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RESUMEN

ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD DE POBLACIONES NATIVAS DE MAIZ DE LA
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La raza Raton de maiz es un componente importante dentro de la diversidad
genética en Coahuila, México, por sus amplia distribucién y adaptacion. El
objetivo de este trabajo fue realizar un estudio de la diversidad genética a través
de una caracterizacion morfologica y genética de 83 poblaciones nativas de la
raza Ratdén e identificar un subconjunto que represente la diversidad. Las
poblaciones fueron establecidas para evaluacion en experimentos repetidos en
dos localidades contrastantes con dos fechas de siembra. Se registraron 26
caracteres cuantitativos de la planta, espiga, mazorca y grano y 14 indices entre
caracteres. Se realiz6 el analisis genético utilizando marcadores moleculares con
polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs). El analisis de varianza mostré
diferencias (p<0.01) entre poblaciones para todos los caracteres, como un
indicador de la diversidad. Con base en el indice de repetibilidad (r > 1.0) se
seleccionaron 10 caracteres y 9 indices menos influenciados por el ambiente,
utiles para la clasificacién. Con el 53.3% de la variacién explicada, el andlisis de
componentes principales mostré que los caracteres vegetativos y de la espiga
fueron los que aportaron a describir la variacion fenotipica entre las poblaciones.
La diferenciacién genética dentro de los grupos fue de 92%, con una He de 0.43
en promedio. El andlisis de diversidad con datos morfologicos y genéticos estuvo
asociado al area de adaptacion de las poblaciones, con algunas inconsistencias
en la agrupacion, debido a que el analisis genético se basa en las secuencias de
ADN, comparados con los valores fenotipicos que son influenciados por el
ambiente. Se obtuvo un subconjunto representativo estratificado y proporcional a
la variacion de las poblaciones con datos morfolégicos del 15.7 %, en tanto que,
en el subconjunto con datos genéticos fue del 20.0%, el cual representé la
maxima variacion alélica de las poblaciones de la raza Raton. Entre los
caracteres morfologicos y genéticos se encontr0 una asociacion positiva de
r=0.18, con un patréon de diversidad asociado a la altitud de procedencia de las
poblaciones, lo que indica que, en ambos casos, la variacion del maiz esta
estrechamente relacionada con la altitud, latitud y los gradientes de temperatura

y humedad.
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The maize Raton race is an important component within the genetic diversity in
Coahuila, Mexico, for its wide distribution and adaptation. The objective of this
work was to carry out a study of genetic diversity through a morphological and
genetic characterization of 83 native populations of the Raton race and to identify
a subset that represents diversity. Populations were established for evaluation in
repeated experiments in two contrasting locations with two planting dates.
Twenty-six quantitative characters of the plant, spike, cob, and grain and 14
indices between characters were recorded. Genetic analysis was performed using
molecular markers with single nucleotide polymorphism (SNPs). Analysis of
variance showed differences (p<0.01) between populations for all characters, as
an indicator of diversity. Based on the repeatability index (r > 1.0) 10 characters
and 9 indices less influenced by the environment were selected, useful for
classification. With 53.3% of the variation explained, the analysis of principal
components showed that the vegetative and spike characters were those that
contributed to describe the phenotypic variation between the populations. Genetic
differentiation within the groups was 92%, with an He of 0.43 on average. The
analysis of diversity with morphological and genetic data was associated with the
area of adaptation of the populations, with some inconsistencies in the grouping,
because the genetic analysis is based on DNA sequences, compared to the
phenotypic values that are influenced by the environment. A stratified and
proportional representative subset to the variation of the populations was obtained
with morphological data of 15.7%, while the genetic data subset was 20.0%, which
represented the maximum allelic variation of the populations of the Raton race.
Between the morphological and genetic characters, a positive association of
r=0.18 was found, with a pattern of diversity associated with the altitude of origin
of the populations, which indicates that, in both cases, the variation of maize is
closely related to altitude, latitude and temperature and humidity gradients.

Keywords: Zea mays L., native maize, repeatability index, genetic diversity,

representative subset of diversity, SNPs markers.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) se ha considerado un cultivo de gran importancia para la
seguridad alimentaria por ser una de las principales fuentes de alimentacion,
forraje e industria. En México se han descrito 59 razas de maiz de acuerdo con
la similitud de sus caracteristicas morfolégicas (Sanchez et al., 2000). Gran parte
de la diversidad del maiz se encuentra en forma de variedades nativas en los
campos de los agricultores en una amplia gama de ambientes, desde el nivel del
mar hasta los 2,900 m y en ambientes humedos tropicales hasta condiciones

semideseérticas (Ruiz et al., 2008).

La variacion genética entre y dentro de las razas nativas esta asociada a la
recombinacién genética entre materiales nativos con introducidos, el movimiento
de semilla entre agricultores de esta u otra region, el manejo agronémico y la
adaptacién especifica de las poblaciones, lo cual justifica la numerosa presencia
de razas nativas con capacidad de adaptacion a distintas condiciones
ambientales (Chavez-Servia et al., 2011).

Las poblaciones de maices nativos son poblaciones heterogéneas,
heterocigotas, desarrolladas y conservadas por los agricultores a través de
multiples generaciones de seleccion empirica para caracteres especificos como
textura de grano, color, forma de mazorca, sanidad, ciclo vegetativo, entre otros
(Rincon et al., 2010).

Estas poblaciones son diferentes y distinguibles unas de otras por lo que es
posible precisar su identidad en términos morfolégicos y genéticos. La
descripcion y clasificaciéon de la diversidad, se puede realizar empleando
descriptores para caracteres morfoldgicos (Beyene et al., 2005) y marcadores

moleculares (Govindaraj et al., 2015).

Los estudios de diversidad en poblaciones variantes de una raza son de gran
utilidad, para definir estrategias de conservacion y uso, asi como la identificacion
de alelos que contribuyan a mejorar la productividad dentro de regiones

(Rocandio-Rodriguez et al., 2014a).
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Estudios de diversidad de maices nativos realizados en Coahuila, han
identificado principalmente a la raza Raton como la mas importante por su amplia
presencia y distribucién en gran parte de las condiciones ambientales, debido a
su capacidad de adaptacién agroecoldgica y sus caracteristicas agronémicas
(Rincon et al., 2010; Rincon y Ruiz et al., 2015).

