estos loci de los 101 cambios totales. A su vez, de estos 42
cambios de frecuencia, 15 de éstos estan relacionados con genes de sequia o altas

temperaturas (Tabla 4.9, Anexo 7.3).

Tabla 4.9 Cambios de frecuencia alélica entre las diferentes clases de material tomando en
cuenta todos los cambios detectados a través de los 30 marcadores y los cambios
encontrados a través de los marcadores derivados de genes previamente identificados, se
expone también el porcentaje maximo de cambio de frecuencia a través de todos los
cambios detectados.

Pooles del Fisiologia — Fisiologia-
Banco- Pooles del Poblaciones
Poblaciones Banco nativas
nativas

Numero de marcadores con los que se

identificaron cambios de frecuencia alélica 12 25 18

Numero total de cambios en frecuencias

alélicas 16 (25,29%) 48 (46,67%) 37 (40,75%)

Numero de cambios en frecuencias alélicas
en loci relacionados con gen y maximo %

de cambio en frecuencia alélica 8 (25,29%) 19 (34,33%) 15 (34,01%)
Numero de cambios en frecuencias alélicas

en loci relacionados con genes de sequia y

altas temperaturas, maximo % de cambio

en frecuencia alélica 2 (15,94%) 8 (34,33%) 5 (34,01%)

De los cambios totales (101), se registraron 16 cambios de frecuencia entre los pooles del
Banco y las poblaciones nativas en 12 de 30 marcadores, siendo el valor mas alto de
25,29%; 48 cambios de frecuencia detectados con 25 marcadores para pooles del Banco-
Fisiologia, encontrandose el valor més alto de cambio de frecuencia de 46,67%, esto
implica que la seleccion para mejoramiento en condiciones normales (pooles) y sequia
(fisiologia) se hizo a través de diferentes alelos. Finalmente, se detectaron con 18 de 30
marcadores, 37 cambios de frecuencia alélica para Fisiologia-poblaciones nativas con un

valor maximo de 40,75% (Tabla 4.9).
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Para cambios de frecuencia alélica a través de los marcadores derivados de genes
previamente identificados, el nimero mayor de cambios fue entre materiales de Fisiologia y
los pooles del Banco de Germoplasma (19), con un valor méximo de 34,33%; y el menor
numero de cambios (8) entre pooles de Banco y poblaciones nativas, con un valor maximo
de 25,29%. Para genes de tolerancia al a sequia y/o altas temperaturas el mayor numero de
cambios fue también entre materiales de Fisiologia y los pooles del Banco de Germoplasma
con un maximo de 34,33%, seguido por 5 cambios entre Fisiologia y poblaciones nativas
con valor maximo de 34,01%, y finalmente 2 cambios para pooles del Banco y poblaciones

nativas y con un valor maximo de 15,94%.

Los cambios de frecuencia alélica a través de las tres clases de material y de los 30
marcadores dan informacién muy valiosa relacionada con alelos favorables o desfavorables
cuyas frecuencias alélicas se han ido incrementando o disminuyendo a través de los ciclos
de seleccion. La tabla que se presenta a continuacion (Tabla 4.10), representa una seleccion
del Anexo 7.9, para mostrar los diferentes casos y posibles interpretaciones de los cambios
de frecuencias alélicas a través del germoplasma estudiado y el conjunto de SSRs utilizados

en este trabajo de Tesis.

Esta sinopsis presenta y explica con 4 marcadores, alelos encontrados, las frecuencias
alélicas, y cambios de frecuencia (expresada como porcentaje) entre los tipos de material.
Para los dos primeros marcadores, umcl266 y umcl332, no se encontraron cambios
importantes (>10%) en las frecuencias alélicas, sin embargo, representan dos situaciones
diferentes. La composicion alélica del marcador umc 1266 no es comuin en material tan
diverso ya que uno de los alelos, el 130, se encuentra casi fijo a través de las tres diferentes
clases de germoplasma con una frecuencia alélica arriba de 94%. Este alelo tiene que ser
extremadamente importante ya que su frecuencia no fue afectada por la evolucion o la
seleccion a través del tiempo, quizas podria ser un alelo importante para la germinacion o el
desarrollo de las plantas. En el segundo caso, el marcador umc1332, las frecuencias alélicas
de los diferentes alelos detectados se encuentran constantes a través de las tres clases de
germoplasma (ver en particular alelos 117, 139, y 142 y frecuencias alélicas marcadas con

10jo.
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Tabla 4.10 Frecuencias alélicas encontradas para pooles del Banco de Germoplasma,
OPVs del Subprograma de Fisiologia y poblaciones nativas, cambios de frecuencia alélica
expresada como porcentaje entre estas clases de germoplasma.

Frecuencias alélicas

Cambios de frecuencia (%)

SSR Alelo pooles del OPVs de Poblaciones pooles - OPVs - OPVs -
Banco de Fisiologia  nativas nativas pooles nativas
germoplasma

umcl266 119 0,06 0,00 0,01 5,51 -6,30 -0,78

umcl266 130 0,94 1,00 0,98 -4,79 6,30 1,50

umcl266 143 0,00 0,00 0,00 -0,33 0,00 -0,33

umcl266 147 0,00 0,00 0,00 -0,39 0,00 -0,39

umcl332 107 0,03 0,01 0,02 0,85 -1,83 -0,98

umcl332 114 0,00 0,00 0,01 -1,21 0,00 -1,21

umel332 117 0,35 0,37 0,37 -1,79 1,67 -0,12

umcl332 121 0,02 0,00 0,00 1,97 -2,33 -0,36

umcl332 130 0,02 0,06 0,01 0,73 3,83 4,56

umcl332 132 0,01 0,00 0,01 0,06 -1,33 -1,27

umcl332 135 0,01 0,00 0,02 -1,64 -0,67 -2,30

umcl332 139 0,22 0,22 0,20 2,58 -0,67 1,91

umcl332 142 0,34 0,35 0,35 -1,55 1,33 -0,21

phi063 154 0,04 0,18 0,04 0,91 13,33 14,24

phi063 156 0,00 0,00 0,00 -0,14 0,00 -0,14

phi063 159 0,00 0,00 0,02 -1,56 0,00 -1,56

phi063 161 0,13 0,60 0,19 -5,92 46,67 40,75

phi063 166 0,00 0,00 0,01 -0,88 0,00 -0,88

phi063 170 0,56 0,18 0,49 6,24 -37,78 -31,54

phi063 174 0,13 0,04 0,16 -2,93 -8,89 -11,81

phi063 178 0,04 0,00 0,04 0,57 -4,44 -3,88

phi063 182 0,02 0,00 0,01 0,83 -1,85 -1,02

phi063 186 0,00 0,00 0,02 2,11 0,00 -2,11

phi063 190 0,00 0,00 0,00 -0,27 0,00 -0,27

phi063 214 0,02 0,00 0,01 0,36 -1,85 -1,50

phi063 218 0,04 0,00 0,00 3,94 -4,07 -0,14

phi063 222 0,00 0,00 0,00 -0,14 0,00 -0,14

phi063 226 0,01 0,00 0,00 1,11 -1,11 0,00

phi076 157 0,00 0,00 0,01 -0,72 -0,33 -1,05

phi076 159 0,12 0,00 0,15 -2,98 -12,33 -15,31

phi076 163 0,01 0,00 0,00 0,67 -0,67 0,00

phi076 165 0,02 0,00 0,14 -12,41 -1,67 -14,07

phi076 168 0,00 0,02 0,00 -0,19 1,67 1,48

phi076 170 0,84 0,63 0,68 15,94 -21,00 -5,06

phi076 176 0,01 0,35 0,01 -0,32 34,33 34,01
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Los resultados parecen indicar que la presion de seleccion no generd ningiin cambio de
frecuencia, sugiriendo que este /ocus no es importante para rendimiento o desempeio
agronémico en condicion de riego normal y de sequia. Para los siguientes marcadores,
phi063 y phi076 se encontraron cambios frecuencia alélica mayores al 10% (marcados con
amarillo), para alelos favorables (incremento de la frecuencia) y desfavorables
(disminucion de la frecuencia) tomando como referencia la composicion alélica en el
material del Subprograma de Fisiologia. Con el marcador phi063, los alelos 154 y 161
incrementan frecuencias alélicas alrededor del 13% y 44% respectivamente debido a la
presion de seleccion que se ha ejercido sobre este material comparado con los pooles del
Banco y las poblaciones nativas (marcados con azul). Andlogamente, la disminucion de

frecuencias alélicas marcadas con verde se pueden observar para los alelos 170 y 174.

El marcador phi076 identifica un locus de particular interés para mejoramiento en
sequia/altas temperaturas, pues ademas de que este /ocus estd ligado a un gen (catalase3)
involucrado en la regulacion de la catalasa, una enzima importante para el mantenimiento
de procesos celulares normales bajo condiciones de estrés oxidativo debido a altas
temperaturas (Anexo 7.3), se puede observar un incremento drastico de la frecuencia de un
alelo favorable (176) en el material de Fisiologia. Este alelo esta presente en solamente 1 de
100 plantas en los pooles del Banco y poblaciones nativas mientras que en las OPVs
mejoradas para sequia 35 de 100 tienen este alelo, demostrando su gran valor ligado a

tolerancia a sequia.
4.3.7 Analisis de estructura poblacional

En la evaluacion de la estructura poblacional no fue posible determinar directamente el
valor de K en ninguno de los casos (Figuras 4.4a, 4.4c, 4.4¢ y 4.4g), pero utilizando la
metodologia reportada por Evanno et al. (2005), descrita en detalle en el capitulo anterior,
para el panel inicial de 70 poblaciones los valores mas altos de 4K, aunque con poca
diferencia, fueron encontrados en K=3 y K=9 (Figura 4.4b); para el panel seleccionado
basado en SI+antesis (Figura 4.4d); asi como, para las poblaciones nativas el valor mas alto

para 4K fue para un valor de K=6 (Figura 4.1f) y para accesiones de poblaciones nativas en
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panel seleccionado fue de un valor de K=4 (Figura 4.4h). La estructura mas marcada fue

encontrada en el panel de seleccion y las poblaciones nativas.

Figura 4.4 Graficas del Logaritmo de la probabilidad y 4K para el andlisis de estructura
poblacional, (a) y (b) para panel inicial de 70 accesiones; (¢) y (d) para panel seleccionado
de 40 accesiones, (e) y (f) para solo poblaciones nativas, y (g) y (h) para nativas en el panel
seleccionado. Se graficaron los valores promedios de In[prob(dato)] de 3 c orridas
independientes para cada valor de K, de la misma manera estos valores fueron utilizados
para el calculo de los valores 4K. Con color rojo estdn marcados los valores mas altos
encontrados para 4K.
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En el panel inicial para los valores de K el 87,14% y 78,57% de las accesiones
pertenecieron a uno de los 3 y 9 grupos, respectivamente, en cada analisis independiente de
estructura, con promedios altos de ancestro de 78,56% y 79,78%, demostrando la robustez
del agrupamiento. En el panel inicial, cuando se analizan tres grupos principales, se
identifican 27 accesiones mixtas para el grupo 1, siendo la gran mayoria accesiones
mexicanas, una caribefia del Archipi¢lago de Guadalupe, dos poblaciones de maices
dentados de Brasil y una poblacion venezolana de la raza Puya. En el grupo 2 estd formado
por 19 accesiones, el comun son las poblaciones caribefias, pero también se encuentran
poblaciones de Paraguay, Brasil, Costa Rica y México. El grupo 3 estd formado por 13
accesiones, la generalidad en este caso estd dada por materiales Sudamericanos de
Argentina y Uruguay con una accesidn mexicana y otra caribefia. El material de pre-
mejoramiento del Banco de germoplasma se encuentra presente en los tres grupos (Tabla
4.11), mientras que las 4 accesiones del Subprograma del Fisiologia se encuentran en un
solo grupo (3). Esta distribucion de los pooles del Banco explica por qué la estructura del

panel inicial no es tan marcada en comparacion a los otros tipos de material.

Tomando unva lor de K=9, en el panel inicial (Tabla 4.11), el primer grupo esta
conformado por 5 accesiones de materiales pre-mejorados o mejorados de Fisiologia; el
grupo 2 comprende 6 accesiones de diversos tipos de material, a saber: nativos caribefios o
de la parte continental o accesiones con algin ciclo de mejora. Los maices Cristalinos
Colorados argentinos y Cateto Sulino de Uruguay estan conformando el grupo 3 con 5

accesiones. Cuatro accesiones de maices cristalinos caribenos de Puerto Rico y Antigua
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conforman el grupo 4. El grupo 5 contiene 8 accesiones de poblaciones nativas procedentes
de El Salvador, México, una poblacion nativa de Brasil y accesiones del Banco de
Germoplasma. El sexto grupo comprende 5 poblaciones mexicanas de razas diversas como

Blando de Sonora, Tuxpefio, Vandefio, y pooles del Banco y material de Fisiologia.

El grupo 7 posee 8 accesiones de materiales nativos de las Islas Virgenes, Republica
Dominicana, Archipiélago de Guadalupe, Brasil, Costa Rica y una accesion de Tuxpeio
mexicano. El grupo 8 esta conformado por 4 accesiones nativas de de la raza Caribefio
Precoz del Archipié¢lago de Guadalupe, un Cristalino Amarillo Naranja de Argentina y un
Tuxpefio mexicano. Finalmente el grupo 9 comprende 8 accesiones, en su mayoria nativas
mexicanas de las Tabloncillo, Tuxpefio, Vandefio y una poblacion de la raza Puya de
Venezuela. Estos analisis de estructura poblacional, admitiendo 3 y 9 grupos, seran
tomados en cuenta simultdneamente para estudiar los efectos en la variabilidad fenotipica

debido a la estructura de poblacion.

En la Tabla 4.11 también se incluyen las 20 mejores y peores accesiones, para el panel
seleccionado y la pertenencia a cada uno de los 6 grupos encontrados en el andlisis de
estructura (K=6). En este panel de germoplasma los pooles del Banco de Germoplasma se
encuentran distribuidos en 4 de 6 grupos y uno agrupado; asi mismo las accesiones de la
raza Tuxpenio de México se encuentran distribuidas en 5 de los 6 grupos definidos. El grupo
2 es el tGnico que exclusivamente contiene de las mejores accesiones con respuesta
adaptativa; en este caso 3 son de las 4 variedades de polinizacion abierta del Subprograma
de Fisiologia mientras que los grupos restantes agrupan indistintamente accesiones
catalogadas como “buenas” y “malas” en la distribucion fenotipica. En este ultimo caso, la
descripcion y definicion de las accesiones en los grupos formados no se manifiesta de una
manera clara teniendo en cuenta lo arriba mencionado, dado que en el caso de los pooles
del Banco de Germoplasma su base genética es tan amplia y en algunos casos parte de esta
base tiene materiales con origenes comunes al resto de las accesiones aqui estudiadas, es el
caso de materiales nativos de México, Centroamérica y area del Caribe, por lo que de
alguna manera el analisis de estructura poblacional no es capaz de dilucidar de manera

eficiente este aspecto (detalles en Tabla 4.2).
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Tabla 4.11 Analisis de estructura poblacional para el panel inicial, el panel seleccionado,
poblaciones nativas y nativas en panel seleccionado. Numero de grupo correspondiente a
cada accesion. Minimo porcentaje de pertenencia un grupo 51%. Las razas para
poblaciones nativas estan especificadas.

ID Pais Nombre accesion Raza Panel inicial (70) Panel Nativas Nativas en
seleccionado  (56) panel
40) seleccionado
29)
K=3 K=9 K=6 K=6 K=4
1 ARG ARZM 18 009 Cristalino Colorado 3 3 2
2 ARG ARZM 18 004 Cristalino Colorado 3 3 2
3 ARG ARZM 1124 Cristalino Colorado 3 3 2
4 MEX SINA 29 Tabloncillo 1 9 4
5 MEX NVOL 9 Tuxpeio 1 9 4%
6 MEX Pool 21 x Pool 22 (3) 3 1
7 SLV SALV 66 Salvadorefio 1 5 1
8 MEX Pool 21 x Pool 22 (Best testcrosses) 3 1
9 MEX NAYA 171 Tabloncillo 1 18
10 URY URUG 630 Cateto Sulino 3 2
11 MEX SONO 34 Blando de Sonora 3 6 1
12 GLP GUAD 15 Cristalino Costefio Tropical —sg sg sg
13 MEX Pool 22 x Pool 21 (Best testcrosses) 1 5
14 ARG ARZM 06072 Cristalino Amarillo Naranja 3 8 3
15 MEX TAMA 12 Tuxpefio 1 sg sg’
16 OPV-DTPYDR 3* 1* 2%
17 MEX JALI 397 Tuxpefio 1 5 1
18 ARG ARZM 06 056 Cristalino Amarillo Naranja 3 3 2
19 OPV-DTPWDR 3% 6* 4%
20 MEX NVOL 22 Tuxpefio 1* 9* 3* 4 4
21 MEX Pool 20 x CML-494 (Best testcrosses) 1* 5% 4%
22 MEX TAMA 37 Tuxpeio 1 6 6
23 MEX Pool 19 x CML-495 (Best testcrosses) 1* 6* 3%
24 GLP GUAD GPI Caribefio Precoz 3k gH* 6** 3 2
25 OPV-DTPW/LPSDR 3* 1* 2%
26 PRY PAZM 14107 Tupipy sg sg 4
27 ATG ANTI GP2 Cristalino Costefio Tropical 2 4
28 MEX TAMA 36 Tuxpefio 1 sg sg
29 MEX TAMA GP4 Tuxpeio 1** 9** Riog 4 4
30 MEX JALI 281 Tuxpefio 2% sg 1% sg 3
31 GLP GUAD 6 Caribefio Precoz 1 8 3
32 OPV-LPSDR 3* 1* 2%
33 BRA BRAZ 1327 Dentado Rugoso sg 2 3
34 MEX SINA 74 Tuxpeio 1** SH* 4x* 1 4
35 BRA BRAZ 2306 Dentado Paulista 1* sgt* sgt* sg sg
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Continuacion Tabla 4.11