Bajo este contexto el presente trabajo tiene como objetivo realizar un estudio de
diversidad de las poblaciones nativas de la raza Raton de Coahuila, mediante los

caracteres morfolégicos y marcadores moleculares SNPs.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Analizar la diversidad genética de poblaciones nativas de maiz de la raza Raton

de Coahuila, México.

Objetivos especificos

« Realizar la caracterizacion morfoldgica de poblaciones nativas de maiz de

la raza Raton de Coahuila.

« Realizar la caracterizacion genética de poblaciones nativas de maiz de la

raza Raton de Coahuila, mediante marcadores moleculares tipo SNPs.

o Obtener un subconjunto representativo de la diversidad utilizando

caracteres morfoldgicos y genéticos.

o Analizar la relacion entre caracteres morfologicos y genéticos en el estudio

de diversidad de maiz de la raza Ratdon de Coahuila.

Hipotesis

El estudio de la diversidad de poblaciones pertenecientes a la raza Raton de
Coahuila mediante la comparacion de datos morfologicos y genéticos permitira
determinar con mayor precision las relaciones dentro de esta raza de maiz, y la

obtencién de subconjuntos que representen su diversidad genética.
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REVISION DE LITERATURA

Descripcion del maiz

El maiz (Zea mays L.) pertenece a la familia botdnica Gramineae. Es una
graminea anual productora de grano, dotada de tallos fuertes, con un amplio
sistema radicular fibroso y un éarea foliar abundante, cultivada en todas las
regiones del pais (desde el nivel del mar hasta altitudes superiores a los 2900 m)
y con distintas condiciones de humedad, ya sea de temporal o riego (Ruiz et al.,
2008).

El maiz es una planta monoica con flores diclinas, debido a que produce flores
masculinas (panicula) encargadas de producir polen y flores femeninas
(mazorca) las cuales forman el saco embrionario que se convertira en semilla. En
la mazorca se forman los granos, los cuales estan encerrados en numerosas
bracteas o vainas de las hojas (totomoxtle), de la punta del raquis cilindrico (olote)

emergen los estilos que tienen forma de hilos sedosos (pelos de elote).

El grano o semilla es un fruto independiente llamado caridpside que esta
insertado en el raquis. Las estructuras que constituyen el grano son: pericarpio,
endospermo y embrién, las cuales le confieren propiedades fisicas y quimicas
como el color, textura, tamafio, etc. importantes en la seleccion del grano como

alimento.

Importancia del maiz en México

En México, el maiz (Zea mays L.) se ha considerado un cultivo de gran
importancia para la seguridad alimentaria por ser una de las principales fuentes
de alimentacion, forraje e industria, y representativo en cuanto a cultura y
tradiciones culinarias. Es el Unico cereal que puede ser usado como alimento en

cualquier etapa del desarrollo de la planta (SADER, 2019).

En el 2020, a nivel mundial, México ocup6 el octavo lugar de produccion de maiz
para grano con una superficie sembrada de 7.472 millones de ha, con un volumen
de 27 millones 425 mil toneladas, equivalente a 3.8 t ha' de rendimiento,
producidas bajo condiciones de riego (22.7%) y temporal (77.3%) (SIAP, 2021).
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El Porcentaje del valor de la produccion por entidad federativa fue para Sinaloa
(20.3%), Jalisco (15.1%) y Michoacan (8.0%). Para el caso de Coahuila la
produccion de maiz para grano tuvo una participacion de 0.08% el equivalente al
23,094.57 ha de superficie sembrada con un rendimiento de 0.91 t ha! (SIAP,
2021).

Estudios de diversidad del maiz

La diversidad observada de caracteres en razas de maiz es el resultado, en parte,
de la seleccion dirigida por el agricultor con el objetivo de satisfacer sus
necesidades de consumo, socioecondmicas y de produccién (Rincén et al.,
2010).

Describir la diversidad del maiz es una tarea compleja ya que se deben analizar
en conjunto una serie de aspectos que inciden en la diversificacion de esta planta
cultivada. Se consideran los aspectos biologicos (mutacion, seleccion y
recombinacién), la etnobotanica, asi como la dinamica de los sistemas agricolas
tradicionales relacionados con las necesidades a largo plazo, el crecimiento y
expectativas de vida de las sociedades (Mapes y Mera, 2009).

La diversidad del maiz presente en México ha sido descrita de acuerdo con dos
tipos de pensamiento: 1) La etnotaxonomia en donde el maiz recibe los nombres
segun su morfologia o utilidad y 2) La ciencia occidental, la cual se basa en las
reglas de la taxonomia botanica donde se incluye la especie, subespecie,

variedad y raza (Perales y Hernandez, 2005).

Este altimo concepto ha sido utilizado mundialmente para la clasificacion del maiz
y definido por Anderson y Cutler (1942) como un grupo de individuos
emparentados, con suficientes caracteristicas en comun para permitir su

reconocimiento como grupo.

Los estudios y clasificaciones de la diversidad de las razas han considerado
regiones como México y el continente americano y describen las razas y sus
agrupamientos de acuerdo con la similitud de sus caracteristicas morfologicas
(Sanchez et al., 2000).
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Con el uso de la taxonomia numérica fue posible analizar la variabilidad del maiz
de una forma sistematica, lo cual se pudo lograr gracias al desarrollo de los
meétodos estadisticos y los sistemas de coOmputo que proporcionaban la ventaja

de manejar una gran cantidad de variables (Sneath y Sokal, 1973).

Diversidad y clasificacion racial del maiz en México

En América Latina se cuenta con 220 razas existentes, de las cuales 59 se han
identificado y descrito para México, agrupadas en ocho complejos raciales, los
cuales son conico, sierra de chihuahua, ocho hileras, chapalote, tropicales
precoces, dentados tropicales y maduracion tardia (CONABIO, 2020), por lo que
es considerado el centro de origen del maiz ya que es donde se ha registrado la

mayor diversidad genética existente (Wellhausen et al., 1951).

Esta variabilidad se debe a la seleccion practicada por el hombre a través del
proceso de domesticacion, asi como a los humerosos nichos ecoldgicos y los
efectos ambientales que cada condicion climética ejerce sobre las poblaciones

para determinar la adaptaciéon de estas (Caraballoso et al., 2000).

Gran parte de la diversidad genética del maiz nativo de México, aun se puede
encontrar en los campos agricolas en forma de variedades o poblaciones nativas
desarrolladas por los agricultores que la han conservado de sus cosechas por
generaciones (Castillo et al., 2000; Herrera et al., 2000).

Las poblaciones nativas pueden definirse como un conjunto de individuos que se
reproducen en un ambiente local, resultado de un proceso de seleccién dirigida
por el agricultor para satisfacer sus necesidades de consumo, socioeconémicas

y naturales de produccion (Flores-Pérez et al., 2015).

Las razones por las que los agricultores prefieren las variedades nativas son de
indole social, econémico, cultural y por el comportamiento agronémico superior
al de las variedades mejoradas, ya que, potencialmente presentan ventajas en
cuanto a diversidad y adaptabilidad climatica sin que se vea afectado su

desarrollo y rendimiento (plasticidad) (Ruiz et al., 2011).
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Wellhausen et al. (1951), mediante las caracteristicas morfolégicas de los
caracteres de la planta, espiga y mazorca; ademas de los genéticos, citologicos
y fisiolégicos, lograron describir las 25 primeras razas mexicanas las cuales se
clasificaron en cuatro complejos bien definidos: 1) Las Antiguas Indigenas, 2) Las

Exoticas Precolombinas, 3) Mestizas Prehistoricas y 4) Modernas Incipientes.

Hernandez y Alanis (1970) colectaron y estudiaron los maices de la Sierra Madre
Occidental. La clasificacion se realizé mediante la caracterizacion morfologica e
informacion etnoboténica, con la que determinaron la presencia de cinco razas
nuevas para el Norte y Noreste de México: Gordo, Azul, Apachito, Bofo y Tablilla
de Ocho.

Goodman (1972), Goodman y Bird (1977) corroboraron grupos propuestos por
Wellhausen et al. (1951) mediante la caracterizacion morfolégica, implementado
los componentes de la varianza y el criterio de repetibilidad para determinar los

caracteres morfolégicos mas utiles para la descripcion racial.

Ortega (1985) utilizando los caracteres morfolégicos, mostré la existencia de
cinco razas que no habian sido descritas: Raton, Tuxpefio, Tuxpefio Nortefio,

Onavefio, Cristalino de Chihuahua y Palomero de Chihuahua.

Goodman y Brown (1988) mediante las técnicas isoenzimaticas (ISO) definen
tres grupos de acuerdo con la forma de la mazorca: 1) Agrupa las razas que
tienen mazorcas largas y angostas, y se encuentra en el noreste de México, 2)
Contiene las razas de mazorca coénica, encontradas en México en elevaciones
altas y 3) Considera las razas con mazorcas largas y pequefias, se encuentran

en tierras bajas en el Pacifico.

Sanchez (1989) empleo las técnicas isoenzimaticas (ISO) y logré caracterizar las
siguientes razas; Zamorano Amarillo, Mushito, Dulcillo del Noroeste, Blandito,

Coscomatepec, Motozinteco y Elotero de Sinaloa.

Sanchez et at. (2000) usando las frecuencias alélicas de las técnicas
isoenzimaticas (ISO) y las caracteristicas morfologicas definieron cuatro grupos

de acuerdo con los coeficientes de su similitud.
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Diversidad de maices nativos en Coahuila, México

Rincon et al. (2010) recolectaron muestras de 90 poblaciones de maiz en 23
municipios del estado, proporcionadas por 75 agricultores en 70 localidades. La
clasificacion racial fue realizada mediante la caracterizacion morfolégica con
caracteres de la mazorca y grano, ademas de un analisis sistematico basado en
la taxonomia numérica. Los resultados indicaron que en el 74.5 % de ellas se
encontrd la presencia de siete grupos raciales: Celaya, Cénico Nortefio, Elotes
Conicos, Olotillo, Ratén, Tuxpefio y Tuxpefio Nortefio, de las cuales las mas
importantes son: Conico Nortefio (21.1 %), Ratén (26.7 %) y Tuxpefio Nortefio
(20.0 %). También se identificaron formas intermedias entre grupos raciales en
un 25.5 % de las poblaciones, lo cual en conjunto determinan la diversidad del

maiz en Coahuila.

Rincdn y Ruiz (2015) analizaron 232 poblaciones de maices nativos en Coahuila,
procedentes de diferentes altitudes desde los 231 hasta 2,568 m. Mediante la
clasificacion por zonas de altitud del sitio de procedencia, la diversidad estuvo
representada principalmente por cuatro grupos raciales: Ratén (34.9%), Tuxpefio
(10.3%), Tuxpefio Nortefio (19%) y Cdnico Nortefio (26.3%).

Rincén y Ruiz (2018) analizaron la diversidad de maiz en el sureste del estado
de Coahuila en México e identificaron un subconjunto para representar la
diversidad de dicha region. Emplearon 77 poblaciones y las caracterizaron con
base en los caracteres de la mazorca y el grano, que representaron a los
complejos raciales Celaya, Olotillo, Cdnico, Conico Nortefio, Elotes Conicos,

Elotes Occidentales, Raton, Tuxpefio y Tuxpefio Nortefio.

Descripcién de la diversidad del maiz
La descripcion para la identificacibn y agrupacion racial dentro y entre
poblaciones de maiz se puede realizar mediante el uso de marcadores

morfologicos, bioquimicos y moleculares.

Caracterizacion morfoldgica
Las mediciones y analisis de los caracteres morfologicos (planta, espiga,

mazorca y grano) de las razas de maiz, son de gran utilidad para conocer la
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variacion genética existente entre razas, dentro de razas y entre poblaciones
nativas y al mismo tiempo evaluar su potencial agronomico y la estabilidad a
través de los ambientes de produccion (Berardo et al., 2009; Flores-Pérez et al.,
2015).

La descripcion morfoldégica mediante descriptores consiste en registrar todos los
caracteres que son altamente heredables, visibles a simple vista y que se

expresan en todos los ambientes (IBPGR, 1991).

Las caracteristicas visibles de una especie no se expresan con la misma
intensidad y algunos individuos de la poblacién pueden presentar diferentes
grados de expresion que se traducen en diferentes tipos de datos o categorias
de variables (Franco e Hidalgo, 2003).