ID Pais Nombre accesion Raza Panel inicial (70) Panel Nativas Nativas en
seleccionado  (56) panel
(40) seleccionado
29)
K=3 K=9 K=6 K=6 K=4
36 PRI PUER 5 Mezcla (Cristalino Cubano) 2* 4* 1* 5% 1
37 VIR SCRO GPIl St Croix 2% TH* SH* 6 3
38 MEX Pool 26 x CML-451 (Best testcrosses) 1* 2% 3*
39 PRI PUER GPI Cristalino Cubano 2% 4% 1* 58 1
40 MEX Pool 23 x Pool 24 (&) 2% 2% 3*
41 DOM RDOM GP12 Chandelle 2 7 6
42 MEX NAYA 178 Tuxpefio sg** sg** 6** 1 2
43 PRI PUER GP6 Tuson 2% TH* ¥ 6 3
44 MEX Pool 24 x Pool 23 (Best testcrosses) 2% 2% 5*
45 BRA BRAZ 2314 Dentado Paulista [** S¥* S¥* 1
46 MEX SINA 30 Tuxpefio [** sg** 6%* 1
47 MEX TUXPENO CREMA 1 1* 5* 4*
48 VEN VENE 484 Puya 2 2
49 CUB CUBA 82 Tuson 2% sgt* [H* 6 3
50 GLP GUAD GP2 Caribefio Precoz sg* 8* 6* 3% 2
51 PRY PAZM 2019 Tupipy sg sg sg
52 PRY PAZM 10043 Tupipy sg sg
53 BRA BRAZ 2394 Dentado Paulista 2% TH* SH* 3
54 ARG ARZM 06079 Cristalino Amarillo Naranja sg** sgt* sgt* sg 4
55 HTI HAIT GP3 Haitiano Amarillo 2 7 6*
56 MEX NAYA 174 Tuxpefio [** g** 6%* sg 2%*
57 VEN VENE 783 Puya 1 9 sg
58 MEX Pool 23 x Pool 24 (Best testcrosses) 2% sg* sg*
59 MEX JALI 286 Tuxpefio 1** gH* 6** 3 2
60 MEX JALI 285 Vandeiio sg* 6 sg* 1 2
61 PRI  PUER 19 Cristalino Costefio Tropical ~ 2** 4 1** 5 1
62 GLP GUAD 3 Cristalino Costefio Tropical ~ 2** TH* Sk 6 3
63 MEX SONO 72 Tuxpefio 1** sg** sg** 1 2
64 GLP GUAD 9 Caribefio Precoz 1* 8* 6* 3% 2
65 MEX NAYA 157 Vandefio 1 9 4
66 PRY PAZM 6053 Tupipy 2 sg* 3% sg’ 4
67 MEX TAMA 125 Tuxpefio [** g** 3x* 4 4
68 BRA BRAZ 1192 Dentado Rugoso 2%% 2% Rl 4 4
69 CRI CRIC 81 Salvadorefio 2%* TH* S¥* 6 3
70 MEX JALI 280 Tuxpefio 2% 7* 5% 6 3

* Accesiones que se encuentran entre las 20 mejores en IS+Antesis definido anteriormente.** Accesiones que
se encuentran entre las 20 peores en [S+Antesis definido anteriormente.§ Poblaciones nativas que se
encuentran entre las 10 mejores en IS-Nativo definido anteriormente. sg Accesiones que no pertenecieron a
ningun grupo para cada andlisis independiente de estructura.
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El promedio de ancestro para las poblaciones nativas fue de 82,14% para el 80,85% de las
poblaciones que pertenecieron a uno de los seis grupos. La Tabla 4.11 también expone las
10 mejores poblaciones basadas en IS-Nativo definido anteriormente y el grupo al que
pertenecieron segun analisis de estructura poblacional. En este caso, las 10 mejores
poblaciones se encontraron distribuidas en 5 grupos de 6, y una de ellas en poblaciones no

agrupadas.

Tanto la clasificacion de las poblaciones nativas como para el panel seleccionado no es del
todo clara, sin embargo, se pueden interpretar algunos grupos con caracteristicas generales
por su origen geografico, a saber: se puede definir el grupo 1 como un compendio de 5
Tuxpefios y 3 razas de México (Tabloncillo, Vandefio y Blando de Sonora), con la raza
Salvadorefio del Salvador y Dentado Paulista de Brasil (Tabla 4.11). El grupo 2 es una
conjuncion de 4 poblaciones de maices del sureste de Sudamérica representado por
Cristalinos de Argentina ademas de la poblacion de la raza Cateto Sulino de Uruguay. El
grupo 3 reune poblaciones mixtas, 4 poblaciones de la raza Caribefio Precoz de Guadalupe
con una poblacion de Tuxpefio de México, Dentado Rugoso de Brasil y Cristalino Amarillo
Naranja de Argentina. El grupo 4 contiene 6 poblaciones mexicanas de las razas Tuxpefio,
Vandeno y Tabloncillo con una poblacién de Brasil y dos accesiones de la raza Tupipy de
Paraguay. Los grupos 3 y 4 podrian representar las relaciones entre los maices de las tierras
bajas de México con los maices caribefios y del sureste de Sudamérica encontradas también
el capitulo anterior. Las 4 poblaciones que conforman el grupo 5 son todas caribefias de
maices Cristalinos, y el grupo 6 es un grupo mixto de maices caribefios de Islas Virgenes,
Reptblica Dominicana, Puerto Rico, Cuba, Haiti, Guadalupe con poblaciones de

Venezuela, Brasil, Costa Rica y México.

Es interesante apuntar que la accesiones que no agrupan con otras accesiones tampoco lo
hacen de manera general a través los andlisis de estructura analizados, demostrando que su
particularidad y aislamiento no es tanto un problema de agrupamiento per se, realmente
tiene que ver mas con una genética distinta a las otras accesiones. Por lo tanto, estas
accesiones representan un material de interés especifico con el potencial de contener alelos
raros y especificos. Por ejemplo PAZM 2019 no agrupa en ninguno de los andlisis de

estructura realizados. Las accesiones BRAZ 2306 y ARZM 06 079 se encuentran en los 5

136



tipos de andlisis y agrupan unicamente un vez y se quedan aisladas 4 veces. Para darle peso
a esta hipdtesis reportamos que PAZM 2019 y ARZM 06 079 son 2 accesiones con un ASI
de 0 bajo condiciones de sequia (Tabla 4.5), y como se indicé pueden ser fuentes muy
interesantes de alelos para este caracter secundario importante para tolerancia a sequia, y
BRAZ 2306 es la accesion con el mejor rendimiento en condiciones normales 6,79 tm ha '

y por lo tanto debe tener alelos de vigor muy relevantes para mejoramiento.
4.3.8 Analisis descriptivo del rendimiento basado en analisis de estructura poblacional

La variabilidad fenotipica en condiciones de estrés como se mencion6 anteriormente, sefiala
un amplio rango en la variacion del rendimiento calculado dentro de las poblaciones para
las tres repeticiones y en los grupos formados por las poblaciones segin clase de material.
De igual manera esta variacion estd presente cuando se analiza el rendimiento en el panel
inicial (Admitiendo K=3 y K=9), panel seleccionado y poblaciones nativas segun los grupos
formados por el analisis de estructura para cada caso y para condiciones de regadio normal

(Tabla 4.12).

Bajo condiciones de estrés, las poblaciones nativas de los grupos 2 y 5 formados en su
mayoria por maices cristalinos mostraron los valores mas altos de rendimiento y con una
variabilidad fenotipica mas amplia de este cardcter mientras que, los grupos 4 y 6

presentaron los mas bajos rendimientos (Tabla 4.12).

El grupo 6 de las nativas presenta el rendimiento promedio mas bajo en condiciones de
estrés (0,04 tm ha '), pero el mas alto en condiciones de riego normal (4,18 tm ha ')
indicando presencia de alelos interesantes para desempeio agronémico y adaptaciones a
condiciones de riego normal que no tiene mucho que ver con vigor. El grupo 2, tiene uno
de los rendimientos promedio mas alto en condiciones de estrés (0,11 tm ha ') y el mas
bajo en condiciones de riego normal (1,12 tm ha ') estos valores de rendimiento dan un
ITS promedio de 0,1, un valor alto en este estudio (Tabla 4.5) e indica la presencia de alelos

favorables a sequia en este grupo.
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Tabla 4.12 Rendimientos promedio (tm ha ') y desviacion estandar correspondiente para el
panel inicial (K=3 y K=9), panel seleccionado (K=6) y poblaciones nativas (K=6) bajo
condiciones de estrés y regadio normal basado en los grupos definidos por el analisis de
estructura poblacional.

Condiciones de estrés Regadio normal

1 1

Grupos Rendimiento tm ha Rendimiento tm ha~

Panel inicial

1 0,11£0,10 3,94 +£2.21
2 0,08 +£0,09 4,54+1,97
3 0,34+ 0,32 3,68 £2,80
Mixtos no agrupados 0,07 = 0,09 3,48 +1,99
1 0,67+0,21 6,25+ 1,51
2 0,10+ 0,11 5,16 +£3,12
3 1,12+ 0,08 1,12+ 0,35
4 0,11 +£0,08 3,94 £ 0,96
5 0,17+0,14 4,65+2,50
6 0,23 £0,30 3,97 £2,61
7 0,04 + 0,04 4,53+122
8 0,06 = 0,03 423+ 1,67
9 0,06 + 0,07 2,26+ 0,54
Mixtos no agrupados 0,09 +0,10 3,96+ 0,54

Panel seleccionado

1 0,05 + 0,08 4,07 +1,51
2 0,65+ 0,20 6,81 +£1,89
3 0,10+£0,09 4,49+£273
4 0,27 £0,30 6,03 £ 2,48
5 0,07 £0,08 4,89+ 2,31
6 0,05 + 0,04 4,18+ 1,53
Mixtos no agrupados 0,08 0,11 4,49+ 1,92
Poblaciones Nativas

1 0,09 + 0,06 3,02+ 1,72
2 0,10+ 0,08 1,12+ 0,61
3 0,08 +0,02 3,96+ 1,83
4 0,05 +£0,06 2,66 +1,62
5 0,11 £0,08 3,94+ 1,51
6 0,04 + 0,04 4,18 +1,57
Mixtos no agrupados 0,10+ 0,010 3,63+1,74
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En condiciones de estrés en el panel inicial el grupo 3 representado especialmente por las
accesiones sudamericanas y el material del Subprograma de Fisiologia presenta el mayor
rendimiento y ademas una amplia variacion dentro de su grupo, mientras que en
condiciones normales el grupo de accesiones mixtas obtuvo mayor rendimiento. Con un
rendimiento més alto en condiciones de sequia (0,34 tm ha '), tres veces mas alto que el
promedio de los otros grupos y el rendimiento un poco inferior a los otros dos grupos (0,36
tm ha ') este grupo contiene sin dudas alelos favorables para tolerancia a sequia. En el
panel seleccionado, el grupo 2 presenta el mayor rendimiento para condiciones de estrés y
regadio normal, y se encuentran en este grupo, de manera analoga al panel inicial la
mayoria de las poblaciones del Subprograma de Fisiologia. También el grupo 4 en panel
seleccionado presenta el siguiente rendimiento mas alto bajo estrés y condiciones normales,
este grupo esta formado por una accesion de fisiologia, un pool del Banco, una accesion de
Tuxpefio y la poblaciéon Tuxpefio Crema, evidenciando especialmente el vigor que presenta
este grupo y la reivindicacion de la importancia de la raza Tuxpefo para los programas de

mejoramiento.

El valor promedio del rendimiento en las 10 poblaciones mixtas que no pertenecieron a
ninguno de los 6 grupos definidos también se encuentra entre los mayores promedios de
rendimiento bajo estrés, cabe anotar que en estas poblaciones no agrupadas se encuentra la
poblacion GUAD 15 de la raza Cristalino Costefio Tropical (ID 12) que presentd el mas
alto rendimiento de todas las poblaciones nativas (0,30 £ 0,22, Tabla 4.5). Contrariamente a
condiciones de estrés, en condiciones normales, los grupos 3, 5 y 6 obtuvieron los
rendimientos mas altos. Especialmente, el grupo 2 presenta el menor rendimiento bajo
condiciones normales, esto implicaria que estos maices cristalinos del sur de Sudamérica

poseen una acumulacion de alelos desfavorables para vigor.

Este andlisis descriptivo del rendimiento basado en analisis de estructura poblacional,
ademads de identificar accesiones con alelos especificos interesantes, las accesiones que no
agrupan bien, permiten también identificar grupos de accesiones con alelos de interés y

enfocar la busqueda de estos alelos en un subconjunto de las accesiones totales.

4.3.8 Efectos en la variabilidad fenotipica debida a la estructura de poblacion (R
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Como se ilustra en la Tabla 4.13, para todos los caracteres utilizados en el calculo del
indice de Seleccion se calcularon los efectos de variacion fenotipica debido a la estructura
poblacional, esto debido a la presencia de grupos dentro del panel inicial y del panel
seleccionado discutido anteriormente. Las diferencias en los porcentajes de variacion
fenotipica en los caracteres medidos y teniendo en cuenta solo el nimero de grupo al que
pertenecieron las accesiones en el estudio de estructura, variaron entre un 6% para nimero
de mazorcas por planta y enrollamiento de hoja y un 24% para senescencia visual y siempre
mayor cuando se incrementa el nimero de grupos presentes en el panel inicial de K=3 a

K=9 (Tabla 4.13).

Tabla 4.13 Estadistica descriptiva y variacion fenotipica en condiciones de estrés explicada
por estructura de poblacién (R?), expresada como porcentaje para 8 caracteres medidos en
una localidad.

Panel inicial (70) Panel seleccionado (40)
Caracter Min Max Promedio R? R? R? Q0 Min Max Promedio R? R?
+ DS ACoP nimero matrix + DS nimero @ matrix
de grupo de grupo

PC=10 K=3 K=9 K=3 K= K=6 K=6

Rendimiento 0 1,77 0,14+0,20 43,0 36,0 57,0 17,0 46,0 0 1,14 0,14+0,22 57,0 56,0

(tonha ")

No, Mazorcas 0 2,62 0,14+0,20 49,0 26,0 32,0 240 43,0 O 0,69 0,12+0,14 58,0 58,0

por planta

ASI (dias) -3 15 3,73+4,70 20,0 150 22,0 90 16,0 -14 15 3,96 +4,89 20,0 *

SPADI1 6,02 44,1 29,86+7,97 32,0 27,0 38,0 150 49,0 17,56 44,1 32,32+5,85 14,0 *

SPAD2 1,36 29,06 9,03+548 31,0 18,0 37,0 40 37,0 2,76 29,06 9,94+537 15,0 14,0

Enrollamiento 1 23 3,52+ 1,74 34,0 21,0 27,0 12,0 33,0 1 5 327+1,07 20,0 0,4

de hoja

SENI 1 8 4,08+ 13,8 50,0 23,0 47,0 17,0 52,0 1 6 3,53+1,01 18,0 0,6

SEN2 2 10 6,42+1,97 49,0 19,0 30,0 11,0 49,0 2 9 5,65+1,52 21,0 0,6

*No se encontr6 variabilidad fenotipica debido a la estructura poblacional

Similarmente, para el estudio conducido teniendo en cuenta la matriz de proporcidn, los
porcentajes de variacion fenotipica debido a la estructura del panel para los caracteres

medidos fueron mayores para K=9 que para K=3, y las diferencias entre las variaciones
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fenotipicas tomando la matriz de proporcidén estuvieron en un rango mayor, entre un 7%
para ASI y un 38% para la segunda medida de la senescencia visual (Sen;opps). Como se
habia mencionado, se evalu6 tambien a manera de prueba, la variacion fenotipica debido a
la estructura utilizando el décimo componente del ACoP, en este caso se observd una
diferencia entre las variaciones fenotipicas a través de todos los caracteres cuando se utilizé
la matriz de proporcién de ancestro (Q) cuando se es mas estricto en la estructura (K =9) de

solo un 5% dando de esta manera solidez a los resultados.

Para los dos enfoques de analisis de variacion fenotipica en el panel inicial y para 9 grupos
asumidos (K=9), el porcentaje de variacion fenotipica debido a la estructura fue superior al
10% para todos los caracteres, encontrandose una gran porcentaje de variacion fenotipica
para la gran mayoria de los componentes de rendimiento y caracteres secundarios, con el
menor valor encontrado para ASI (22% y 16%) y el mayor valor para rendimiento (57% y
46%). Mirando los resultados obtenidos para el panel seleccionado (K=6) y considerando la
variacion fenotipica expresada por la estructura del panel obtenida con la matriz de
proporcion, los porcentajes de variacion fenotipica disminuyeron en mas del 20% para los
caracteres secundarios involucrados en el IS, pero se mantuvieron altos, alrededor del 50%,
para los componentes del rendimiento, esto podria significar que la eliminacién de las
accesiones por fuera del rango de floracion masculina (85 < Antesis < 95 dias) afecta la
estructura poblacional inicial y por consiguiente la variabilidad debido a la estructura de los
valores de los pardmetros secundarios para las accesiones que se mantienen en el panel

seleccionado.

De otro lado, y considerando los altos valores de variacion fenotipica debido a la estructura
del panel inicial y seleccionado para rendimiento de grano, se procedid a realizar un
analisis similar, pero solamente para las accesiones de poblaciones nativas presentes en el
panel seleccionado (29 de 40). En este caso, los porcentajes de variacion fenotipica
explicada por la estructura poblacional (K=4) disminuyeron significativamente para los
componentes del rendimiento (15%) (Tabla 4.14). Sin embargo, este nuevo panel de razas
nativas seleccionadas explicaron mas de la varianza fenotipica para algunos de los
caracteres secundarios como senescencia (>25%). Observando estos interesantes resultados,

se realizd el mismo anélisis para las accesiones de poblaciones nativas totales, 56 del panel
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inicial (K=6). Los resultados indican que la estructura del panel no expres6 variabilidad
fenotipica fiable medir para rendimiento de grano, y baja variabilidad para mazorcas por
planta (4%) y ASI (13%), mientras que se registraron altos valores para los otros caracteres
secundarios. Estos resultados corroboran, a pesar del nimero de marcadores empleados en
este estudio de exploracion del uso de materiales nativos heterogéneos para asociacion, que
hay una alta probabilidad de encontrar alelos favorables para ASI y nimero de mazorcas
por planta, como se discutid anteriormente analizando germoplasma interesante basado en

la distribucion fenotipica bajo condiciones de estrés.

Tabla 4.14 Estadistica descriptiva y variacion fenotipica explicada por estructura de
poblacion (R?), expresada como porcentaje para 8 caracteres medidos en una localidad.

Nativas seleccionadas (29) Nativas totales (56)
Caracter Min Max Promedio R? R? Min Max Promedio+ R? R* 0
+DS niumero Q matriz DS niumero matriz

de de

grupo grupo

K=4 K=4 K=6 K=6
Rendimiento (tm 0 0,33 0,05+0,08 * 15,0 0 0,56 0,07+0,10 5,0 *
ha )
No, Mazorcas por 0 0,32 0,07+0,07 6,3 8,0 0 2,62 0,11+021 1,0 4.0
planta
ASI (dias) -3 15 4,43 £542 * 3,0 -14 15 3,88+4,98 2,0 13,0
SPAD1 17,6 41,2 31,01£5,76 * * 6,02 42,54 28,70+7,97 9,0 33,0
SPAD2 2,76 22,1 8,42+423 * 1,0 1,36 27,48 8,18+4,89 4,0 8,0
Enrollamiento de 2 5 3,28+1,02 6,0 9,0 2 5 3,48+ 1,08 6,0 25,0
hoja
SENI1 2 6 3,79+0,94 1,0 38,0 1 8 431+1,35 8,0 36,0
SEN2 3 9 6,12+1,40 * 24,0 3 10 6,79+1,89 8,0 31,0

*No se encontré variabilidad fenotipica debido a la estructura poblacional

4.4 Discusion

La evaluacion fenotipica de accesiones de material nativo no es facil dada a la alta
variabilidad genética entre genotipos de una misma accesion y una adaptabilidad reducida
debido a un fondo genético no mejorado, estos dos factores generan a una variacion
fenotipica muy alta dentro de, y a través de las accesiones (Warburton et al., 2008).
Explicar esta variacion fenotipica natural en términos de cambios en la secuencia del ADN

representa un desafio principalmente por la gran interacciéon genotipo - ambiente (G x E)
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generado por el problema de adaptabilidad de las accesiones, y una G x E que se
incrementa cuando el material es evaluado bajo condiciones de sequia (Cooper et al., 2006).
Sin embargo, el estudio y la exploracion de la variabilidad genética de estos materiales para
el descubrimiento de alelos favorables para el mejoramiento de plantas han despertado un
gran interés desde las ultimas décadas (Xiao et al., 1996; Tanksley and Couch 1997;
Salwana y Pollack, 2006), y sigue siendo un objetivo para numerosos grupos de
investigacion (Glaszmann et al.,, 2010; Varshney et al., 2010; Xu et al.,, 2012).
Considerando la diversidad de las accesiones nativas, el mapeo por asociacion parece ser el
método apropiado para la identificacion de estos nuevos alelos. Esta estrategia es todavia
mas relevante para tolerancia a estreses abidticos si se toma en cuenta que los alelos que
confieren tolerancia a estos estreses abidticos, como la sequia, se encuentran en bajas
frecuencias en el germoplasma elite seleccionado para condiciones normales (Sawkins et
al., 2006). Ademads, y de manera general, el material nativo se desarrolla en condiciones de
campo precarias y tiene que haber desarrollado mecanismos de tolerancia a estreses
abidticos para poder sobrevivir (material exotico y silvestre) y producir granos (poblaciones
nativas cultivadas) en las condiciones del medio ambiente donde se encuentran (Dwivedi et
al., 2008). Tomando en cuenta todos estos elementos la caracterizacion fenotipica y
genotipica de materiales nativos y/o heterogéneos, en algunos casos exoticos, tiene el
potencial de accesar a nueva diversidad genética presente en accesiones nativas a través del
descubrimiento de variacion alélica funcional asociada a caracteres agrondmicos de interés

(Couch et al 1997; Dwiveidi et al., 2008)
4.4.1 Método de seleccién del material: el poder del Indice de Seleccién

La respuesta de la planta bajo condiciones de estrés es altamente compleja y como se
reportd en el parrafo anterior la evaluacion de materiales heterogéneos aporta un grado
mayor de dificultad en el discernimiento de caracteres complejos como la sequia. En este
estudio, a pesar de las grandes diferencias en fenologia (fecha de floracion), el régimen
predicho para el establecimiento de la relacion de riegos por déficit de agua fue
satisfactorio; es decir, se estableci6 un estrés severo que fue confirmado dadas las
diferencias en rendimiento, que representaron una disminuciéon del mas del 70% bajo

condiciones de estrés. Estas condiciones de estrés severas son necesarias para activar los
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mecanismos de tolerancia a la sequia, ya que hasta con una reduccion del 50% en
rendimiento son los mecanismos de vigor que siguen predominantes (Blum, 1988; Blum,
2006). Las diferencias en el rendimiento de grano y en los demads caracteres evaluados bajo
condiciones de estrés permitieron obtener una distribucion fenotipica basada en el célculo
de un Indice de Seleccion (IS) y la seleccion de las mejores y peores accesiones con

respuesta adaptativa.

La seleccion de genotipos para ser utilizados como progenitores en programas de
mejoramiento, o mejor dicho pre-mejoramiento, depende mucho de los caracteres de
enfoque asi como de los ambientes donde se va a cultivar el material mejorado al final del
dia (Xu, 2003). Teniendo en mente el objetivo de tener un panel de genotipos adecuados
para llevar a cabo un estudio de mapeo por asociacion en materiales heterogéneos, y
tomando los costos que representaria (por nimero de muestras a evaluar), la decision de
utilizar un Indice de Seleccion basado en los datos fenotipicos para reducir el nimero de
accesiones y que permitiera una seleccion selectiva (fenotipos contrastantes) aparecié como
una opcion muy relevante. Con 40 accesiones seleccionadas y considerando la variacion
dentro de cada una de las accesiones, considerando ademds, que cada accesidén esta
representada por 15 individuos, no hay duda que la variacion genética es apropiada para el
andlisis de asociacion (Flint et al., 2005). Ademas, el panel seleccionado cubre la mayoria
de la diversidad alélica del panel original como se demostro en el analisis de alelos raros.
Se genero6 la idea de utilizar el IS como criterio de seleccion y clasificacion considerando
que el objetivo principal de un estudio de asociacion con accesiones de un banco de
germoplasma es identificar alelos favorables para caracteres adaptativos de interés que
influyen sobre el rendimiento pero sin mucha esperanza de identificar alelos que tengan un
impacto directo sobre el rendimiento como tal, que podria ser el objetivo de un estudio de
asociacion con material mejorado (Hansey et al., 2011), ya que el fondo genético de las

accesiones nativas no es tan bueno para rendimiento.

Los indices de seleccion permiten separar genotipos con base en la evaluacion simultanea
de varios caracteres de interés. Cada método para calcularlos tiene una eficiencia diferente
y el que proporcione la ganancia genética maxima y por unidad de tiempo y esfuerzo es el

mejor (Cerén-Rojas y Sahagtin-Castellanos 2005). En este respecto, el Indice de Seleccion
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desarrollado por Smith (1936) requiere estimaciones de las varianzas y covarianzas de los
valores genotipicos y la asignacion, frecuentemente subjetiva, de pesos econdmicos de los
caracteres involucrados en la seleccion. La eleccion de utilizar el método de Eigen analisis
(ESIM) para construir Indices de Seleccion, con base en el primer componente principal
asociado solamente a la matriz de covarianzas fenotipicas, se bas6 en que este método ha
proporcionado mayor respuesta a la seleccion y no requiere ponderaciones econdémicas ni
estimaciones de varianzas y covarianzas genotipicas (Ceron-Rojas y Sahagun-Castellanos
2005) por lo que estd siendo ampliamente usado en programas de mejoramiento del

CIMMYT.
4.4.2 Diversidad genética en el panel inicial, panel seleccionado y poblaciones nativas

El conjunto de las poblaciones nativas retne la totalidad de la diversidad genética (0,52)
encontrada en todo el conjunto de germoplasma estudiado (Tabla 4.7), pues el origen de
estas poblaciones abarcan una gran diversidad geografica, desde México hasta Paraguay y
Argentina pasando por el Caribe, por lo que seguramente cuenta con diferentes respuestas
al estrés y adaptaciones a las condiciones locales. Por estas caracteristicas el analisis
molecular que se presenta en este estudio es el primero que abarca material latinoamericano

tan heterogéneo y diverso.

A través de los tres tipos de accesiones, material mejorado del Banco (pooles), de
Fisiologia y accesiones nativas se reportd gran proporcion de alelos raros, bajas frecuencias
para la mayoria de los marcadores considerados en este estudio. En otros estudios
publicados también se han encontrado muchos alelos raros en accesiones del Banco de
Germoplasma, donde el mayor nimero de alelos Unicos fue para poblaciones tropicales
entre materiales subtropicales de maduracion precoz e intermedia y poblaciones de maices
de clima templado (Reif et al., 206); en Warburton et al. (2008) se reportaron gran cantidad
de alelos tnicos, esta vez descritos como alelos unicos por locus, siendo para este caso el
mayor numero de alelos raros para poblaciones de mejoramiento (OPVs) incluyendo
tropico, subtropico y tierras altas, seguido por algunas razas de maiz mexicano y el menor
nimero de alelos Unicos por locus fue para CMLs. En nuestro caso, la magnitud de los

alelos unicos encontrados en las poblaciones nativas indican que hay probablemente una
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diversidad genética amplia en las variedades locales que no estd presente en el material
mejorado el dia de hoy (Liu et al., 2003; Dwivedi et al 2008). El hecho que la mayoria de
esta diversidad se encuentra representada por alelos raros hace dificil su rastreo por
métodos de mejoramiento convencional basados solo en la seleccion fenotipica. Por lo
tanto, es importante determinar el valor genético de estos alelos a través de estudios
moleculares como mapeo de asociacion para poder identificar los que presentan un
potencial agronémico y después introducirlos a través de MAS (Ribaut y Hoisington 1998)

en material elite.

Un panel apropiado para mapeo por asociacion debe abarcar tanta diversidad fenotipica y
molecular muy amplia, considerando sin embargo material con una fenologia comparable
(precocidad, altura de planta, etc.) para reducir efectos no deseados como escape a la sequia
o problemas de adaptabilidad a través de diferentes ambientes (Flint-Garcia et al., 2005).
En este estudio, se observo un promedio de 7,2 alelos por locus en el panel inicial y 6,8 en
el panel seleccionado a través de los 30 marcadores moleculares representando para el
panel seleccionado el 94% de los alelos totales, y una diversidad genética de 0,52 y 0,51
para el panel inicial y seleccionado respectivamente (Tabla 4.7). Tanto el nimero de alelos
por locus e indices de diversidad entre el panel inicial y el panel seleccionado indican que
no se penaliza la diversidad genética con la reduccion de 70 a 40 accesiones. La diversidad
genética aqui encontrada (0,52) también fue menor a la diversidad encontrada en el capitulo
anterior para la coleccion de 194 poblaciones de maices latinoamericanos (0,62), evaluados
con un numero similar de microsatélites. Esto es 16gico, ya que se trata de un subconjunto
de accesiones con fenologia un poco mas restringida ya que se considerd unicamente

material tropical.

El nimero de alelos por locus en el panel inicial (7,20) y seleccionado (6,77) fueron
intermedios, y los valores de diversidad genética (0,52 en el panel inicial y diferente grupos
de accesiones) un poco menores si se comparan con algunos indices de diversidad genética
en paneles para estudios de asociacion. Por ejemplo se identificaron 6,5 alelos por locus y
una diversidad genética de 6,1 sobre 55 SSRs en 375 lineas provenientes de Europa y
América en un estudio de tiempo de floracion en maiz (Camus-Kulandaivelu, et al., 2006);

y 8,23 alelos por locus y diversidad genética de 0,65 sobre 82 SSRs en un nuevo panel de
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asociacion para diferentes caracteres de la mazorca, planta y grano, contenido de
carotenoides, entre otros, formado por 155 lineas de maiz (Yang et al., 2010). Considerando
la diversidad muy amplia del panel de accesiones nativas, y ademas que en este estudio se
habria podido esperar una diversidad mayor en comparacién de otros estudios publicados,
es importante recordar la metodologia muy rigorosa adoptada en nuestro estudio que reduce
a casi cero la posibilidad de identificar alelos que no son reales. Estos alelos ficticios,
también llamados falsos positivos, pueden resultar de una lectura inapropiada y/o laxista de
los resultados de secuenciacion, y/o el uso de marcadores que no pasaron por un proceso de
validacion rigorosa. El riesgo de identificar falsos alelos, e incrementar de manera artificial
la diversidad esperada, incrementa con el uso de SSRs con una secuencia repetitiva corta
(dinucleotidos). Entonces, y como se discuti6 en el capitulo anterior la diversidad
encontrada en este estudio en comparacion de otros estudios publicados puede ser menor
considerando el nimero de microsatélites y a la naturaleza de éstos (di, tri, tetra
nucledtida). Ademas, el programa aqui utilizado para el célculo de la frecuencias alélicas
(Freqs-R) (Franco et al., 2005) elimina artefactos como bandas stutter, mencionadas
previamente, alelos falsos, basado en los datos experimentales de la optimizacion de los
marcadores aqui utilizados; ademas, esta optimizacion y remocion de bandas fantasma no
ha sido reportada en los otros estudios. Sin ninguna duda la probabilidad de encontrar

falsos positivos con nuestra metodologia es muy reducida.

4.4.3 QTLs para sequia y cambios de frecuencia alélica e identificacion de /oci con un

potencial agronémico

Para identificar regiones en el genoma del maiz que afectan la morfologia, metabolismo, y
caracteres enzimaticos relacionados con la respuesta a la sequia, estudios de QTLs se han
llevado a cabo dentro de poblaciones construidas de cruzas entre progenitores
representando dos o mas lineas contrastantes (Tuberosa et al. 2005; Ribaut et al. 2008;
Setter et al., 2011). Ribaut et al. (2004, 2008) identificaron varios QTLs para rendimiento,
componentes del rendimiento, ASI y caracteres asociados a tolerancia en sequia en varias
poblaciones biparentales de lineas recombinantes (F2:3 y RIL). Con una de estas
poblaciones de mapeo (RILs), Welcker et al. (2007) encontr6é que algunos de esos QTLs de

sequia co-localizaron con aquellos caracteres de crecimiento de la hoja en déficit de agua, y
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Messmer et al. (2011) en otra de las poblaciones encontré también una buena co-
localizacion de QTL para senescencia y “Stay Green”. Capelle et al. (2010) identificaron
QTLs para humedad del grano, contenido de ABA en embriones y endospermo en un etapa
tardia de la embriogénesis y en la pérdida de humedad del grano; también se han
identificado QTLs para la acumulacion de ABA en las hojas que se relacionan con la
morfologia de la raiz en respuesta a la sequia (Tuberosa y Salvi, 2007). Estudios con
poblaciones biparentales basados en Desequilibrio de Ligamento (LD) son muy apropiados
para identificar loci involucrados en la expresion de los parametros de interés tomando en
cuenta la diversidad alélica de las dos lineas parentales (Bernado et al. 2008). Sin embargo
no es un método apropiado para explorar nuevos alelos en panel de diversidad amplia, para

este tipo de estudio el mapeo de asociacion es el método de predileccion (Rafalski et al.,

2010).

El mapeo por ligamiento para detectar QTLs generalmente se focaliza en la construccion y
analisis de familias que provienen de cruzas entre dos lineas puras endogdmicas. Aunque el
poder estadistico de deteccion de estos QTLs es alto, la resolucion genética es pobre por el
numero limitado de eventos de recombinacion que ocurren durante el desarrollo de la
poblacion de mapeo. Contrariamente, el mapeo por asociacion (AM) y el andlisis de
asociacion del genoma (Genome-Wide Asociation Analysis, GWAS) aprovechan los
eventos historicos de recombinacion que revelan las areas de desequilibrio de ligamiento
(LD) donde los marcadores moleculares permanecen asociados a caracteres de interés
durante muchas generaciones. Sin embargo, el poder de deteccion del AM y del GWAS es
mas bajo que el analisis de ligamiento (Buckler y Thornsberry, 2002; McMullen et al.,
2009). Sin embargo, los dos métodos son muy complementarios ya que después de la
identificacion de alelos de interés a través de un mapeo por asociacion es relevante
confirmar el valor de estos alelos en poblaciones bi o multiparentales. Esta etapa de
validacion es critica ya que el efecto genético de un alelo detectado por asociacion puede
cambiar de manera significante en diferentes fondos genéticos. Hay que reconocer también
que la etapa de la caracterizacion fenotipica en un panel de asociacion sigue siendo un reto
por la diversidad en la fenologia del material y el efecto contundente de la adaptabilidad

con el desempefio agrondmico (Myles et al., 2009).
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Comparando la composicion alélica entre los pooles del Banco de Germoplasma y
Fisiologia con las poblaciones nativas se identificaron cambios en la frecuencia alélica
entre los pooles del Banco de Germoplasma y Fisiologia con las poblaciones nativas con la
mayoria de los marcadores utilizados. Los cambios absolutos de frecuencia alélica
encontrados entre materiales sugieren un aumento en la frecuencia de alelos favorables, o la
disminucion de la frecuencia de alelos no deseables, causados por una seleccion dirigida ya
sea para un buen desempenio agrondomico general (pooles del Banco contra accesiones
nativas), o para caracteres especificos como resistencia a sequia en el caso del material del

Subprograma de Fisiologia contra accesiones nativas y pooles del Banco.