Este tipo de datos se conocen como cuantitativos porque requieren de una
medicidn precisa, por lo tanto, muestran variacién continua y distribucion normal
ya que describen las propiedades fisicas de la estructura de la planta, mazorca 'y
grano. Para el caso de los cualitativos su comportamiento es categorico, debido
a gque se refieren a la presencia/ausencia, colores, formas y texturas y se

registran por la simple observacion (Sneath y Sokal, 1973).

Una vez gque se obtiene la informacion de la caracterizacién se construye una
matriz de datos, la cual es fundamental para la aplicacién de las herramientas
estadisticas. Los datos se pueden analizar mediante el uso de métodos simples
o complejos que van desde el uso de gréficos y estadisticos de tendencia central
y dispersion hasta los multivariados para establecer las ordenacién y relacion

entre las accesiones y las variables en estudio (Franco e Hidalgo, 2003).

Caracterizacion genética

Se han llevado a cabo estudios sobre la diversidad genética del maiz mediante
el uso de los marcadores moleculares, los cuales son de gran utilidad debido a
la cantidad de polimorfismos distribuidos en el genoma, la rapidez y calidad de

datos generados (Govindaraj et al., 2015).
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Un marcador molecular es una secuencia de ADN con una ubicacion
cromosomica conocida que controla un gen o caracter en particular (Nadeem et
al.,, 2018). Los marcadores de Diversity Array Technology (DArT) y los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) actualmente son los marcadores
comunmente utilizados para la determinacion de la diversidad genética en varios
cultivos (Baloch et al., 2017).

Los SNPs son cambios en un par de bases presentes en la secuencia del genoma
de un individuo. Los SNPs pueden ser transiciones (C/T o G/A) o transversiones
(CIG, AIT, C/IA o T/G) sobre la base de la sustitucion de nucleétidos. Los SNP
estan presentes en abundancia en plantas y animales y la frecuencia en las
plantas oscila entre un SNP cada 100-300 pb (Xu, 2010).

La identificacion de los SNP se logra mediante el andlisis de datos de secuencia
almacenados en bases de datos. Se han desarrollado un gran numero de
métodos para el genotipado de SNPs basados en diferentes técnicas de

discriminacion alélica y plataformas de deteccion.

Entre ellos, los mas importantes son la extensiéon de cebadores, la escision
invasiva, la ligadura de oligonucledtidos y la hibridacion especifica de alelos
(Sobrino et al.,, 2005). Varios métodos recientes de genotipado de alto
rendimiento como la secuenciacion de siguiente generacion (Next Generation
Sequencing (NGS)), genotipado por secuenciacion (Genotyping By Sequencing
(GBS)) y los NGS basados en chips, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) especifica de alelos, hacen que los SNPs sean los marcadores mas
atractivos para el genotipado (Agarwal et al., 2008).

El método de genotipificacion por la plataforma DArTseq fue desarrollado por la
empresa Diversity Arrays Technology de Australia, y permite la identificacion de
decenas o inclusive centenas de miles de polimorfismos a partir de una muestra
gendmica. DArTseq se ha desarrollado con un enfoque técnicamente simple,
altamente multiplexado que hace posible omitir el paso de desarrollo del ensayo,
no solo para descubrir, sino también, para la clasificacion directa de los

polimorfismos de ADN (Sansaloni et al., 2011). Esta técnica esta basada en la
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reduccion de la complejidad del genoma por medio de la combinacion de dos
enzimas de restriccion, y en la utilizacion de “barcodes” un tipo codigo de barras
que permiten el genotipado de multiples muestras en paralelo obteniendo

marcadores de alta densidad (Kilian et al., 2012).

DArTseq ofrece un perfil gendmico a través de la generacién de polimorfismos
de un solo nucleotido (SNPs) de alta densidad, y también la identificacion de
variaciones de presencia y ausencia (PAV), pudiéndose obtener de 40,000 a
200,000 marcadores de este tipo (Sansaloni et al., 2011; Chen et al., 2016).

La tecnologia DArTseq ofrece ventajas como alto rendimiento a bajo costo, no
hay necesidad de informacién de secuencia previa para la deteccién de loci para
un rasgo de interés, ademas permite estudiar la diversidad genética de grandes
entradas de numeros y genomas complejos (Chen et al., 2018; Nadeem et al.,
2018).

Para analizar la variabilidad genética existen diversos procedimientos que
simplifican la informacion en términos de estimaciones manejables. En este
sentido, los parametros que miden el indice de diversidad son los siguientes:
Polimorfismo, Contenido de informacion Polimérfica (PIC), Heterocigosidad
esperada (He), Heterocigosidad observada (Ho), Numero de alelos efectivos (Ae)
y Alelos raros (Rj) (Pacheco et al., 2020).

Caracteristicas de la raza Raton

La dispersion de las razas de maiz en México sucedié en cinco direcciones, dos
hacia el Sur y tres hacia el Norte. La vertiente del oriente se presento a través de
la costa del Golfo de México y tom6 como eje al complejo de maiz Tuxpefio, que
en su ruta por territorio del Norte de México originé las razas Conico Nortefio y

Ratén en los estados de Coahuila, Nuevo Ledn y Chihuahua (Ortega et al., 2013).

La informacién disponible indica que se distribuye en los estados de Tamaulipas,
Nuevo Leodn, Coahuila, Chihuahua, Durango, Zacatecas y San Luis Potosi,
también, recientemente se reporta en algunas zonas de Veracruz, Guerrero y
Morelos (CONABIO, 2011).
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De acuerdo con Ortega (1985) los posibles progenitores de la raza Ratén son
Nal-Tel y Tuxpefio, dado que las caracteristicas morfologicas de planta y espiga
se parecen a Nal-Tel y las de mazorca y grano se asemejan a Tuxpefio. Las
principales caracteristicas morfolégicas de la raza Raton son: periodo vegetativo
corto con inicio de floracion a los 54-60 dias, plantas de porte bajo de 2.5 a 3
metros; hojas con una longitud de 90 cm; espigas cortas con numerosas
ramificaciones; mazorcas de forma semi-cilindricas con 12 a 16 hileras de granos;
grano de tamafio medio y textura dentada, en los que predomina el color blanco,
aunque se llegan a encontrar de color amarillo y azul oscuro, debido a la
infiltracion génica de otras razas. Esta raza posee caracteristicas deseables para
el mejoramiento genético tales como: precocidad, estabilidad en rendimiento,

resistencia a la sequia, tendencia al cuateo y poco sensible al fotoperiodo.
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MATERIALES Y METODOS

Parte 1 Caracterizacion morfoldgica

Material vegetal

El estudio comprendi6 83 poblaciones nativas de maiz de la raza Ratén
recolectadas en el estado de Coahuila (Cuadro 1), procedentes de la coleccion
del Centro de Conservacion de Semillas Ortodoxas, ubicado en las instalaciones

de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.