La magnitud de estos cambios no era dependiente de la naturaleza de los SSRs, ya que no
hay diferencia significativa entre los marcadores neutrales y los marcades ligados a genes
conocidos. Sin embargo, se encontraron algunos cambios de frecuencia alélica interesantes
detectados entre los pooles del Banco - Fisiologia, Banco - nativas, y Fisiologia — nativas.
Especificamente se citan algunos casos para genes relevantes para sequia y altas
temperaturas: 1) con el marcador phi008 se detectd el incremento significativo de un alelo
favorable entre los pooles del Banco y Fisiologia, este marcador se derivo del gen rabl5

(responsive to abscisic acidl5) (http://www.maizegdb.org/), importante para al regulacion

del Acido Abscisico (ABA), una hormona asociada con la tolerancia a la sequia (Prioul et
al., 1999; Tuberosa et al., 2002, Sharp, 2006; Setter et al. 2010); ii) el marcador phi076

también es derivado de un gen, cat3 (catalase3) (http://www.maizegdb.org/), este gen esta

ligado a la regulacion de la catalasa, una enzima importante para el mantenimiento de
procesos celulares normales bajo condiciones de estrés oxidativo debido a altas
temperaturas (Guan y Scandalio, 1995; Revilla et al., 2009), con este marcador se
encontraron cambios en las frecuencias alélicas en 5 alelos de 7 identificados y para las tres
clases de germoplasma; iii) el marcador umc1545 ha sido derivado del gen hsp3 (heat

shock protein3) (http://www.maizegdb.org/) (Xiao et al., 2005), este gen esta relacionado

con la sintesis de un grupo de proteinas cuya expresion se incrementa cuando las células
son expuestas a temperaturas elevadas, y relacionado con la expresion del establecimiento
de grano bajo condiciones de estrés (Li et al., 2003); con este marcador se encontraron 3

cambios de frecuencia comparando datos a través de las accesiones del Banco — Fisiologia
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y Fisiologia — nativas; iv) también, el marcador phi299852 ha sido ligado con la co-
localizacion del gen candidato hps101 (heat shock protein 101) (Nieto et al., 2002; Hao et
al., 2010), una proteina de gran importancia para mantener la integridad de las membranas
bajo altas temperaturas, y con este marcador se encontraron dos cambios de frecuencia

comparando para Banco-Fisiologia y dos mds para Fisiologia-nativas.

Vale la pena comentar mas en detalle los resultados encontrados con el marcador phi076,
un marcador que como se mencioné anteriormente es derivado del gen cat3 (catalase3).
Mirando la composicion alélica en este locus a través de los diferentes tipos de material se
puede concluir que este marcador identifica un alelo raro extremadamente importante para
tolerancia a sequia ya que su frecuencia alélica incrementd 35 veces en el material de
Fisiologia en comparacion de las accesiones nativas y los pooles del Banco. Este resultado,
que re-enfatiza el potencial de los alelos unicos de impactar en el desempefio agrondmico
de las plantas, aunque este caso es probablemente poco comun ya que la probabilidad de
incrementar de manera tan espectacular un alelo con una frecuencia original igual o inferior
a 1% por solo seleccion fenotipica es muy baja. Considerando que mas de la mitad de los
alelos identificados en el material nativo son raros (56%) es muy probable que una buena
parte de los alelos con potencial agrondmico presente en las poblaciones nativas no hayan
sido incorporados todavia en material elite. Este resultado destaca la necesidad de

identificar estos alelos a través de estudios genéticos como el mapeo por asociacion.

La idea de aprovechar cambios de frecuencia alélica en poblaciones a través de ciclos de
seleccion para identificar alelos favorables y desfavorables para los caracteres
seleccionados no es completamente nueva. Un estudio para cuantificar las frecuencias
alélicas a través de 8 ciclos de seleccion recurrente de una familia de hermanos para
tolerancia a la sequia fue conducido en CIMMYT vy fue reportado en la primera reunion
InterDrought (Ribaut et al., 1996). Los objetivos especificos de este estudio fueron: 1)
determinar la magnitud de los cambios de frecuencia alélica y la probable posicidon en el
genoma de los alelos correspondientes; ii) establecer si estas regiones gendmicas
correspondian a QTLs previamente mapeados para ASI en una poblacion F2 derivada
principalmente de germoplasma Tuxpefio; y iii) investigar las implicaciones del analisis

concerniente al mejoramiento de poblaciones bajo sequia usando marcadores moleculares.
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Usando un conjunto de 20 RFLPs se identificaron cambios en diferentes /oci que co-
localizaron con QTLs relacionados con sequia en otros estudios, y concluyeron que
indudablemente la identificacion de alelos favorables, los que aumentaron su frecuencia
alélica, como una respuesta a la presion de seleccion fue posible. Otro grupo exploro esta
metodologia (Labate et al., 1999) para examinar los efectos del mejoramiento en los
cambios de frecuencia alélica con 82 RFLPs en dos poblaciones de maiz que se sometieron
a seleccion recurrente reciproca, los resultados mostraron que un 30% de los alelos se
extinguieron y un 10% estuvieron cerca de la fijacion (frecuencia alélica aproximada de 1)
después de 12 ciclos de seleccion en cada poblacion. Los autores demuestran que estos
cambios no pueden ser el resultado del la deriva genética y pero si resultan de la presion de
seleccion aplicada a cada poblacion. También en este estudio se enfatiza que el tamafio
efectivo de la poblacion es un parametro clave para discernir los cambios de frecuencia

alélicas debido a la deriva genética de aquellos que resultan de la seleccion.

Estos estudios, conducidos dentro de poblaciones seleccionadas a través de diferentes ciclos
apoyan la metodologia considerada en este trabajo de Tesis. Lo mas sobresaliente del
conocimiento expuesto aqui es que nunca se habian examinado cambios de frecuencia
alélica entre material nativo y poblaciones mejoradas, y menos todavia a través de un panel
tan diverso. Aunque en los estudios mencionados se reconoce la limitante de la baja
densidad de datos genotipicos que limita mucho el potencial de la metodologia ya que en
estas poblaciones de polinizacion abierta el desequilibrio de ligamiento es muy pequefio,
este limitante ya no serd mas un problema con el desarrollo de nueva metodologia de

caracterizacion genotipica como se discute mas adelante.

La arquitectura genética de caracteres cuantitativos complejos es generalmente estudiada
como el objetivo final en el mejoramiento del desempefio agrondomico en los cultivos (Yang
et al., 2010); marcadores funcionales son desarrollados y aplicados en programas de
mejoramiento molecular después de que los alelos favorables son identificados por analisis
de ligamiento o mapeo por asociacion (Andersen y Liibberstedt 1993), en este sentido, los
resultados aqui generados con SSRs son positivos y alentadores pues se infieren alelos
favorables para algunos caracteres de interés. Sin embargo, y aunque algunos de los alelos

identificados pueden ser utilizados directamente en programa de mejoramiento (alelo 176
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para phi076), este estudio tiene que considerarse como un “proof of concept” y sin ninguna
duda se requiere un estudio de mapeo por asociacidon como etapa siguiente para aprovechar
y maximizar el potencial de la estrategia de identificaciébn e introgresion de alelos
favorables de material nativo a germoplasma elite. Ademas, un analisis de mapeo por
asociacion en estos materiales heterogéneos maximiza el uso de la diversidad genética
presente en el maiz al poder utilizar fuera de los materiales elites frecuentemente utilizados
en analisis de ligamiento, material diverso con o sin estructura, relaciones conocidas y/o
desconocidas (Flint-Garcia et al., 2005; Hansey et al., 2011) como el germoplasma aqui
estudiado. Sin embargo, los resultados de este estudio demuestran sin ninguna duda que la
metodologia funciona y que utilizando marcadores moleculares se puede identificar en
accesiones nativas alelos favorables para caracteres de interés y finalmente para fines
agronomicos. Estos alelos se pueden identificar mirando cambios de frecuencia alélica a
través de material sometido a diferentes tipos de seleccion o conduciendo mapeo por
asociacion. Ademas del descubrimiento de /oci de interés, los cambios de frecuencia alélica
entre las diferentes clases de germoplasma pueden llevar al descubrimiento de genes
candidatos involucrados en la expresion de caracteres de interés (Rafalski 2010), y la
caracterizacion genética de los diferentes alelos contenida en cada accesion podria ser muy

valiosa para programas de mejoramiento avanzados (Lu et al., 2010).

El valor de los estudios de asociacion para identificar genes y alelos relacionados con la
variacion genética cuantitativa crece a medida que se desarrolla metodologia para
incrementar la densidad de los datos genotipicos (Hansey et al., 2011). Este incremento
explotd en la mayoria de los cultivos con el descubrimiento de los marcadores SNPs, y la
densidad de marcadores paso en algunos afios de centenares a miles (Yan et al., 2011) y
hasta medio millon en arroz (McCouch et al., 2010). Estas nuevas tecnologias hacen de los
estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) una metodologia muy atractiva y
eficiente (Rafalski et al., 2010). Los bajos costos en secuenciacion han motivado a los
investigadores a desarrollar un método robusto y rentable de multiple secuenciacion
llamado ‘Genotyping-By-Sequencing’ (GBS), y es posible que esta metodologia reemplace
la caracterizacion genotipica con marcadores en alta densidad para estudios de diversidad

en los afios que vienen (Elshire et al. 2011). Sin embargo, el andlisis de datos con esta
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metodologia requiere de la disponibilidad de herramientas de bioinformaticas para la
evaluacion de la calidad / filtrado, agrupamiento y el montaje, alineacion y anotacion de
secuencias de referencia los cuales pueden crear algiin cuello de botella para la aplicacion

de la tecnologia a gran escala.

Aunque la metodologia esta demostrada y los marcadores de alta densidad para genotipos
estan disponibles para maiz, el nimero de poblaciones de mapeo (paneles de asociacion)
que han sido publicadas sigue limitado considerando la importancia econdémica de este
cultivo. Sin embargo, no hay duda que esta metodologia es ampliamente aplicada en el
sector privado y los resultados se mantienen en la confidencialidad en las grandes

compaiiias semilleras (Yu y Buckler, 2006).

La primera poblacion de mapeo por asociacion publica consistié en 102 lineas diversas de
maiz (Remington et al., 2001), nuevas versiones han sido caracterizadas y publicadas mas
recientemente; Thornsberry et al. (2001) fue el primer estudio en asociar los polimorfismos
en la secuencia de ADN dentro del locus D8 con el tiempo de floracion. Estudios
posteriores con la misma poblacién de mapeo asociaron el gen candidato su/ con el sabor
dulce (Whitt et al., 2002), bt2, shi, y sh2 con la composicion del grano y otros genes
candidatos involucrados con la biosintesis del almidon (Wilson et al., 2004). El escaneado
completo del genoma del maiz fue satisfactorio en la identificacion de genes clave en la
sintesis de aceites (Belo et al., 2008), mientras que estudios de genes candidatos han
permitido la diseccion de las vias bioquimicas que controlan la biosintesis de carotenoides
(Yan et al., 2010) y aceite (Zheng et al., 2008). Las mejores caracteristicas de los enfoques
de ligamiento y de asociacién se pueden combinar a través del mapeo de asociacion
anidado (Nested Association Mapping, NAM), este andlisis proviene del mapeo de QTLs a
gran escala de una poblacion de 5.000 lineas recombinantes de maiz (RILs) derivadas de
cruzar cada una de 25 lineas diversas y endogamicas de maiz con B73 (Yu y Buckler,
2006), Las RILs son "anidadas" en el sentido de que todas ellas comparten un antepasado
comun, B73, pero cada poblacion tiene un padre o la madre diferente. La estrategia NAM
consta de una caracterizacion genotipica robusta de marcadores o secuenciacion de los
padres, los SNPs especificos de los padres se utilizan para clasificar cada segmento

cromosomico que definen cada RIL en funcién de si se deriva de B73 o del padre o la
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madre correspondiente. De esta manera, los datos de alta resolucion genotipica pueden ser
proyectadas desde los padres a la descendencia RIL, sin la necesidad de secuenciar toda la
descendencia, se caracteriza fenotipicamente la descendencia para los caracteres complejos
de interés y finalmente se realiza el analisis de asociacion del genoma completo
relacionando los caracteres fenotipicos con la caracterizacion genotipica proyectada en la
progenie (Yu et al., 2008; McMullan et al. 2009). Esta metodologia ha sido llevada
satisfactoriamente identificando genes clave para floracion (Buckler et al., 2009),

arquitectura de la hoja (Tian et al., 2011), y resistencia a enfermedades (Poland et al., 2011)

Mas recientemente y por primera vez para sequia Setter et al. (2011) tomaron 350
genotipos de materiales tropicales y subtropicales existentes en los programas de
mejoramiento del CIMMYT para crear un panel con gran diversidad genética y utilizaron
mapeo por asociacion y genes candidatos para identificar /oci involucrados con los niveles
y acumulacion de carbohidratos y ABA en la mazorca y en la inflorescencia masculina o
panoja durante el estrés hidrico. Estos avances podrian significar no solo la explotacion de
la diversidad genética interpoblacional sino el acercamiento al aprovechamiento real de la
diversidad genética intraespecifica presente en materiales heterogéneos de maiz como los

materiales nativos
4.4.3 Heredabilidad

La probabilidad de identificar regiones cromosdémicas relevantes y una estimacion precisa
de sus efectos depende de una buena caracterizacion fenotipica de los materiales genéticos
utilizados originalmente para establecer las asociaciones genotipo-fenotipo (Tuberosa et al.,
2011). En otras palabras, la efectividad de estos estudios, depende intimamente de qué tan
bien y con qué precision ha sido evaluado fenotipicamente el caracter de interés en el panel
en estudio. De hecho, una baja heredabilidad afecta la probabilidad de detectar la presencia
de QTLs (Flint-Garcia et al., 2005; Tuberosa et al., 2011), porque de una manera practica la
heredabilidad representa el limite superior de la proporcion de la variacioén fenotipica del
conjunto de datos puede ser explicado en los estudios genéticos (Flint-Garcia et al., 2005).
En este sentido, en el panel inicial aqui estudiado la heredabilidad calculada para

rendimiento y mazorcas por planta fueron las dos altas (> 0,70), en condiciones de estrés
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0,91 y 0,74 para regadio, si se tiene en cuenta valores anteriormente reportados entre 0,30 —
0,70 (Tuberosa et al., 2011). Ribaut et al. (2008) también reportaron niveles de
heredabilidad, sin embargo con valores un poco mas altos (0,4-0,88) para componentes del
rendimiento y caracteres secundarios. Los valores mas altos se obtienen para caracteres que
se miden de manera cuantitativa (peso de granos, ASI, nimero de mazorcas) y las mas
bajas para caracteres estimados (por ejemplo: senescencia, enrollamiento de las hojas). Se
observa también que aunque la heredabilidad del rendimiento se reduce en general bajo
condiciones de sequia, para caracteres secundarios puede incrementar en condicién de
sequia ya que tiene una mejor segregacion en poblaciones biparentales. En este estudio es
importante subrayar que la segregacion de las accesiones fue muy diversa bajo ambos tipos
de riego y que también el numero de plantas medidas por cada accesion es mas alto
comparando (surcos de 5 metros) con los estudios de Ribaut (surco de 2.5 metros), dato que

puede impactar de manera favorable las heredabilidades.

Los valores altos reportados aqui, resultan de la combinaciéon de una metodologia muy
robusta desarrollada a través de 20 afios en CIMMYT, un niimero de plantas por accesion
alto, y de la diversidad muy amplia del material (accesiones de Banco, fisiologia y nativas)
que genera una buena segregacion fenotipica para los diferentes caracteres considerado en

el estudio.

Para entender mejor la varianza genética y el impacto del G x E para los diferentes tipos de
accesiones, la heredabilidad fue calculada para los diferentes tipos de material. El resultado
de esta “diseccion” de las heredabilidades calculadas en el panel inicial en heredabilidades
para material nativo y material mejorado para condiciones de estrés y regadio indican que
el ensayo fue bien conducido y controlado a pesar de tener materiales nativos con alta
variabilidad genética, que, en general son dificiles de ensayar. En esta diseccion de la
heredabilidad, las accesiones nativas conservaron valores entre rangos intermedio- alto para
los componentes de rendimiento (>0,40), y para casi la mayoria de los caracteres
secundarios. En algunos casos, para caracteres como enrollamiento de hoja y senescencia
visual se obtuvieron valores menores a 0,40. Estos valores bajos podrian ser atribuibles a la
escala subjetiva usada para la evaluacién de estos caracteres durante la toma de datos y

estos valores corresponden a lo que se encontrd en la litertura.
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4.4.4 Efectos de la estructura de poblacion

El efecto de la estructura de poblacion en los caracteres de interés determinado por el
porcentaje de variacion del caracter explicada por la estructura es una indicacioén del poder
de deteccion de alelos significativos en el panel que va a ser utilizado. El conocimiento en
detalle de las relaciones genéticas entre individuos/poblaciones en un panel de asociacion
es un factor clave para evitar falsas asociaciones. La estructura de poblacion (Matriz Q, o
matriz de proporcion de ancestro) estimada usando STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) es
una via para corregir falsas asociaciones debido a las relaciones genéticas del material en
estudio. Esto en algunos casos es dificil por la estimacion del nimero de grupos (K), como
se ha visto en el desarrollo del capitulo anterior y en el presente. El valor mas alto de
In[prob(dato)] entregado por STRUCTURE es el que generalmente se toma en la
estimacion de K, pero en situaciones reales pocos conjuntos de datos parecen confirmar el
modelo (Yang et al., 2010). Por este motivo se siguid también en este capitulo la
metodologia reportada por Evanno et al. (2005) y explicada en el capitulo anterior (Anexo
7.6). Sin embargo, y a pesar de la dificultad para definir grupos estructurales presentes en el
panel de estudio, el uso del ACoP para evaluar la variabilidad fenotipica debido a la
estructura poblacional aportd solidez a los resultados cuando se tom6 como co-variable la

matriz Q.

Los resultados obtenidos muestran que el incremento del nimero de grupos asumidos en el
analisis de estructura poblacional en un panel estudiado es determinante para el estudio de
la variabilidad fenotipica debido a la estructura. Es decir, cuando se incrementa el nimero
de grupos asumidos, se incrementa a su vez el porcentaje de variacion debido a la estructura
para el caracter bajo estudio, que podria derivar en un sobre ajuste del modelo de analisis.
De otro lado, el uso de la matriz Q como un conjunto de co-variables para calcular los
efectos de la estructura de poblacion en la variabilidad fenotipica, mas que el uso del
nimero de grupo como co-variable, podria ser més relevante cuando la variabilidad para un
caracter dado depende altamente del valor de grupos asumidos dados por el andlisis de
estructura (K). Analogamente, si se usa ACoP, la variabilidad para un caracter estaria dada
por el conjunto de datos generados para cada individuo/accesion donde cada componente

principal describiria la pertenencia de una individuo/accesion a un grupo o su ascendencia
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(Zhu et al., 2008). Utilizando los componentes de la matriz Q de proporciéon de ancestro
como co-variable, los promedios de la variacion fenotipica a través de todos los caracteres
medidos donde se encontrd variabilidad fenotipica estan grandemente afectados, 37% y
21% en panel inicial (para K=9) y panel seleccionado respectivamente indicando que la
estructura de poblacion es un factor importante que contribuye en la variacion fenotipica
del panel inicial y seleccionado en este estudio, sin embargo los efectos variaron
dependiendo del caracter como se ha expuesto en otros estudios (Yang et al., 2010). Estos
valores altos de variacion fenotipica debida a la estructura de poblacion implican la
importancia de la matriz de proporcion Q extraida del programa STRUCTURE y que debe
ser incluida posteriormente en el modelo de andlisis de asociacion para evitar falsas

asociaciones.

Existen grandes diferencias en la variabilidad fenotipica afectada por la estructura de
poblacion en caracteres como la fecha de floracion. Esto es debido al germoplasma
escogido para el panel de asociacion. Por ejemplo, estd pobremente afectado en el panel de
asociacion en Yang et al. (2010) (R’ < 2%), este panel principalmente contiene lineas de
clima templado provenientes de China y Estados Unidos; grandemente afectado en el panel
formado por 302 lineas de maiz que representan parte de la diversidad genética presente en
programas de mejoramiento del sector publico alrededor del mundo en Flint-Gracia et al.
(2005) (R’ > 32%). Moderadamente afectado debido a la estructura (R’ < 22%) en Hansey
et al. (2011) en un panel formado por 1411 lineas de fenologia restringida. En el presente
estudio, en el que se restringio la fenologia en base a la fecha de floracion, los porcentajes
de variacion fenotipica para ASI en panel inicial (16%) y para el panel seleccionado (donde
no se encontrd variacion fenotipica debido a la estructura), apoyan los andlisis aqui

realizados cuando se restringio la fenologia con el tiempo de floracion masculina.

Las diferencias en rendimiento de las tres diferentes clases de germoplasma, nativas, pooles
genéticos desarrollados por el Banco de Germoplasma y, especialmente, las variedades de
polinizacion abierta (OPVs) tolerantes a la sequia del subprograma de Fisiologia, que
rindieron 10 y 2 veces mas que las accesiones nativas y los pooles respectivamente en
condiciones de sequia, podrian explicar las altas respuestas de variacion fenotipica para los

caracteres medidos causados por la estructura de poblacion en panel inicial. Estas

157



respuestas de variacion fenotipica podrian ser explicadas debido a los efectos de la intensa
seleccion humana fenotipica que han sido objeto los pooles del Banco de Germoplasma y
Fisiologia. La comparacion entre los valores de los porcentajes de variacion fenotipica
debido a la estructura del panel inicial con las nativas en el panel seleccionado y las nativas
en el panel inicial sugieren que la presion de seleccion fue mas alta durante el desarrollo de
las OPVs y de los pooles del Banco de Germoplasma para rendimiento y nimero de

mazorcas por planta pero fue reducida para los caracteres secundarios aqui estudiados.

Paralelamente, y relacionado con las diferencias entre las tres clases de germoplasma
mencionadas en parrafo anterior, las significantes respuestas de variacion fenotipica para
los caracteres medidos causados por la estructura de poblacion, podrian ser explicadas
también por los grupos formados en el andlisis de estructura del panel inicial y panel
seleccionado. Se encontrd, que en la mayoria de los casos se encuentran en un mismo grupo
material mejorado con poblaciones nativas debido a origenes comunes y/o razas presentes
en las bases genéticas de estos materiales, y que ademds se estudian de manera
independiente como poblaciones nativas; el caso mas notorio es de la raza Tuxpefio de
México que forma parte de la base genética de diferentes pooles genéticos o materiales
mejorados como: Pool 23 x Pool 24 (&), Pool 24 x Pool 23 (Best testcrosses), Pool 23 x
Pool 24 (Best testcrosses), Tuxpefio Crema, OPV-LPSDR y OPV-DTPW/LPSDR (detalles
en Tabla 4.2). También, relaciones poblacionales entre materiales de Meéxico-
Centroamérica-Caribe-costa este de Sudamérica ya se han discutido en el capitulo anterior,
sobre maices Latinoamericanos, y se pone de nuevo en evidencia aqui, en la evaluacion de

materiales tropicales.

Con todas las relaciones interpoblacionales encontradas, las altas variaciones fenotipicas
debido a la estructura para muchos de los caracteres medidos en panel inicial y
seleccionado, las diferencias entre las tres clases de germoplasma y la identificacion de
poblaciones nativas como fuente de alelos para ASI y vigor sugeridos por la distribucion
fenotipica se evaluo la hipdtesis de que la presencia de material mejorado incrementa la

variacion fenotipica explicada por la estructura poblacional.

158



Para probar esta hipotesis se hizo también un discernimiento de la variacion fenotipica
explicada por la estructura poblacional tomando solo las poblaciones nativas presentes en el
panel inicial y seleccionado. En este caso, el porcentaje de variacion fenotipica debido a la
estructura disminuye més de un 80% para rendimiento y nimero de mazorcas por planta,
ASI esta pobremente afectado en nativas seleccionadas (3%) y moderadamente afectado en
nativas del panel inicial (13%). En general, lo deseado para un anélisis de asociacion es una
pobre variacién fenotipica del cardcter en cuestion debida a la estructura de poblacion,
porque con una alta variacion debido a la estructura alelos funcionales cuya distribucion
coincide con la estructura no seran detectados cuando el modelo incluye las estimaciones
de la estructura de poblacion (Flint et al., 2005). Las variaciones fenotipicas de los 8
caracteres aqui estudiados a través de los diferentes enfoques de germoplasma sugieren un
gran potencial de estudio para componentes del rendimiento y caracteres secundarios, la
clave en el uso del germoplasma esté en la flexibilidad que expresa el panel inicial, porque
puede ser analizado en diferentes direcciones, es decir, enfatizando en los caracteres donde
la variacion fenotipica de un caracter especifico debido al estrucutrua es pobre o
moderadamente afectada, porque mientras que en un sub panel i el caracter j podria exhibir
una alta variacion fenotipica debida a la estructura y en otro sub panel £ la situacién podria
ser contraria y favorable para un estudio de asociacion como se detallard en la seccion

siguiente.
4.4.5 Observaciones caracter-panel de asociacion

Aunque los resultados presentados son muy alentadores, se puede inferir que analisis de
asociacion que capturen nuevos alelos para mejoramiento bajo sequia de accesiones del
Banco de Germoplasma no es tampoco una tarea facil. Aunque estos recursos genéticos se
han caracterizado en “paneles de diversidad” que capturan una gran parte de la variacion
genética presente en estos materiales heterogéneos (Warburton et al., 2002; Reif et al.,
2004; Dubriel et al., 2006, Warburton et al., 2008) su adaptacién y fenologia no ha sido
tomada en cuenta (Hansey et al., 2011). Precisamente esta falta de informacion relacionada
con los materiales heterogéneos representa uno de los puntos importantes de este trabajo de
Tesis a nivel institucional y de investigacion aplicada. Puntualizando, los pooles de Banco

y OPVs del Subprograma de Fisiologia del CIMMYT han sido evaluados varias veces en
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campo o usados como controles en los ensayos de los respectivos programas pero no habian
sido caracterizados genotipicamente; de manera contraria, algunas accesiones que
corresponden a materiales nativos han sido caracterizadas genotipicamente por programas
nacionales o en el CIMMYT pero con poca evaluacion fenotipica que facilite la
comparacion de su desempeio agronémico y su potencial como fuente de germoplasma

para caracteres de interés.

En miras de realizar un andlisis de asociacion, agrupar diferentes clases de germoplasma
podria no ser optimo, especialmente si algunas accesiones han experimentado presion de
seleccion y otros no, y que generan una fuerte estructura de poblacion que no es
recomendada para un estudio de asociacion. Sin embargo, este trabajo de Tesis resalta el
hecho de que un panel germoplasma heterogéneo puede ser idoneo para llevar a cabo un
estudio de asociacion para algunos y no necesariamente todos los caracteres que se podrian
estar tomando inicialmente en consideracion. Respecto a los materiales nativos se demostro
que son poseedores de variabilidad alélica importante para caracteres secundarios puesto de
manifiesto aqui en la distribucion fenotipica, la descripciéon del rendimiento bajo
condiciones de estrés y condiciones normales, y en la variabilidad fenotipica debido a la

estructura poblacional.

Un panel compuesto solo por las 56 accesiones de poblaciones nativas presentes en el panel
inicial de 70 accesiones de maiz tropical, parece ser apropiado para identificar nuevos
alelos a través de estudios de asociacion relacionados con componentes del rendimiento
bajo sequia, porque para rendimiento no se encontrd variabilidad fenotipica debida a la
estructura, para mazorcas por planta estd pobremente afectado (R’= 4%); y para sincronia
de floracién moderadamente afectado (R*= 13%). Para analisis de asociacion de caracteres
secundarios como senescencia, enrollamiento de hoja, contenido de clorofila, el panel
seleccionado compuesto por 40 accesiones parece ser mas adecuado porque las variaciones
fenotipicas explicadas por la estructura poblacional de estos caracteres estan pobremente
afectadas. El panel compuesto por las 29 accesiones de poblaciones nativas en el panel
seleccionado, aparece también como un interesante panel de analisis de asociacion para casi

todos los caracteres estudiados (aparte de la senescencia) pues la variabilidad fenotipica
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debido a la estructura estuvo por debajo del 15%. Sin embargo, en este panel se requieren
mas andlisis para entender si el numero limitado de accesiones podria sesgar el analisis de

asociacion.
4.5 Conclusiones

El material aqui estudiado compuesto por complejos genéticos o pooles desarrollados por el
programa de pre-mejoramiento del Banco de Germoplasma del CIMMYT, material
mejorado para resistencia a sequia del Subprograma de Fisiologia del CIMMYT y
poblaciones nativas mostrd un amplio rango de variacion fenotipica para rendimiento y los
caracteres secundarios medidos bajo condiciones de estrés hidrico severo y riego normal.
Los valores altos de heredabilidad para los caracteres evaluados demostraron la calidad de

los datos fenotipicos.

Utilizando un Indice de Seleccion y considerando el tiempo de floracion masculina del
panel inicial se selecciond un subconjunto de 40 accesiones, es decir, 20 accesiones
tomadas de cada uno de los extremos de la distribucion fenotipica donde 12 de las mejores
accesiones provienen del material mejorado, y este panel seleccionado representa el 94% de

la diversidad genotipica del panel inicial.

Como lo demuestran los resultados del Indice de Tolerancia a Sequia, el desempeio
agrondmico del material mejorado bajo condiciones de estrés hidrico refleja mas la
presencia de alelos favorables para mecanismos de vigor que mecanismos de tolerancia a

sequia.

Considerando el desempefio agrondomico de las accesiones del Banco para caracteres
secundarios importantes para la tolerancia a la sequia, ya que no tiene mucho sentido mirar
el rendimietno per se de este material no mejorado, se identificaron accesiones nativas con
una sincronia floral muy buena y un contenido de clorofila alto bajo condiciones de sequia.
Estos resultados muy importantes demuestan el potencial de estas accesiones como fuente
de alelos favorables para la expresion de estos caracteres que contribuyen a impactar el

rendimiento bajo estrés hidrico. Sin ninguna duda la introgresion de estos alelos de manera
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integrada puede mejorar el desempefio agrondmico de material elite cultivado hoy dia en

Latinoamérica.

La gran proporcion de alelos raros identificados en este estudio, y el hecho de que para los
loci que presentan un numero alto de alelos, solo 2-3 de ellos representaban la mayoria de
la diversidad en términos de frecuencia alélica, sugiere que estas accesiones nativas
también fueron sometidas a seleccion natural o humana (campesinos) a través del tiempo.
El concepto de la gran diversidad del maiz parece ser un concepto un poco relativo
dependiendo de si se evaltia la diversidad por nimero de alelos per se en cada locus o si se

consideran las frecuencias alélicas en un material dado.

Este estudio genético indica que una fuente de diversidad importante para mejoramiento se
encuentra probablemente en los alelos raros y/o unicos de las accesiones nativas ya que la
seleccion no los elimindé como lo demuestra el numero de alelos por locus comparable a
través de los diferentes tipos de material. Este dato demuestra tambien la limitacion de la
seleccion fenotipica para incrementar las frecuencias alélicas de alelos Unicos a través de

ciclos de seleccion; phi076 es una excepcion en este contexto.

Considerando la magnitud de los alelos raros y/o unicos encontrados en las accesiones
nativas, la dificultad de identificarlos y rastrearlos a través de una seleccion fenotipica,
especialmente si estan en repulsion con otros alelos favorables, y el impacto fuerte que
podrian tener algunos de ellos sobre el desempefio agronomico de las plantas, se demostro

con los resultados observados para el marcador phi076.

No hay ninguna duda que el uso de marcadores moleculares puede impactar de manera
significativa el acceso a los alelos favorables que se encuentran en accesiones nativas
permitiendo: 1) identificar el potencial de estos alelos raros y/o Unicos a través de estudios
de asociacion o cambios de frecuencia a través de los ciclos de seleccion y ii) rastrear estos

alelos favorables en material elite (BC y MAS).

Los andlisis de estructura poblacional del germoplasma, combinados con los datos
fenotipicos permitieron identificar grupos accesiones con alelos especificos interesantes

para vigor, sequia, escape de la sequia, y caracteres secundarios. Basados en estos
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resultados, el panel inicial aqui estudiado podria utilizarse de una forma flexible, es decir,
utilizando “sub paneles de asociacion” que podrian ser usados para diferentes caracteres de
interés como componentes del rendimiento y caracteres secundarios de manera

independiente.

Este analisis identificd también accesiones con una fenologia muy interesante pero que no
agruparon con los diferente tipos de material considerado, incluyendo las accesiones
mejoradas, indicando una diversidad genética con potencial agronémico que probablemente
no fue explotada a través del mejoramiento ya que una proporcion alta de los alelos de estas
accesiones son Unicos o muy raros a través de las otras accesiones consideradas en este

estudio.
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5. PERSPECTIVAS

Durante el desarrollo de este trabajo de Tesis fue evidente la falta de informacion
relacionada con las caracteristicas particulares de las razas de maiz de una forma
compilada, practica y accesible. Existen razas de maiz muy especiales, por ejemplo, la raza
Chococefio del Pacifico Colombiano que germina en condiciones de inundacion, condicion
limitante para muchas variedades mejoradas, la raza Llutefio del norte de Chile que
presenta alta tolerancia a la salinidad y al exceso de Boro, o la accesion Michoacan 21 de
Meéxico que presenta alelos latentes permitiendo a la planta sobrevivir periodos muy largos
sin agua poniéndose en un estado de latencia caracterizado por un metabolismo muy lento.
Sin embargo, esta informacion se encuentra muchas veces contenida en los programas
nacionales y a veces no es publicada o difundida, representando a veces un cuello de botella
dentro del proceso de exploracion y busqueda de opciones para el aprovechamiento de la
diversidad de los maices nativos. Por esta razon, es necesario el intercambio de informacion
relacionada con los atributos y cualidades especiales de las razas de maiz como resistencia
a enfermedades, plagas y calidad nutricional. En este aspecto, crear y/o fomentar una red de
intercambio solida de la informacién y germoplasma basada en un conocimiento integral de
los materiales nativos podria generar la rapida identificacion de materiales que pueden
servir como base genética en el desarrollo de variedades que enfrenten de manera
contundente retos debidos a sus ambientes, en particular en paises en vias de desarrollo, los
posibles escenarios de cambio climético como altas temperaturas, sequia, enfermedades, y
sean eficientes en la utilizacion de nutrientes como Nitrogeno y Foésforo. Con el
conocimiento integrado de las razas de maiz se podrian conducir diversos estudios dirigidos
en materiales nativos y no al azar, agrupando material diverso, como se hace en la mayoria
de los casos. En este contexto, los indices de diferenciacion genética podrian ser de gran
utilidad y aplicarse desde diferentes puntos de vista, por ejemplo, podrian estudiarse los
indices de diferenciacion entre materiales que corresponderian a diferentes adaptabilidades:
tropico-subtropico, tropico-valles altos, subtropico-valles altos, que ligados a una
caracterizacion fenotipica y genotipica robusta ademds de un sistema de informacién

geografica podrian revelar /oci relacionados con la adaptabilidad de estos materiales.
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Una caracterizacion fenotipica y genotipica mas amplia de los recursos genéticos de maiz y
el entendimiento de la estructura de la diversidad presente podrian mejorar la eficiencia de
la utilizacion de estos recursos para el mejoramiento del cultivo. Con respecto a lo
planteado, la caracterizacion genotipica cuenta con avances progresivos en nuevas
herramientas y accesibilidad a la tecnologia que puede ser aplicada a los materiales nativos.
Sin embargo, aunque en el aspecto de la caracterizacion fenotipica también hay avances en
el descubrimiento de caracteres secundarios e instrumentos para medirlos, los materiales
nativos cuentan a nivel general, solo con datos de pasaporte, es decir, datos como lugar de
colecta, color y tipo de grano, raza primaria, datos necesarios para ser clasificados en un
banco de germoplasma. En este contexto, es necesario que la caracterizacion fenotipica sea
dirigida a la evaluacion de los materiales nativos en condiciones de estrés abiodtico o bidtico
que enfrenta el material elite, que ligada a la caracterizacion genotipica permitiria la
identificacion de germoplasma util poseedor de alelos favorables para condiciones
adversas.

A pesar de que se ha avanzado en tecnologias computacionales, basadas en
caracterizaciones fenotipicas, genotipicas, o ambas para clasificar los recursos genéticos,
definir colecciones nucleo, e identificar alelos favorables para parametros agronomicos,
falta mucho para convertir este conocimiento en herramientas tangibles que puedan ser
aplicadas rutinariamente en los programas de mejoramiento.