Cuadro 1. Clasificacion racial y frecuencia de las 83 poblaciones de la raza Ratén

de maiz con base en la altitud del sitio de colecta, Coahuila, México.

Altitud en msnm

Bajo Intermedio  Transicién Total

Clasificacion racialt (<1000) (1001-1800) (1801-2000)

Ratén 16 35 3 54
Ratén x Conico 1 1
Ratén x Coénico Nortefio 3 1 4
Ratén x Elotes Conicos 1 1
Ratén x Olotillo 1 1 2
Ratén x Tuxpefio 10 4 14
Ratén x Tuxpefio Nortefio 2 5 7
Total 29 50 4 83

T x = Indica algun grado de combinacion o forma intermedia entre los dos grupos raciales.

Ubicacién del sitio experimental

La evaluacion agronomica se realizé en dos afios (2020 y 2021) en dos
localidades contrastantes: General Cepeda, Coahuila (25° 26' LN; 101° 27' LO,
altitud 1350 m, temperatura media anual de 18.4 ° C y precipitacion media anual
de 279.9 mm), y en el Ejido El Mezquite, Galeana, Nuevo Leo6n (25° 18' LN; 101°
16' LO, altitud 1890 m, temperatura media anual de 15.5° C y precipitacion media

anual de 416.4 mm).

Disefio experimental
El material experimental fue establecido bajo un disefio de bloques incompletos
con arreglo a-lattice, en experimentos repetidos en dos fechas de siembra con

dos repeticiones cada uno, en surcos de 4 m de largo a una distancia entre
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plantas de 0.2 m, y entre surcos de 0.85 m. Se sembraron 30 semillas por cada
unidad experimental, para finalmente contar con 22 plantas, lo que resulté en una

densidad de plantacion de 61,919 plantas por ha.

Fertilizacion

Se utilizd una dosis de fertilizacion de 120-60-60 en las dos localidades de
estudio. Se aplicé la mitad de Nitrdgeno con todo el Fosforo y Potasio a la siembra
con fertilizante formula 17 — 17 — 17; la otra mitad del Nitrégeno se aplicé al cultivo
con Urea (46-00-00).

Riegos
En las dos localidades se sembré en himedo. Posteriormente, el niUmero de

riegos estuvo en funcion de las condiciones meteoroldgicas de cada localidad.

Labores culturales
Las labores culturales, aplicacién de herbicidas y pesticidas para el cultivo, se
realizaron de acuerdo con las necesidades del cultivo en cada localidad.

Caracteres evaluados

Caracteres agrondmicos
Para los dos afios de evaluacién, se obtuvo datos promedio por parcela, para

obtener la siguiente informacion:

Floraciéon masculina y femenina (FM, FF): nimero de dias desde la siembra
hasta que el 50 % de las plantas han liberado polen y han emergido los estigmas,

respectivamente.

Asincronia de floracion ASI (dias): fue estimado como la diferencia entre dias

a floracion masculina y dias a floracién femenina.

Prolificidad (PRO): se determind dividiendo el nimero de mazorcas entre el

numero de plantas por unidad experimental.

Humedad de grano en campo (HUM): el contenido de humedad en el grano se
estimo al momento de la cosecha. La medida se obtuvo con el determinador de

humedad portatil (Dickey John), a partir de una muestra aleatoria de grano de
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varias mazorcas de cada unidad experimental, el resultado se expresd en

porcentaje.

Rendimiento de grano (REND): se obtuvo de multiplicar el valor del peso seco
(PS) por un factor de conversiéon (FC) de la superficie de la parcela experimental
a una hectarea. Este valor se multiplicé por el porcentaje de desgrane para

obtener el rendimiento de grano.

El PS fue estimado multiplicando el peso de campo (PC) por el porcentaje de

H
grano seco (1 — E)'

PS = PC x (1 i
N ( 100

El factor de conversion se calcul6 de la siguiente manera:

_ (100 10000

=\85 X 2prU )/1000

Donde: Area de parcela til (APU): se calcul6 como el producto de la distancia
entre surcos por la longitud del surco; 100/85: coeficiente para obtener el
rendimiento al 15 % de humedad; 1000: constante usada para calcular el

rendimiento en t hat; 10000: superficie de una hectarea en m?.

Numero de plantas (PTS): numero total de plantas por unidad experimental
antes de la cosecha; este dato se utilizé en el calculo de cobertura de mazorca,

prolificidad y rendimiento de grano.

NUumero de mazorcas (MAZ): numero total de mazorcas cosechadas por unidad
experimental; este dato se usO para el calculo de prolificidad y mazorcas

podridas.

Peso de campo (PC): es el peso de las mazorcas de cada unidad experimental
al momento de la cosecha, expresado en kilogramos. Este dato fue utilizado para

el célculo de rendimiento.
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Descripcion morfologica
La caracterizacion morfolégica se realiz6 con valores promedio de plantas por

parcela mediante los descriptores de maiz (IBPGR, 1991).

Caracteres de la planta
Para la toma de datos de estas variables, en los dos afios de evaluacién se
seleccionaron tres plantas representativas en cada parcela (unidad

experimental).

Altura de plantay de mazorca (APTA, AMAZ): se midi6 desde el ras del suelo
hasta el punto donde la espiga empieza a ramificarse y de la base de la planta al

nudo de insercion de la mazorca superior, respectivamente.

Hojas arriba de la mazorca (HAMAZ): se conté el nUmero de hojas presentes

arriba de la mazorca superior.

Longitud de hoja (LHOJA): se midi6é desde la ligula hasta el apice de la lamina
foliar que sobresale de la mazorca superior, las mediciones se realizaron

después de la floracion, expresado en cm.