Aunque estudios de diversidad especifica (ligados a caracteres de interés) podrian llevarse a
cabo, incluso con marcadores SSRs como los utilizados en este estudio si se considera que
mads de 240 SSRs se han derivado de genes identificados previamente

(http://www.maizegdb.org/) y la informacion se encuentra disponible para ser utilizada, es

imperativo considerar nuevas herramientas para generar una cantidad mas grande de
informacion genotipica y a menor costo. Lo anterior, no solo con el fin de caracterizar el
germoplasma de maiz disponible, sino también de hacer mas eficiente el uso de la
diversidad genética que no ha sido explotada y se encuentra en los maices nativos como se
ha puesto de manifiesto en este estudio y que también poseen sus parientes silvestres. Sin
embargo, alcanzar estos objetivos representan retos importantes, entre ellos: 1) una
caracterizacion fenotipica amplia y de calidad para caractres de interés, incluyendo

evaluacion multilocalidades en campo, e ii) inversiones substanciales en genomica y
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disciplinas asociadas se requeriran para la aplicacion de las nuevas tecnologias
especialmente en el sector publico y en los diferentes programas nacionales de
investigacion en los paises latinoamericanos. En estos dias, estas inversiones al nivel
institutional no deben ser tanto para el desarrollo de las tecnologias por si mismas, ya que
consorcios e iniciativas grandes se encargan de esto, pero mas en el sector del manejo de
los datos genotipicos a saber: almacenamiento, acceso e intercambio, documentacion y

control de calidad.

De manera general, en base a los resultados presentados en este estudio, en la exploracion
de poblaciones heterogéneas de maiz para analisis de mapeo por asociacion se deduce que
esta metodologia representa una alternativa para el aprovechamiento de la diversidad
genética presente en los materiales heterogéneos de maiz. Una vez que los datos
genotipicos estan disponibles, el analisis de asociacion se puede realizar utilizando los
datos fenotipicos obtenidos bajo condiciones de sequia y de regadio. Combinando los
resultados de los estudios de asociacion en condiciones de agua limitada y regadio normal
permitira la identificacion de los /oci implicados en la tolerancia a la sequia y en vigor de la
planta bajo este estrés. También se demostrd el interés de la co-localizacion de genes
candidatos, diponibles en diferente bases de datos (Hao et al., 2010), con /oci que presentan
nivel de associacion significativas para los parametros de interés, o que presentan cambios

de frecuencias alélicas importantes a través de seleccion (ver resultados con Phi 063 y 076).

Aunque la metodologia de los analisis de ligamiento ha permitido la identificacion de
muchos QTLs en caracteres de interés de importancia agrondmica, varios desarrollos
metodologicos recientes estan permitiendo promover esta tecnologia para ser todavia mas
potente. Por ejemplo el uso de marcadores como SNPs permite incrementar el nlimero de
datos genotipicos de manera significativa, reduciendo el costo por unidad de dato por un
factor de aproximadamente al minimo de 20 veces en comparasion de SSRs. Estos SNPs
pueden ser usados de manera individal, ya que hay miles de estos tipos de marcadores
disponibles para la mayoria de los cultivos de interés incluyendo el maiz, o en tandas o
grupos a través del uso de microarreglos que son la plataforma de marcadores de alta
densidad para los datos genotipicos como por ejemplo: Veracode, GoldenGate, Infinitum

(McCouch et al., 2010). Gracias a estas nuevas heramientas genomicas, para maiz, el
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ultimo chip agrupa 50.000 SNPs, se sugiere que un estudio de asociacion podria ser
conducido combinando una caracterizacion fenotipica de calidad, como la realizada en este
estudio, y una caracterizacion genotipica de alta densidad permitiran un estudio de
asociacion a través de todo el genoma (GWAS) en comparacion de una asociacion simple.
Este nuevo método permitiria tener una vision simultdnea de la variacion genética de un
gran numero de /oci que asociada a su caracterizacion fenotipica permitiria la diseccion de
caracteres complejos relacionados con adaptabilidad, resistencia a estreses bidticos y
abioticos, etc. Sin ninguna duda, el acceso a una plataforma de genotipificacion de alta
densidad incrementa de manera significativa el poder de los analisis de ligamiento y
ademads, esta tecnologia es accesible a todos, incluyendo programas nacionales que no
cuentan con la infraestructura para la caracterizacion genotipica, siendo esto posible a
través de laboratorios de servicios para caracterizacion molecular como se ha promovido a
través de la Plataforma Integrada de Mejoramiento (Integrated Breeding Platform, por sus

siglas en inglés; https://www.integratedbreeding.net/ ) promovida por el GCP (Generation

Challenge Programme, por sus siglas en inglés; http://www.generationcp.org/).

Concretamente, para la continuacion del trabajo de investigacion presentado en esta Tesis,
una alternativa que actualmente se ha revisado es la inclusion del material aqui evaluado
dentro de un mega proyecto que se estd llevando acabo en el CIMMYT (Seed of
Discovery) y en el cual se discute el uso de GBS para la caracterizacion genotipica de una
gran parte de las regiones codificadoras del genoma aprovechando las ventajas tecnologicas
que este método representa. Esta metodologia de secuenciacion es basada en la reduccion
de la complejidad del genoma con enzimas de restriccion por la creacion de “librerias de
GBSs”, donde no se necesita un genoma de referencia. Otro punto a favor de esta
metodologia es el soporte bioinformatico disponible y el costo efectivo que representa pues
se indica que con una inversion de 8.000 dolares pueden identificarse y mapearse hasta
200.000 marcadores en maiz, representando menos de 20 ddlares por muestra y las
estimaciones para un futuro cercano es la reduccion de hasta 4-5 veces (Elshire et al.,
2011). Con este precio para la caracterizacion genotipica, esta tecnologia abre nuevas
perspectivas para los estudios de asociacidon y la secuenciacion, aunque parcial, de las

27.000 accesiones disponibles en el Banco de Germoplasma del CIMMYT o de otros
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repositorios de germoplasma publicos se convierte en una realidad. Sin embargo, hay que
acordarse de que, sin datos fenotipicos de calidad no hay interpretacion posible para
deteminar el valor alélico de estas accessiones y el cuello de botella quedaria en la

caracterizacion fenotipica.

Los resultados de esta Tesis abren la puerta a otra clase de enfoque, aparte del analisis de
asociacion que podria ser considerado. La identificacion de /oci/alelos de interés podria
llevarse a cabo de manera satisfactoria analizando los cambios de las frecuencias alélicas a
través de ciclos de seleccion, por ejemplo, trabajando por ejemplo con OPVs y pooles vs
poblaciones nativas. El resultado de este enfoque, presentado aqui usando SSRs son
alentadores, pero obviamente considerando el muy pequeiio Desequilibrio de Ligamiento
en maiz en este tipo de material (Flint et al., 2003) una alta densidad de informacion
genotipica es requerida para identificar cambios de frecuencia alélica en una amplia gama

de genes que influyen en los caracteres de interés dentro y a través de las poblaciones.

La comparacion de los cambios de frecuencia alélica entre diferentes clases de
germoplasma, como se reveldo en este estudio, mostrd gran potencial para materiales
heterogéneos, como poblaciones de mejoramiento. De acuerdo con esta afirmacion, un
estudio que puede plantearse es la evaluacion de la diversidad genética dentro de cada
poblacion y la estimacion de los cambios de frecuencia alélica a través de ciclos de
seleccion, esto no s6lo permitiria la identificacion de loci de interés sino también su co-
localizacion con otros loci relacionados, o la identificacion de loci con efectos fenotipicos
desconocidos hasta ahora. Especificamente, esta idea se empezd a madurar y se esta
desarrollando hoy dia en poblaciones de mejoramiento para sequia aprovechando los datos
disponibles de las multiples evaluaciones en campo a las que han estado sujetas. Las
poblaciones seleccionadas por su gran importancia en mejoramiento para sequia fueron:
LaPosta-sequia, Tuxpeno-sequia, Poblaciones tolerantes a la sequia de maices dentados
blancos y amarillos (DTPW y DTPY, Drought Tolerant Population White y Drought
Tolerant Population Yellow, por sus siglas en inglés) de los ciclos 0 y mas avanzados. En
este caso, la caracterizacion genotipica se efectuard en 250 individuos por poblacion y con

una plataforma de marcadores de alta densidad.
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En este mismo orden de ideas, incluso, la evaluacion de las frecuencias alélicas en
materiales diversos podrian aportar més informacion relacionada con la evolucion de
caracteres de interés, aunque de una manera mas ambiciosa, esta clase de conocimiento
entre materiales nativos y materiales mejorados también podria generar esfuerzos dirigidos
para la restauracion de la diversidad en loci que han sufrido una fuerte presion de seleccion
o introgresiones historicas, generando LD no deseable, y estas actividades representarian
las nuevas aplicaciones potenciales del GWAS cuando se enfatice estudios de diversidad

diversidad (Morrell et al., 2012).
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7. ANEXOS

7.1 Datos de pasaporte para las 194 poblaciones de maiz lationamericanas

ID  Accesion Raza Pais de Origen Altura Latitud  Longitud  Tipo de grano
de Colecta
(msnm)
1 ANTI GP2 Cristalino Costefio Tropical Antigua 40 17.1 -61.77 Dentadoado>Cristalino
2 ARGE 486 Cuarento Cateto Argentina 300 -34.9 -57.95 Cristalino
3 ARGE 564 Cateto Amarillo Argentina 1700 -26.05 -65.83 Cristalino
4 ARGE GP8 Cristal Sulino Argentina 1554 -29 -62 Cristalino
5 PPS920 Argentina 81 -34.8 -61.667 Cristalino
6 ARGENT 24 Canario de Ocho Argentina 117 -36.156 -63.506 Cristalino
7 ARGENT 306 Cateto Argentina 1006 -34.5 -68.5 Cristalino
8 ARGENT TUC43 Culli Argentina 2500 -23.2 -65.35 Dentado
9 ARZM 03 013 Camelia Argentina 62 -30.82 -57.98 Cristalino
10  ARGENT TUCI6 Capia Blanca Argentina 2500 -23.2 -65.35 Harinoso
11 BARBS Cristalino Costefio Tropical Barbados 100 13.26 -59.61 Cristalino
12 BARB GP2 Tuson Barbados 70 13.12 -59.6 Dentado
13 BARB GPI Cristalino Costefio Tropical Barbados 100 13.18 -59.58 Cristalino>Dentado
14 BOLI 905 Altiplano Bolivia 1976 -20 -64.2 Harinoso
15  BOLI 929 Perola Bolivia 1828 -17.8 -63.17 Dentado
16  BOZMO 214 Uchuquilla Bolivia 2700 -17.6 -66.03 Cristalino>Harinoso
17  BOZM 1609 Blando Amézonico Bolivia 537 -18.139 -60.019
18 BOLI 711 Perola Bolivia 475 -21.52 -64.75 Cristalino
19 BOLIVI 957 Chuspilla, Chuspillu Bolivia 1947 -20 -64.2 Dentado
20  BOLIVI 1037 Coroico Bolivia 156 -11.33 -67.67 Cristalino>Harinoso
21 BOLIVI 928 Checchi Bolivia 1976 -20 -64.2 Harinoso
22 BOLIVI 968 Aysuma Bolivia 1947 -20 -64.2 Dentado>Harinoso
23 BOZM 1791 Hualtaco Bolivia 242 -16.992 -65.152
24 BOZM 988 Hualtaco Colorado Bolivia 2900 -21.47 -65.35 Harinoso
25 BOLIVI 351 Pojoso Chico, Ecuatoriana Bolivia 1050 -19.65 -63.68 Harinoso
26  BOZM 1681 Duro Amazonico Bolivia 418 -17.775 -63.194
27 BOLIVI 90 Acre Interlock Bolivia 500 -17.85 -60.783 Harinoso
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ID  Accesion Raza Pais de Origen Altura Latitud Longitud Tipo de grano
de Colecta
(msnm)
28  BOZM 694 Uchuquilla Bolivia 2600 -21.87 -64.15 Dentado>Ceristalino
29  BOZM 677 Paru Bolivia 3000 -17.083 -66.85 Harinoso
30 BOZM 96 Kulli Bolivia 2150 -18.18 -65 Harinoso
31 BRAZIL 2441 Cateto Paulista Grosso (Cateto Grosso) Brasil 1081 -15.78 -47.936 Cristalino
32 BRAZIL 1546 Cateto Assis Brasil Brasil 274 -29.333 -54.167 Cristalino>Dentado
33 BRAZIL 2305 Dente Paulista Brasil 770 -23.33 -46.38 Dentado
34 BRAZIL 953 Dente Riograndense Rugoso Brasil 274 -28.183 -54.733 Dentado
35  BRAZIL PE0I2 Dentado Brasil 553 -8.283 -35.967 Dentado
36 26373 Cateto Nortista Brasil 801 -16.667 -49.255 Cristalino
37  BRAZIL 60 Cateto Grande Brasil 500 -22.217 -54.8 Cristalino
38 BRVI 104 Cristalino Costefio Tropical Islas Virgenes 16 18.443 -64.582 Dentado
39  BRVI1I7 Cristalino Cubano Islas Virgenes 190 18.419 -64.629 Cristalino>Dentado
40  BRVI 139 Caribefio Precoz Islas Virgenes 63 18.395 -64.647 Dentado
41 BRVI 142 Caribefio Precoz Islas Virgenes 92 18.419 -64.662 Dentado
42 CHZM 13 080 Camelia Chile 625 -33.45 -70.667 Cristalino>Dentado
43 PPS1066 Chile 234 -40.917 -73.167 Cristalino
44 PPS938 Chile 458 -38.85 -72.367 Cristalino
45  PPS941 Chile 458 -39.517 -71.867 Semi-Cristalino
46  PPS949 Chile 338 -39.583 -72.033 Cristalino
47  PPS961 Chile 338 -40.233 -72.017 Cristalino
48  PPS939 Chile 458 -38.85 -711.7 Cristalino
49 CHZM 08 060 Pisankalla Chile 450 -37.75 =72 Cristalino
50  PPS55 Chile 337 -40.633 -72.317 Cristalino
51 CHZM 09 030 Araucano Chile 100 -38.733 -72.95 Cristalino
52 CHZM 01 062 Chulpi Chile 2300 -19.3 -69.26 Dulce>Harinoso
53 CHZM 08 049 Ocho Corridas Chile 250 -37.45 =72 Cristalino
54 NARINO 369 Pija naranja Colombia 1554 1.51 -77.14 Cristalino
55  NARINO 392 Chococeno Colombia 2000 1.3 -78.3 Cristalino
56 TOLIMA 389 Yucatan Colombia 450 345 -75.15 Cristalino>Dentado
57  MAGDAL 443 Guirua Colombia 1860 10 =74 Cristalino
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58 CAUCA 384 Amagaceno Colombia 1600 3.055 -76.211 Cristalino
59 ANTI 392 Amagacefio Colombia 1371 6.55 -75.83 Cristalino>Dentado
60 BOYACA 462 Pira Colombia 900 53 <733 Cristalino
61 CUNDIN 327 Pira Colombia 2377 5317 -73.817 Cristalino
62 TOLIMA 390 Pira Colombia 312 4.033 -74.967
63 CAQUET 321 Andaqui Colombia 700 1 -74 Cristalino
64 CUNDIN 428 Sabanero Colombia 1960 4.528 -73.929
65 CUNDIN 465 Pollo Colombia 1600 5 =74 Cristalino
66 COLOMB 613 Negrito Colombia 540 11.25 -74.18 Cristalino
67 SANTAN 332 Puya grande Colombia 978 7.61 -72.65 Dentado
68 CUNDIN 480 Pira Colombia 1000 5 -74 Cristalino
69 NARINO 534 Montana Colombia 1500 1.3 -78.3 Cristalino
70 SANTAN 317 Cabuya Colombia 1920 7.383 -72.65 Harinoso
71 CORDOB 342 Cariaco Colombia 229 8.717 -75.883 Harinoso
72 MAGDAL 390 Puya Colombia 229 8.317 -73.633 Dentado
73 SANTAS 340 Cacao Colombia 1252 6.283 -73.167 Harinoso
74 CRIC 141 Salvadorefio>Oloton Costa Rica 50 10.89 -85.01 Cristalino>Dentado
75 CRIC 166 Salvadorefio Costa Rica 80 10.25 -85.62 Dentado>Cristalino
76 CUBA 44 Cristalino Cubano Cuba 244 20.383 -76.433 Cristalino>Dentado
77 CUBA 54 Canilla Cuba 305 20.9 -76.25 Dentado>Ceristalino
78 CUBA 63 Cristalino Cubano Cuba 91 20.667 -75.667 Cristalino>Dentado
79 CUBA 85 Chandelle Cuba 80 20.3 -76.25 Dentado>Cristalino
80 CUBA 12 Cristalino Cubano Cuba 122 22.417 -83.733 Cristalino>Dentado>Harinoso
81 RDOM 270 Chandelle Republica 130 19.73 -70.92 Dentado
Dominicana
82 RDOM GPI1 Chandelle Republica 170 19.11 -70.3 Dentado
Dominicana
83 ECUADO 398 Racimo de Uva Ecuador 2423 -0.083 -78.417 Harinoso
84 ECUA 476 Morocho Ecuador 2195 -0.05 -78.45 Cristalino
85 ECUA 617 Tusilla Ecuador 549 -4.15 -78.92 Cristalino
86 ECUA 500 Canguil Ecuador 2213 0.167 -78.417 Cristalino
87 ECUA 696 Canguil Ecuador 1920 0.22 -78.25 Cristalino
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88 ECUADO 486 Chillo Ecuador 2560 -1.733 -78.583 Cristalino>Harinoso
89 ECUADO 704 Kecello Ecuatoriano Ecuador 1800 -4.1 -79.3 Cristalino
90 ECUA 418 Morocho Ecuador 2195 -0.317 -78.45 Cristalino
91 ECUA 881 Tusilla Ecuador 1372 -3 -79 Dentado>Cristalino
92 ECUADO 573 Montana Ecuador 2259 0.22 -78.25 Cristalino
93 ECUADO 746 Uchima Ecuador 1737 -4.167 -79.5 Dentado
94 ECUADO 979 Chococeno Ecuador 27 0.4 =793 Cristalino
95 ECUADO 424 Chulpi Ecuador 2579 0.05 -78.2 Dulce>Harinoso
96 ECUADO 418 Morocho Ecuador 2195 -0.317 -78.45 Cristalino
97 ECUADO Shima Ecuador 2689 -3.09 -79.01 Harinoso>Cristalino
X14237
98 ECUADO 459 Mishca Ecuador 2286 -0.111 -78.291 Harinoso
99 DES103 Caribefio Precoz Guadalupe 40 16.308 -61.073 Cristalino
100 GFO0053 Chandelle Guadalupe 40 16.226 -61.393 Cristalino, semi-Cristalino
101 GFO0059 Cristalino Costefio Tropical Guadalupe 40 16.251 -61.529 Cristalino
102 GUAD 6 Caribefio Precoz Guadalupe 100 16.317 -61.367 Dentado
103 STB073 Chandelle Guadalupe 286 16.026 -61.723 Cristalino>semi-Cristalino
104 EGT014 Cristalino Costefio Tropical Guadalupe 40 16.275 -61.257 Cristalino, semi-Cristalino
105 MGA201 Early carribean Guadalupe 143 15.903 -61.249 Cristalino
106 DES106 Caribefio Precoz Guadalupe 40 16.334 -61.015 Cristalino
107 MGA235 Caribefio Precoz Guadalupe 10 15.955 -61.312 Cristalino
108 GUAT 162 Quichefio early Guatemala 1753 15.09 -91.15 Cristalino
109 GUAT 36 San Marcefio Guatemala 1829 15.41 91.15 Cristalino
110 GUAT 45 Oloton Guatemala 1749 14.633 -90.517 Cristalino>Dentado>Harinoso
111 GUAT 527 Quichetio early Guatemala 1844 15.5 -91.77 Dentado
112 GUAT 529 Comiteco Guatemala 1600 15.42 -91.77 Cristalino>Dentado
113 GUAT 606 Oloton > Nal-Tel Guatemala 1890 15.28 -91.43 Cristalino
114 GUAT 820 Negro de Chimaltenango Guatemala 1219 15.4 -90.38 Cristalino
115 GUATEM 685 Negro de Chimaltenango Guatemala 1219 15.4 -90.38 Cristalino
116 GUATEM SH22  Oloton Guatemala 1749 14.633 -90.517 Cristalino>Dentado>Harinoso
117 GUATEM 213 Quicheno Early Guatemala 610 15.01 91.11 Cristalino>Dentado
118 GUATEM 390 Negro de Altura (Negro de Tierra Fria) Guatemala 2316 14.8 -91.52 Dentado
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119 GUATEM 404 Nal-Tel Blanco Tierra Alta Guatemala 2774 15.05 -91.41 Cristalino
120 GUATEM 155 Nal-Tel Blanco Tierra Baja Guatemala 1006 15.09 -90.49 Dentado>Ceristalino
121 GUATEM 548 Salpor Guatemala 688 14.62 91.6 Dentado
122 GUATEM 10 San Marceno Guatemala 206 14.85 -92.08 Dentado
123 GUATEM 93 Nal-Tel Amarillo de Tierra Baja Guatemala 914 14.783 -89.55 Dentado>Harinoso
124 MART 4 Caribefio Precoz Martinica 213 14.75 -61.18 Cristalino>Dentado
125 CHIH 131 Gordo Mexico 2095 29.2 -108.12 Harinoso
126 CHIH 133 Azul > Cristalino de Chihuahua Mexico 2095 29.2 -108.15 Dentado
127 CHIH 150 Palomero Toluqueiio > Cristalino de Mexico 2140 29.37 -107.73 Cristalino
Chihuahua

128 CHIH 207 Cristalino de Chihuahua>Apachito Mexico 2510 26.8 -107.25 Cristalino>Dentado
129 CHIH 218 Cristalino de Chihuahua>Azul Mexico 1964 28.85 -107.75 Harinoso
130 CHIH 38 Apachito Mexico 1800 27.8 -107.48 Cristalino>Harinoso
131 CHIS 104 Zapalote Grande Mexico 100 15.33 -92.67 Dentado
132 CHIS 94 Comiteco Mexico 1800 16.25 -92.13 Cristalino>Dentado
133 MEXI5/CHIHI3 Palomero Toluquefio Mexico 2652 19.283 -99.667 Cristalino
134 ]5I/[EXI 7 Cacahuacintle Mexico 2652 19.283 -99.633 Harinoso
135 MEXI 726 Chalquefio Mexico 2700 19.283 -99.65 Dentado
136 MICH 362 Mushito Mexico 2340 19.667 -102.338 Harinoso
137 NAYA 24 Harinoso de Ocho Mexico 100 21.97 -105.28 Dentado>Ceristalino
138 0AXA 50 Zapalote Chico Mexico 100 16.58 -94.6 Dentado
139 PI 217413 Zapalote Chico Mexico 2220 19.383 -99.15 Dentado, Cristalino, semi-

Dentado
140 PUEB 70 Conico Mexico 2469 18.87 -97.4 Dentado
141 PUEB 91 Arrocillo Amarillo Mexico 2060 19.75 -97.55 Dentado
142 SINA 6 Chapalote Mexico 75 26.433 -108.633 Cristalino
143 SONO 24 Onaveflo Mexico 1640 30.9 -110.61 Cristalino
144 TLAX 151 Conico Mexico 2463 19.3 -97.77 Dentado
145 VERA 359 Arrocillo Amarillo Mexico 2200 19.77 -97.23 Dentado
146 YUCA GP2 Nal-Tel>Harinoso Mexico 30 20.25 -89.65 Dentado
147 CHIS 662 Zapalote Chico Mexico 100 16.217 -93.889 Dentado

189



ID Accesion Raza Pais de Origen Altura Latitud Longitud  Tipo de grano
de Colecta
(msnm)
148 SINA 2 Chapalote Mexico 61 24.83 -107.36 Cristalino
149 0AXA 223 Bolita Mexico 200 15.75 -96.517 Dentado
150 MEXI 3 Conico Mexico 2652 19.283 -99.65 Cristalino
151 VERA 39 Tuxpefio Mexico 106 20.47 -97.08 Dentado
152 CHIS 63 Tepecintle Mexico 760 16.767 -93.38 Dentado
153 GUER GP25 Vandeno Mexico 1000 17.52 -101.28 Cristalino>Dentado
154 JALI 71 Elotes Occidentales Mexico 1555 20.17 -103.03 Harinoso>Cristalino
155 NAYA 337K Jala Mexico 1080 21.09 -104.43
156 NAYA 39 Reventador Mexico 100 21.95 -105.28 Cristalino
157 0AXA GPI Olotillo Mexico 120 16.33 -98.03 Dentado
158 CHIH 160 Gordo>Cristalino de Chihuahua Mexico 2000 28.55 -107.47 Dentado>Harinoso
159 ZACA 12 Conico Nortefio Mexico 1950 21.35 -102.8 Dentado
160 JALI 102 Tabloncillo Mexico 1280 19.45 -103.28 Dentado
161 JALI 78 Maiz Dulce Mexico 1890 21.18 -102.85 Dulce>Dentado
162 MEXI 212 Cacahuacintle Mexico 2800 19.07 -99.45 Harinoso
163 PANA 168 Salvadorefio>Clavillo Panama 213 8.22 -81.7 Cristalino>Dentado
164 PAZM 13041 Avati' Moroti' Ti' Paraguay 230 -23 -56 Harinoso
165 PARAGU CB6- Avati' Pichinga Paraguay 300 -27 -57 Cristalino
166 ‘IZ{RAGU PG6- Avati' Moroti' Paraguay 400 -26.1 -55.933 Harinoso
167 ;ilZM 6060 Avati Paraguay 240 -26.267 -56.117
168 ANC. 212 Cuzco Peru 3100 -9.33 -77.23 Harinoso
169 ANC 393 San Jeronimo>Huancavelicano Peru 2600 -9.29 -77.64 Harinoso
170 APUC 140 Confite Punefio Peru 2500 -13.62 -72.88 Cristalino
171 APUC 171 San Jeronimo Peru 2300 -13.62 -72.88 Cristalino
172 PERU 674 Uchuquilla Peru 2025 -15.83 -70.03 Harinoso
173 PERU 1303 Confite Morocho Peru 2744 -12.77 -75.03 Cristalino
174 PERU 1283 Huancavelicano Peru 2698 -12.77 -75.03 Harinoso
175 CUZ. 363 Cuzcri Peru 3200 -13.46 -72.16 Cristalino, Harinoso, Dentado
176 CUZ. 56 Cuzco Cristalino Amarillo Peru 3268 -13.55 -71.89 Cristalino
177 ANC. 186 Ancashino Peru 2900 -9.43 -77.25
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178 LBQUE. 7 Mochero Peru 23 -6.7 -79.917 Harinoso
179 HVCA. 69 Chulpi Peru 2800 -12.4 -74.9 Harinoso
180 LIM. 47 Perla Peru 253 -12.083 -76.95 Cristalino
181 CAJ. 24 Kkulli Peru 2300 -7.167 -78.517 Harinoso>Dulce
182 SVIN 5 Cristalino Costefio Tropical San Vicente 80 13.28 -61.12 Cristalino>Dentado
183 SVIN GP2A4 Cristalino Costefio Tropical San Vicente 100 13.28 -61.24 Dentado>Cristalino
184 TRIN 6 Tuson Trinidad 31 10.651 -61.4 Dentado>Ceristalino
185 URUG 697 Cuarenton >Colorado Cateto Uruguay 183 -33.8 -56.833 Cristalino
186 URUG 84 Cateto Sulino Uruguay 20 -34.455 -56.617 semi-Cristalino
187 URUGUA Cateto Sulino Uruguay 108 -34.167 -57.5 Cristalino
188 i/llg lI]/éUA Dente Branco Uruguay 5 -32.683 -58.133 Dentado
189 i]llggéUA 637 Cateto Sulino Uruguay 80 -34.34 -57.73 Cristalino
190 VEN 736 Sabanero Venezuela 2468 8.75 -71.33 Cristalino
191 VENEZU 631 Cariaco Venezuela 365 6.333 -63.5 Harinoso
192 VEN 650 Cristalino Cubano Venezuela 137 8.9 -64.22 Cristalino
193 VEN 405 Tuson Venezuela 425 7.58 -71.97 Dentado
194 VEN 442 Tuson Venezuela 996 10.267 -67.083 Dentado
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7.2 Aislamiento del ADN genémico

10.

Coloque entre 300 y 400 mg de tejido liofilizado y molido en un tubo de
polipropileno de 15 ml para centrifugacion. Se obtienen de 50 a mas de 100 ug de
ADN / 100 mg de tejido seco.

Agregue 9.0 ml de solucion amortiguadora CTAB para extraccion, calentada
(65°C), a los 300-400 mg de tejido liofilizado y molido. Es mejor distribuir el tejido
sobre las paredes laterales del tubo antes de agregar la solucion amortiguadora, con
el fin de evitar que se apelmace el tejido seco en el fondo. Mezcle invirtiendo el
tubo varias veces con suavidad.

Incube durante 60 a 90 minutos en un horno a 65°C , agitando los tubos
continuamente con suavidad.

Retire los tubos del horno. Espere de 4 a 5 minutos para que se enfrien los tubos y
agregue 4.5 ml de cloroformo/octanol (24:1). Mezcle agitando suavemente los tubos
durante 10 minutos

Centrifugue en una centrifugadora de mesa durante 10 minutos a 1300-1500 X g*a
temperatura ambiente.

Vierta la capa acuosa superior en otros tubos de 15 ml. Agregue 4.5 ml de
cloroformo/octanol y agite suevamente durante 5 a 10 minutos.

Centrifugue en una centrifugadora de mesa durante 10 minutos a 1300-1500 X g”a
temperatura ambiente.

Con una pipeta transfiera la capa acuosa superior a otros tubos de 15 ml que
contengan 30 ul del0 mg/ml de ARNasa (previamente hervida).Mezcle invirtiendo
con suavidad los tubos e incube durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Agregue 6.0 ml de isopropanol (2-propanol). Mezcle invirtiendo con suavidad los
tubos.

Retire el ADN precipitado con un gancho de vidrio y proceda a realizar lavados de
ADN (Lavado 1: 76% de EtOH, 0.2 M NaOAc, Lavado 2: (76% EtOH, 10 mM
NH40Ac) y resuspenda.
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7.3 Lista de marcadores moleculares tipo SSR utilizados

SSR Diversidad Exploracién  Posicion  Unidad Gen Rango en pares  Programa stutter

Latinoamérica  Analisis en el de de bases de PCR ratio

Asociacion genoma repeticion
phil09275 * * 1 AGCT 108-134 SSR56 0
Pphi056 * 1.01 CCG tubl beta tubulinl 241-258 SSR56 0
umcl917 * 1.04 CTG 130-160 SSR52 0
umc2047 * * 1.09 GACT 119-133 Q58 0
phi308707 * 1.1 AGC 118-125 SSR54 0
phi227562 * 1.12 ACC 309-325 SSR56 0.07
phi083 * 2.04 AGCT prp2 pathogenesis-related protein2 125-139 SSR54 0.48
umc2250 * 2.04 ACG 150-160 Q58 0
phi090 * 2.08 ATATC 137-146 Q60 0
phil27 * 2.08 AGAC 110-127 Q62 0
phi374118 * 3.02 ACC 214-238 SSR54 0
phi029 * * 3.04 AG/AGC  tpi4 triose phosphate isomerase4 150-161 SSR56 0.26
G
phil02228 * * 3.04-05 AAGC 122-131 SSR54 0
umcl266 * * 3.06 CAG psbs1 photosystem II subunit PsbS1 120-147 Q52 0
phi046 * 3.08 ACGC Q60 0
phi072 * 4.01 AAAC 142-162 SSR56 0.03
phi079 * 4.05 AGATG gpcl glyceraldehyde-3-phosphate 180-200 SSR62 0
dehydrogenasel
phi076 * * 4.11 GAGCG  cat3 catalase3 156-177 Q60/SSR60 0
G

phil09188 * * 5 AAAG 145-181 Q56/SSR54 0
phi008 * 5.03 GGC rab15 responsive to abscisic acidl5 100-110 Q60 0
umcl447 * 5.03 CTT 115-120 Q58 0
umcl332 * * 5.04 CTA 126-147 SSR60 0
phi331888 * 5.04 AAG 129-136 Q56 0
phi085 * 5.07 AACGC 243-267 Q60 0
phi075 * * 6 CT fdx1 ferredoxinl 203-235 Q54 0
phi031 * 6.04 GTAC pll purple plantl 186-225 SSR60 0
phi299852 * * 6.08 AGC 102-147 Q60 0
phi034 * * 7.02 CCT cyp6 cytochrome P450 125-143 Q60 0
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SSR Diversidad Exploraciéon  Posici6 Unidad de  Gen Rango en pares  Programa stutter

Latinoamérica  Analisis n Repeticion de bases de PCR ratio

Asociacion en el
genom
a

umcl545 * 7 AAGA hsp3 heat shock protein3 70-98 Q60 0
phill4 * 7.03 GCCT oec6 oxygen evolving complex17 candidate 135-166 SSR60 0
phi069 * 7.05 GAC 187-207 Q58 0.07
umcl304 * 8.02 TCGA 121-141 SSR54 0
phill5 * 8.03 AT/ATAC  actl actinl 242-258 SSR54 0.12
phi0l4 * 8.04 GGC ripl ribosome-inactivating proteinl 431-435 SSR64 0
umcll6l * 8.06 GCTGGG 140-160 SSR54 0
phi065 * 9.03 CACTT pepl phosphoenolpyruvate carboxylasel 116-123 SSR54 0
phil08411 * * 9.06 AGCT 116-123 Q60 0
phi059 * 10.02 ACC aasrl abscisic acid stress ripeningl 147-165 Q58 0
phi063 * * 10.02 TATC 154-180 Q62 0
umcl367 * 10.03 CGA 130-160 Q60/Q62 0
phi062 * 10.04 ACG mgs1 male-gametophyte specificl 160-164 SSR56 0
phi084 * * 10.04 GAA nacl NaCl stress proteinl 148-157 SSR54 0
umcl196 * * 10.07 CACACG 137-173 SSR56 0
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7.4 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Reactivo 10 pl de 1 RXN
Amortig Taq (10X) 1.0
dNTP (2.5 mM) 1.2
MgCl, (50 mM) 0.4
Iniciadores (2uM) X
H,Odd Y
Enzima Tagq 0.15
ADN (5ng/ul) 1.5
X= la cantidad varia segun iniciador
Y= Se ajusta para llevar a un volumen total de 10 pl
Programa de PCR estandar
1 ciclo de: 30 ciclos de: 1 ciclo de:

(93°C por 1 minuto

93°C por 30 seg

72°C por 5

X°C por 1 minuto (X° estd entre 50 y 68°) minutos

72°C por 1 minuto

Programa de PCR “touchdown”

1 ciclo de:
94°C por 2 minutos

Tciclos de:

94°C por un minuto
Y°C por 1 minuto
(reduciendo un
grado por ciclo)
72°C por 1 minuto
Y=69, 59 6 54°

35 ciclos de: 1 ciclo de:

94°C por 1 minuto 72°C por 5 minutos
Z°C por 1 minuto
72°C por 1 minuto
7= 62, 57, 52 6 5
min

195




7.5 Graficas del Ln de la probabilidad del analisis de estructura poblacional de 38
poblaciones de maiz de México (a), y (b) 194 poblaciones de Latinoamérica, se graficaron
los valores promedios de In[prob(dato)] de 2 corridas independientes para cada valor de K.

a.