Ancho de la hoja (AHOJA): se midi6 del punto medio de la longitud de la lamina

foliar, las mediciones se realizaron después de la floracion, expresado en cm.
indices calculados con los datos de la planta

indice de area foliar (IAF): se calcul6 multiplicando (largo x ancho x 0.75), de la

hoja utilizada anteriormente (Elings, 2000).

Relacion altura de planta/mazorca (APTA/AMAZ): se determiné dividiendo la

altura de mazorca entre la altura de planta.

Relacion altura de mazorcal/planta (AMAZ/APTA): se obtuvo dividiendo la

altura de mazorca entre la altura de planta.
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Caracteres de la espiga

Numero de ramificaciones primarias de la espiga (NESP): se contd el nimero

total de ramificaciones primarias de la espiga.

Longitud de pedunculo de la espiga (LPED): se midié en cm, desde el nudo

de la hoja bandera hasta donde comienza la parte ramificada.

Longitud de parte ramificada (LRAM): se midié en cm, desde donde comienza

y donde termina la ramificacion de la espiga.

Longitud de raquis central (LRC): se midié en cm, desde donde termina la parte
ramificada hasta la punta del raquis central.

Longitud total de espiga (LESP): se calculd sumando las longitudes de

pedunculo, parte ramificada y raquis central.
indices calculados con datos de la espiga

Relacion longitud de ramificada/nimero de espiguillas primarias
(LRAM/NESP): se establecio dividiendo la longitud de la parte ramificada entre

el nimero de espiguillas primarias.

Relacion longitud de parte ramificada/espiga (LRAM/LESP): se calculd
dividiendo la longitud de parte ramificada entre la longitud de espiga.

Relacion longitud de pedunculo/espiga (LPED/LESP): se determind
dividiendo la longitud de peddnculo entre la longitud de espiga.

Relacion longitud de raquis central/espiga (LRC/LESP): se obtuvo dividiendo
la longitud del raquis central entre la longitud de espiga.

Caracteres de la mazorca
Los datos de la mazorca fueron obtenidos de tres mazorcas representativas,

completas y sanas de cada unidad experimental.

Numero de hileras en la mazorca (HIL): se contd el nUmero de hileras de

granos en la parte central de cada mazorca.
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Granos por hilera (GHIL): se contdé el numero total de granos en una hilera
completa y representativa en cada mazorca.

Longitud de mazorca (LMAZ): se midi6 la longitud de la base al apice de la

mazorca, en cm.

Diametro de mazorca (DMAZ): se midio el diametro de la parte central de la

mazorca, en cm.

Peso de la mazorca (PMAZ): cada mazorca antes de desgranarse se le tomo

Su peso en g.

Diametro de olote (DOLO): se midio en cm, diametro de la parte media del olote

de las mazorcas utilizadas anteriormente.

Porcentaje de desgrane (DESG) (%): se calculd dividiendo el peso de semilla

entre el peso de mazorca y multiplicado por 100.

Superficie de mazorca (SUPMAZ): se determind multiplicando (3.141592 x
diametro de mazorca x longitud de mazorca), expresado en cm?® (Goodman vy
Paterniani, 1969).

indices calculados con datos de la mazorca

Relacion diametro/longitud de mazorca (DMAZ/LMAZ): se obtuvo dividiendo

el diametro de mazorca entre longitud de mazorca.

Relacion diametro de olote/diametro de mazorca (DOLO/DMAZ): se calculd

dividiendo el diametro de olote entre el diametro de mazorca.

Caracteres del grano

Contenido de humedad del grano (HUMG): se determin6 a base de secado en

la estufa por el método de la International Seed Testing Association (ISTA, 2009).

Dimensiones del grano: se obtuvo mediciones de 10 granos consecutivos de

una hilera en el punto medio de cada mazorca, para determinar en promedio la
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longitud de grano (LG), ancho de grano (AG) y espesor de grano (EG) expresado

en (cm).

Peso de 100 semillas (PS100): se utilizo el peso de 10 semillas para determinar
el peso y la suma se multiplicé por 10, ajustado a un contenido de humedad del
12 %, con la finalidad de estimar el peso de 100 semillas en g.

Volumen de grano (VGRANO): se calcul6 multiplicando (longitud de grano x
ancho de grano x espesor de grano), expresado en cm?3,

indices calculados con los datos del grano

Relacion ancho/longitud de grano (AG/LG): se determiné dividiendo al ancho

de grano entre longitud de grano.

Relacion espesor/longitud de grano (EG/LG): se calculé dividiendo el espesor

entre longitud de grano.

Relacion espesor/ancho de grano (EG/AG): se obtuvo dividiendo el espesor
entre el ancho de grano.

Andlisis de la informacion para la descripcién morfologica

El andlisis de datos de la caracterizacion se realiz6 mediante un andlisis de
varianza con el procedimiento PROC GLM de SAS (SAS Institute, 2013),
mediante el cual se probaron los efectos de poblaciones y las interacciones con
los ambientes de evaluacion. Para el andlisis de la informacion de los caracteres

morfolégicos se utilizé el modelo lineal:
Yijkl = u + Ai + Rj(i) + Bk(AiRj) + Gl + AiGl + gijkl

Donde: Yju = Variable de respuesta; y = Efecto de la media general; Ai = Efecto
del i-ésimo ambiente; Rjj = Efecto de la j-ésima repeticion dentro del i-ésimo
ambiente; Bk(AiR;) = Efecto del k-ésimo bloque dentro del i-ésimo ambiente por

la j-ésima repeticion; G, = Efecto del I-ésimo genotipo o poblacion; AiG| = Efecto
de la interaccion del i-ésimo ambiente por el |-ésimo genotipo; & = Error

experimental.
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Seleccién de caracteres para la clasificaciéon

Para la seleccion de variables usadas en la clasificacion racial, se utilizo el criterio
dado por Goodman y Paterniani (1969), que indican que los caracteres mas
apropiados para la clasificacion taxondémica son aquellos que presentan los

valores mas altos de la relacion “r’ (repetibilidad).