México
-29000 -
-30000 -
-31000 -
-32000 -
-33000 -
-34000 -
-35000 -
-36000 -
-37000 -
-38000 -
-39000

Ln probabilidad

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Nuamero de grupos (K)

-180000 -
-185000 -
-190000 -
-195000 -
-200000 -
-205000 -
-210000 -
-215000

Latinoamérica

Ln probabilidad

2 3 45 6 7 8 91011121314151617 1819 20

Numero de grupos (K)
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7.6 Célculo AK basado en Evanno et al. 2005

Paso 1. Media de los valores [In[prob(dato)] (m) y célculo de la desviacion estandar (s).
Paso 2. Calculo L’(K), donde, L’(k) = L(k) — L (k-1)

Paso 3. Célculo |L’’(k) |, donde |[L*’(k) |= |L’(k+1) — L’(k)|

De esta forma:

IL”(k) | = [L(k+1) — L(k)- L*(k) |

IL”(k) | = [Lk+1) — L(k) — [(L(k) — Lk-1D] |

IL’(k) | = |L(k+1) — L(k) — L(k) + L(k-1) |

IL’(k) | = L(k+1) — 2L(k) + L(k-1)

Paso 4. Calculo 4k, donde, 4k =|m L*’(k)| / s [L(k)]

Ejemplo para México con 5 repeticiones por cada K (valores de las 5 repeticiones para cada
k no mostrados)

K (m) ) L") 4K
1 -39165.6 0.1

2 -37951.6 124 447.8 36.0
3 -37185.5 444.5 257.7 0.6
4 -36161.6 20.1 671.1 334
5 -35808.9 449.9 251.8 0.6
6 -35204.4 29.3 372.2 12.7
7 -34972.0 231.4 267.7 1.2
8 -34472.0 143.5 251.5 1.8
9 -34223.4 285.6
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7.7 Codigos de raza asignados a las poblaciones de maiz mexicanas

Raza Cédigo
Gordo GO
Gordo>Cristalino de Chihuahua GO-CCH
Azul > Cristalino de Chihuahua AZ-CCH
Palomero Toluquefio > Cristalino de Chihuahua PT-CCH
Cristalino de Chihuahua>Apachito AP
Cristalino de Chihuahua>Azul AZ
Zapalote Chico ZC
Zapalote Grande 7G
Comiteco CM
Palomero Toluquefio PT
Cacahuacintle CA
Chalqueio CQ
Mushito MU
Harinoso de Ocho HO
Cénico Nortefio CN
Conico (0(0)
Arrocillo Amarillo AA
Chapalote CH
Onavefio ON
Nal-Tel>Harinoso NT
Chapalote CH
Bolita BO
Tuxpefio TU
Tepecintle TE
Vandeno VE
Elotes Occidentales EO
Jala JA
Reventador RE
Olotillo OL
Tabloncillo TA
Maiz Dulce MD
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7.8 Matriz de distancias genéticas entre poblaciones basada en la distancia de proporcion de alelos compartidos. Numeros de OTU corresponden a

la informacién en Anexo 7.1.
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0.25

0.36

0.54

0.39

0.31

0.38
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7.9 Frecuencias alélicas expresadas en el rango de 0-1, cambios de frecuencia alélica
absolutas expresadas en porcentaje entre materiales de pre-mejoramiento del Banco de
germoplasma, material mejorado del Programa de Fisiologia del CIMMYT y poblaciones
nativas, marcadas con color los cambios mayores a 10%.

Marcador Alelo Banco de P. Poblaciones Banco- Banco- Fisiologia-
Germoplasma Fisiologia nativas Pop Fisiologia Pop
phi008 100 0.83 0.94 0.87 3.59 11.11 7.52
phi008 104 0.15 0.06 0.10 4.75 9.26 4.51
phi008 89 0.00 0.00 0.01 0.65 0.00 0.65
phi008 98 0.02 0.00 0.02 0.50 1.85 2.35
phi029 140 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.12
phi029 144 0.00 0.19 0.02 222 18.89 16.67
phi029 146 0.74 0.68 0.48 25.29 597 19.32
phi029 148 0.00 0.00 0.08 7.59 0.00 7.59
phi029 151 0.25 0.13 0.39 13.64 11.67 2531
phi029 153 0.01 0.00 0.01 0.57 1.25 0.68
phi029 155 0.00 0.00 0.02 1.67 0.00 1.67
phi029 158 0.00 0.00 0.01 0.62 0.00 0.62
phi034 117 0.09 0.03 0.07 2.12 5.33 3.21
phi034 120 0.32 0.64 0.40 8.27 32.50 2423
phi034 123 0.06 0.00 0.01 4.71 5.67 0.95
phi034 126 0.03 0.00 0.03 0.25 2.67 292
phi034 129 0.11 0.02 0.07 4.19 9.67 5.48
phi034 132 0.06 0.00 0.05 1.69 6.33 4.64
phi034 135 0.08 0.02 0.07 0.88 6.00 5.12
phi034 137 0.15 0.13 0.18 2.17 2.83 5.00
phi034 141 0.11 0.17 0.14 2.90 6.00 3.10
phi056 234 0.11 0.00 0.03 8.77 11.33 2.56
phi056 237 0.13 0.20 0.16 3.05 7.33 4.29
phi056 240 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00 0.06
phi056 243 0.02 0.00 0.08 5.50 2.00 7.50
phi056 246 0.39 0.47 0.38 1.18 7.33 8.51
phi056 249 0.29 0.18 0.25 3.58 11.50 7.92
phi056 252 0.03 0.16 0.07 4.05 12.50 8.45
phi056 255 0.02 0.00 0.03 0.88 2.33 3.21
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Marcador Alelo Banco de P. Poblaciones Banco- Banco- Fisiologia-

Germoplasma Fisiologia nativas Pop Fisiologia Pop
phi063 154 0.04 0.18 0.04 0.91 1333 14.24
phi063 156 0.00 0.00 0.00 0.14 0.00 0.14
phi063 159 0.00 0.00 0.02 1.56 0.00 1.56
phi063 161 0.13 0.60 0.19 5.92 46.67 40.75
phi063 166 0.00 0.00 0.01 0.88 0.00 0.88
phi063 170 0.56 0.18 0.49 6.24 37.78 31.54
phi063 174 0.13 0.04 0.16 2.93 8.89 11.81
phi063 178 0.04 0.00 0.04 0.57 4.44 3.88
phi063 182 0.02 0.00 0.01 0.83 1.85 1.02
phi063 186 0.00 0.00 0.02 2.11 0.00 2.11
phi063 190 0.00 0.00 0.00 0.27 0.00 0.27
phi063 214 0.02 0.00 0.01 0.36 1.85 1.50
phi063 218 0.04 0.00 0.00 3.94 4.07 0.14
phi063 222 0.00 0.00 0.00 0.14 0.00 0.14
phi063 226 0.01 0.00 0.00 1.11 1.11 0.00
phi065 117 0.01 0.02 0.05 3.93 0.67 3.27
phi065 127 0.47 0.53 0.59 11.93 5.17 6.77
phi065 135 0.01 0.00 0.01 0.53 1.33 0.80
phi065 138 0.15 0.00 0.07 8.07 14.67 6.60
phi065 143 0.05 0.00 0.03 1.27 4.67 3.40
phi065 148 0.31 0.46 0.25 6.00 14.83 20.83
phi075 205 0.00 0.00 0.00 0.07 0.00 0.07
phi075 209 0.00 0.00 0.01 0.72 0.00 0.72
phi075 221 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.26
phi075 223 0.42 0.48 0.29 12.65 5.83 18.48
phi075 225 0.02 0.03 0.03 1.21 0.83 0.38
phi075 227 0.49 0.41 0.52 2.82 8.50 11.32
phi075 229 0.00 0.00 0.04 3.66 0.00 3.66
phi075 232 0.04 0.00 0.02 2.83 433 1.50
phi075 234 0.00 0.00 0.01 0.65 0.00 0.65
phi075 235 0.02 0.08 0.03 1.01 5.83 4.82
phi075 238 0.01 0.02 0.05 3.96 0.33 3.63
phi075 239 0.00 0.00 0.01 0.72 0.00 0.72
phi075 241 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.26
phi075 244 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.13
phi076 157 0.00 0.00 0.01 0.72 0.33 1.05
phi076 159 0.12 0.00 0.15 2.98 12.33 15.31
phi076 163 0.01 0.00 0.00 0.67 0.67 0.00
phi076 165 0.02 0.00 0.14 12.41 1.67 14.07
phi076 168 0.00 0.02 0.00 0.19 1.67 1.48
phi076 170 0.84 0.63 0.68 15.94 21.00 5.06
phi076 176 0.01 0.35 0.01 0.32 34.33 34.01

201



Marcador Alelo Banco de P. Poblaciones Banco- Banco- Fisiologia-
Germoplasma Fisiologia nativas Pop Fisiologia Pop
phi079 177 0.17 0.20 0.13 3.52 3.33 6.85
phi079 182 0.24 0.23 0.09 15.45 0.67 14.79
phi079 185 0.26 0.14 0.31 5.27 11.83 17.11
phi079 187 0.30 0.34 0.38 7.73 3.83 3.89
phi079 192 0.00 0.00 0.06 5.30 0.33 5.64
phi079 195 0.00 0.00 0.01 1.03 0.00 1.03
phi079 197 0.03 0.08 0.02 0.36 5.67 6.03
phi084 149 0.01 0.00 0.04 2.90 1.00 3.90
phi084 154 0.31 0.47 0.30 1.38 15.67 17.04
phi084 157 0.62 0.50 0.60 1.29 11.67 10.38
phi084 161 0.06 0.03 0.06 0.48 3.00 2.52
phi084 163 0.00 0.00 0.00 0.25 0.00 0.25
phi090 126 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.12
phi090 137 1.00 0.80 0.98 2.10 20.00 17.90
phi090 145 0.00 0.20 0.02 1.98 20.00 18.02
phil02228 120 0.94 0.83 0.82 11.34 10.37 0.97
phil02228 125 0.06 0.13 0.17 10.25 7.04 3.21
phil02228 129 0.00 0.03 0.01 1.09 3.33 2.24
phil08411 110 0.00 0.00 0.00 0.42 0.00 0.42
phil08411 112 0.00 0.00 0.01 0.55 0.00 0.55
phil08411 119 0.76 0.86 0.84 8.30 9.83 1.53
phil08411 122 0.24 0.14 0.15 9.27 9.83 0.56
phil09188 144 0.01 0.02 0.00 0.55 0.93 1.48
phil09188 148 0.00 0.00 0.01 1.13 0.00 1.13
phil09188 153 0.06 0.00 0.02 3.92 5.56 1.64
phil09188 157 0.08 0.12 0.10 2.29 3.52 1.23
phil09188 161 0.42 0.64 0.47 5.07 2231 17.25
phil09188 165 0.13 0.14 0.28 14.34 0.83 13.51
phil09188 168 0.30 0.08 0.11 18.62 21.30 2.67
phil09188 173 0.00 0.00 0.00 0.31 0.00 0.31
phil09188 177 0.01 0.00 0.01 0.05 0.74 0.69
phil09275 118 0.31 0.25 0.41 9.85 6.11 15.96
phil09275 121 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.26
phil09275 124 0.02 0.00 0.08 5.47 222 7.69
phil09275 125 0.08 0.00 0.02 6.24 7.78 1.54
phil09275 127 0.22 0.00 0.15 6.66 21.85 15.19
phil09275 130 0.00 0.00 0.01 0.64 0.00 0.64
phil09275 131 0.16 0.43 0.12 3.95 27.78 31.73
phil09275 134 0.18 0.32 0.22 3.89 13.89 10.00
phil09275 138 0.04 0.00 0.00 3.25 3.70 0.45
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phill4 133 0.67 0.50 0.55 11.70 16.67 4.97
phill4 159 0.00 0.11 0.05 4.96 10.46 5.50
phill4 163 0.04 0.21 0.11 6.95 16.39 9.44
phill4 166 0.29 0.18 0.28 0.70 10.19 9.48
phill4 169 0.00 0.00 0.00 0.48 0.00 0.48
phil27 101 0.00 0.00 0.00 0.42 0.00 0.42
phil27 109 0.49 0.70 0.65 15.98 20.74 4.76
phil27 114 0.00 0.00 0.01 0.60 0.00 0.60
phil27 117 0.00 0.00 0.00 0.36 0.00 0.36
phil27 122 0.34 0.22 0.31 3.61 12.78 9.17
phil27 126 0.13 0.08 0.02 10.51 4.26 6.25
phil27 93 0.04 0.00 0.00 3.23 3.70 0.48
phi299852 102 0.06 0.05 0.05 0.94 1.00 0.06
phi299852 105 0.01 0.00 0.01 0.05 1.00 1.05
phi299852 107 0.08 0.02 0.12 3.46 6.67 10.12
phi299852 110 0.39 0.56 0.37 1.53 16.83 18.36
phi299852 114 0.01 0.01 0.01 0.44 0.17 0.28
phi299852 117 0.17 0.02 0.10 7.04 15.00 7.96
phi299852 119 0.20 0.24 0.28 7.96 4.17 3.80
phi299852 125 0.00 0.00 0.01 0.41 0.33 0.74
phi299852 129 0.01 0.00 0.00 0.23 0.67 0.43
phi299852 132 0.00 0.07 0.01 0.80 6.67 5.86
phi299852 135 0.04 0.04 0.04 0.15 0.50 0.65
phi299852 141 0.03 0.00 0.01 2.78 3.33 0.56
phi299852 95 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00 0.06
phi299852 99 0.00 0.00 0.00 0.37 0.00 0.37
phi374118 212 0.55 0.71 0.60 4.85 15.50 10.65
phi374118 215 0.02 0.00 0.00 1.64 2.00 0.36
phi374118 218 0.08 0.03 0.15 7.00 5.00 12.00
phi374118 220 0.00 0.00 0.03 2.82 0.33 3.15
phi374118 222 0.01 0.01 0.04 3.58 0.17 3.41
phi374118 225 0.33 0.25 0.14 19.27 8.33 10.94
phi374118 228 0.00 0.00 0.00 0.42 0.00 0.42
phi374118 232 0.00 0.00 0.02 1.58 0.00 1.58
phi374118 237 0.00 0.00 0.01 0.67 0.00 0.67
umcl161 130 0.04 0.00 0.03 1.08 3.70 2.63
umcl161 133 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.13
umcl161 135 0.04 0.00 0.08 3.70 4.44 8.14
umcl161 138 0.02 0.00 0.06 4.37 1.85 6.22
umcl161 142 0.77 0.93 0.63 14.01 15.93 29.94
umcl161 145 0.00 0.00 0.02 1.73 0.00 1.73
umcl161 149 0.09 0.07 0.13 4.94 1.85 6.79
umcl161 152 0.04 0.00 0.04 0.22 4.07 4.29
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umc1196 120 0.00 0.01 0.00 0.00 0.83 0.83
umcl196 124 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.12
umc1196 127 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.12
umcl196 131 0.06 0.03 0.05 0.68 2.59 1.91
umc1196 132 0.03 0.06 0.00 2.41 3.24 5.65
umcl196 135 0.14 0.18 0.11 3.40 4.26 7.65
umc1196 138 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00 0.06
umcl196 140 0.11 0.09 0.10 0.31 1.57 1.27
umc1196 144 0.54 0.33 0.51 3.33 21.94 18.61
umc1196 149 0.01 0.02 0.02 0.56 0.19 0.37
umc1196 151 0.02 0.02 0.03 1.54 0.19 1.73
umc1196 153 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.12
umc1196 156 0.09 0.27 0.16 7.59 17.78 10.19
umc1266 119 0.06 0.00 0.01 5.51 6.30 0.78
umcl266 130 0.94 1.00 0.98 4.79 6.30 1.50
umcl266 143 0.00 0.00 0.00 0.33 0.00 0.33
umcl266 147 0.00 0.00 0.00 0.39 0.00 0.39
umc1304 117 0.03 0.05 0.06 2.67 2.00 0.67
umc1304 120 0.00 0.00 0.00 0.47 0.00 0.47
umc1304 122 0.01 0.00 0.01 0.40 1.00 0.60
umc1304 127 0.72 0.84 0.77 4.93 12.17 7.23
umc1304 131 0.01 0.06 0.00 0.80 4.83 5.63
umc1304 133 0.23 0.05 0.16 6.87 18.00 11.13
umc1332 107 0.03 0.01 0.02 0.85 1.83 0.98
umc1332 114 0.00 0.00 0.01 1.21 0.00 1.21
umc1332 117 0.35 0.37 0.37 1.79 1.67 0.12
umc1332 121 0.02 0.00 0.00 1.97 2.33 0.36
umcl332 130 0.02 0.06 0.01 0.73 3.83 4.56
umc1332 132 0.01 0.00 0.01 0.06 1.33 1.27
umcl332 135 0.01 0.00 0.02 1.64 0.67 2.30
umc1332 139 0.22 0.22 0.20 2.58 0.67 1.91
umc1332 142 0.34 0.35 0.35 1.55 1.33 0.21
umcl367 144 0.05 0.00 0.04 1.03 5.33 4.30
umcl367 148 0.00 0.00 0.01 1.09 0.00 1.09
umcl367 151 0.03 0.02 0.03 0.06 1.00 0.94
umcl367 154 0.11 0.07 0.08 2.91 4.00 1.09
umc1367 157 0.81 0.92 0.82 0.48 10.33 9.85
umcl367 160 0.00 0.00 0.02 2.42 0.00 2.42
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umc1447 109 0.20 0.40 0.21 0.91 20.00 19.09
umc1447 113 0.05 0.02 0.02 291 3.67 0.76
umc1447 115 0.35 0.40 0.38 291 4.67 1.76
umc1447 119 0.38 0.18 0.38 0.33 20.17 20.50
umc1447 122 0.02 0.00 0.00 1.24 1.67 0.42
umc1447 127 0.00 0.01 0.00 0.00 0.83 0.83
umcl545 63 0.18 0.05 0.12 543 12.78 7.35
umc1545 66 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00 0.06
umc1545 71 0.14 0.19 0.17 2.78 4.72 1.94
umc1545 75 0.57 0.75 0.61 3.52 17.59 14.07
umc1545 79 0.10 0.01 0.08 2.53 9.54 7.01
umc1545 81 0.00 0.00 0.02 1.60 0.00 1.60
umcl917 128 0.68 0.79 0.77 9.42 11.50 2.08
umc1917 131 0.01 0.00 0.01 0.36 1.33 0.97
umcl917 134 0.09 0.10 0.05 3.27 1.33 4.61
umcl917 137 0.06 0.07 0.10 3.85 0.33 3.52
umcl917 140 0.02 0.00 0.01 0.85 2.00 1.15
umc1917 144 0.14 0.04 0.05 8.79 9.83 1.05
umc2047 113 0.00 0.00 0.00 0.48 0.00 0.48
umc2047 119 0.00 0.00 0.01 0.77 0.00 0.77
umc2047 123 0.48 0.34 0.40 7.96 13.50 5.54
umc2047 131 0.52 0.66 0.59 6.71 13.50 6.79
umc2250 133 0.13 0.03 0.11 1.28 9.26 7.98
umc2250 149 0.87 0.97 0.89 1.28 9.26 7.98
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