2
Op

- 2 2
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Donde: 6%, y 6%, son los estimadores de los componentes de varianza debido a
las diferencias entre las poblaciones y ambientes; 02,,, es el estimador del
componente de varianza de la interaccion entre poblaciones y ambientes. La
regla de decision consistio en aceptar los caracteres cuya relacion (r) fuera mayor
a uno (r>1.0), porgue valores mayores a la unidad significa que es mayor la
variacion de los efectos genéticos que la de los efectos ambientales y la

interaccién juntos.

Los estimadores de los componentes de varianza se realizaron con el
procedimiento PROC MIXED de SAS (SAS Institute, 2013). Los promedios de 19
caracteres previamente seleccionados se estandarizaron restando la media de
cada caracter y dividiendo por su desviacion estandar antes de calcular las

asociaciones entre las poblaciones.

Andlisis de dispersion y clasificacion

El andlisis de agrupamiento y distribucion de la diversidad de las poblaciones de
maiz consistié en el andlisis de componentes principales (ACP) y analisis de
conglomerados, basados en las medias de colectas a través de ambientes, para
las variables que se consideraron como apropiadas para la valoracion de la
diversidad genética. Con los datos de las 83 poblaciones evaluadas, se
analizaron los promedios de 10 caracteres y nueve indices los cuales fueron

seleccionados por el criterio r> 1.0.
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El andlisis de componentes principales se realizé con la funcion PCA de la libreria
FactoMineR (Le et al., 2008) y la funcién fviz_pca_biplot de la libreria Factoextra
(Alboukadel y Mundt, 2020) del paquete estadistico R (R Core Team, 2020).

Se calculd un coeficiente de distancia (disimilitud) definido por el complemento
de la correlacion producto-momento de Pearson entre pares de poblaciones
(dij =1- r) con lafuncion get_dist de la libreria Factoextra (Alboukadel y Mundt,
2020). Con las funciones hclust de la libreria cluster (Maechler et al., 2022) y plot
de la libreria ggplot2 (Wickham, 2016), se obtuvo el andlisis de conglomerados
jerarquico, a través del método de grupo de pares no ponderados utilizando
promedios aritméticos (UPGMA) para obtener las relaciones entre poblaciones
(Sneath y Sokal, 1973) todo con el software de R (R Core Team, 2020).

Subconjunto representativo

Con base en el dendrograma se realizé un muestreo estratificado y direccional
modificado. Este proceso se inicié discriminando poblaciones con los valores mas
bajos de las distancias entre pares de poblaciones dentro de grupos Después de
cada ronda se cre6 un dendrograma nuevo, este proceso se realizo
repetidamente hasta que se obtuvo un subconjunto representativo de todas las
poblaciones evaluadas. El muestreo direccional modificado significa que se hizo
uso de una imagen representativa del tipo de mazorca de cada unidad
experimental. De esta manera se tendria una muestra mas representativa

(Rincén et al., 1996; Rincon-Sanchez y Ruiz-Torres 2018).

Parte 2 Caracterizacion genética

Material vegetal

En este estudio se analizaron 81 poblaciones nativas de maiz de la raza Ratén
recolectadas en el estado de Coahuila, procedentes de la coleccién del Centro
de Conservacién de Semillas Ortodoxas ubicado en las instalaciones de la

Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.
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Ubicacion del sitio experimental

La caracterizacion genotipica de las poblaciones evaluadas se realiz6 en el
Laboratorio de Servicio de Andlisis Genético para la Agricultura (SAGA), del
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), ubicado en

carretera México-Veracruz Km. 45, El Batan, Texcoco, México.

Extraccion de ADN gendmico

Obtencién de muestras de tejido foliar

Se sembraron 30 semillas representativas de cada una de las poblaciones de
maiz. Posteriormente a los 15 dias de comenzada la germinacion se
seleccionaron 15 plantulas, de cada poblacion para luego tomar una fraccion de
10 a 15 cm de hojas frescas y jovenes sin zonas necroticas ni lesiones.
Liofilizacion

Las muestras de cada poblacion se colocaron en glassines a -80 °C durante 24
horas. Luego el material foliar fue colocado en una liofilizadora (Labconco™,
modelo 230 v), en condiciones de vacio a <100 micrones durante cinco dias a
una temperatura de condensador de < 50 °C. Finalmente, las muestras se
secaron por 72 horas y se conservaron en bolsas de plastico cerradas a

temperatura ambiente.

Molienda

El tejido vegetal liofilizado se dividié en fracciones de 0.5 a 1.5 cm y se coloco en
tubos de extraccion de 1.5 ml, junto con dos balines de acero inoxidable. Las
muestras se colocaron en un molino mecanico (SPEXTM Geno/Grinder) por dos
minutos a 1650 revoluciones por minutos (rpm) hasta obtener un polvo fino.

Extraccién de ADN

Basado en el método de Saghai-Maroof et al. (1984), al tejido previamente
liofilizado y molido se le agregd 400 ul de solucién buffer amortiguadora CTAB
(Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) para extraccion. Las muestras fueron
incubadas a 65°C durante 90 minutos en un agitador orbital (Fisher Scientific).

Los tubos fueron puestos a temperatura ambiente durante cinco minutos, se le
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agregaron 4.5 ml cloroformo/octanol (24:1) y se colocé nuevamente en el agitador
orbital por 20 minutos a temperatura ambiente, se centrifugé a 3750 rpm a
temperatura ambiente por 30 minutos (Beckman Coulter Allegra® x-15R
Centrifuge). En tubos nuevos de 1.5 ml se paso el sobrenadante y se agregaron
300 pl de isopropanol agitandolos suavemente para mezclar el contenido. Se
incubaron por 60 minutos a -20 °C, luego se centrifugaron durante 30 minutos a
3750 revoluciones por minuto a 4 °C. Se desecho el isopropanol y se adicioné
etanol al 70% centrifugandose la solucién por 20 minutos a 3750 revoluciones
por minuto. Luego se volvié a decantar el isopropanol sobrante, el mismo
procedimiento se repitié una vez mas hasta que los tubos quedaron con el menor
volumen y se dejaron secar abiertos en la campana durante 24 horas. Se agrego
H202, se incubaron los tubos a 65°C por un periodo de 20 minutos y se les dio

un pequefio vortex. Finalmente, el ADN resultante se almacen6 a 4 °C.

Verificacion de la calidad del ADN gendémico

Para evaluar la calidad del ADN se prepararon concentraciones de 50 ng/ul por
muestra. Posteriormente se cargd una solucién de 10 yl de ADN y 30 pl de
bromuro de etidio en ocho placas en un pocillo de un gel de agarosa al 0.8%,
ademas de un marcador (leader) de peso molecular (PhiX174/Haelll). Se corri
la electroforesis a 120 volts por 20 minutos, y se visualizaron los pesos
moleculares de las muestras de ADN utilizando un sistema de documentacion en

gel (BioDocAnalize Live, Biometria).

Preparacion del ADN templado por el método DArTseq

Reduccién de complejidad gendmica

Mediante el método de reduccién de complejidad descrito por Sansaloni et al.
(2011), se utilizaron dos enzimas de restriccion sensibles a metilacion, una de
corte especifico o raro Pst-1 (CTGCAG), y la segunda de corte frecuente Nsp-I
(CATG) preparadas en soluciones de digestion (Cuadro 2). Con este proceso se
crearon fragmentos de ADN que se muestran como una representacion
gendmica de las poblaciones evaluadas para la posterior identificacion de los

marcadores moleculares a través del método DArTseq (Sansaloni et al., 2011).
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En cada placa de 96 pocillos se dejaron vacios en dos posiciones, G12 y H12,
como controles negativos, asi como también se replicé el 16% de las muestras
para evaluar la reproducibilidad de datos genotipicos finales, tal como lo indica el

protocolo de esta tecnologia.

Cuadro 2. Soluciones y sus concentraciones para la digestién del ADN genémico.

Unidad Cantidad 50 de RXN (pl)
H20dd 50 pl 50.0
Amortiguador 10X para Nsp-I 1X 5.0
Nsp-I (5 U/ pl) 2.5 U/ yg de ADN 0.5
ADN gendmico (0.3 pg/ ul) 1ug 4.5
Pst-1 (10 U/ ul) 2.5 U/ ug de ADN 0.2
NaCl (2.5 M) 50 uM 1.0

H20dd= Agua bidestilada; NaCl= Cloruro de Sodio; ul= Microlitros; ug= Microgramo;
pM=Micromolar; X= Cantidad ajustada; RXN= Mezcla; Nsp-I= Enzima de corte frecuente;

Pst-1= Enzima de corte especifico.

Con los fragmentos resultantes de la digestion se llevdé a cabo la ligacién de
fragmentos especificos para la enzima Pst-l con un adaptador de sitio especifico
etiquetado con 96 cddigos de barras diferentes (barcodes). Finalmente, la
ligacién y digestion mezcladas fueron colocadas individualmente en cada pocillo
de placas de 96 muestras (Eppendorftwin.tec®, PCR plate 96), en un volumen
final de 20 ml por pocillo, incubadas en el termociclador (Ramse, Minnesota,
USA) por un periodo de tres horas a 37 °C y 20 minutos a 60 °C. Para la ligacion
del ADN gendémico fueron empleadas soluciones y concentraciones que se

presentan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Soluciones y sus concentraciones para la ligacion del ADN gendmico.

Solucion Cantidad Volumenes
10 de RXN (pl)
H20dd 5
Amortiguador de ligazon (5X) 1X 2
Adaptador Nsp-I (50 uM) 50 pmoles 1
Adaptador Pst-I (5 uM) 5 pmoles 1
Ligasa ADN T4 (1 U/ ul) 1U 1

H20dd= Agua bidestilada; pl= Microlitros; pmoles= Concentracién molar;
pM=Micromolar; X= Cantidad ajustada; U= Unidad; RXN= Mezcla; Nsp-I= Enzima de
corte frecuente; Pst-I= Enzima de corte especifico.
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Amplificacién por PCR

Para la amplificacion por Reaccion en cadena de Polimerasa (Polymerase Chain
Reaction-PCR) (Cuadro 4), se tomaron 10 pl de la reaccion de digestion/ligacion
y se le agrego un iniciador hacia adelante (5-CGCCAAATGACGACTTCTAC-3)
y un iniciador reverso (3'-GCGCATAACGATACCACTGA-5') con un volumen final
de 35 pl. Estos iniciadores tienen la posicion 1547 y 2050 del plasmido Phy y
amplifican un fragmento de 523 pares de bases (pb). Esta reaccion fue puesta
en un termociclador MJ Research (Ramse, Minnesota, USA) con las siguientes
condiciones: se tuvo un ciclo inicial de 1 minuto de desnaturalizacion a 94 °C,
para la alineacion fue de 20 segundos a 94 °C, 30 segundos a 58 °C y 45
segundos a 94 °C y una elongacion de siete minutos a 72 °C por 30 ciclos, para

después dejarse en reposo a 10 °C por cinco minutos.

Cuadro 4. Componentes y concentraciones para la PCR.

Cantidad Final 10 RXN (ul)
ddH201 0.05
5X Green 1X 2.00
25 Mm mGCl22 1.5 mM 0.60
Mezcla de dNTP (2.5 Mm) 200 uM 0.80
Iniciador F + R (1.0 uM)3 0.25 uM 2.50
Go taq (®DNA Polymerase (5U/ pl) 0.25U 0.05
DNA (10-50 ng/ pl) 50-100 ng 4.00

ddH201= Agua destilada; yl= Microlitros; ng= Nanogramo; yM=Micromolar; X= Cantidad
ajustada; RXN= Mezcla; Nsp-I= Enzima de corte frecuente; Pst-I= Enzima de corte
especifico; dNTP= 5'-trifosfato de deoxinecleésidos; F+R; Iniciador hacia adelante +
iniciador reverso.

Revision de calidad

Para llevar a cabo el control de calidad los productos de la PCR se verificaron por
electroforesis en un gel de agarosa a 1.2% de concentracion, mediante un campo
electroforético de 120 volts/ 20 minutos. En este proceso se tuvo como criterio la
obtencion de un pequefio barrido de ADN que indicaba el tamafio y la calidad de

los fragmentos, descartando los que no cumplieron con dicho criterio.
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Mezclado purificacién y cuantificacion

En este paso se llevo a cabo el agrupamiento de los productos de PCR en una
solucion mezcla. Se tomaron 10 ul de producto PCR de cada pocillo de una placa
y se mezclaron en un tubo de dos ml. Para la purificacion de los productos PCR
agrupados en cada una de las soluciones mezcla, se utilizé el paquete comercial
(QlAquick PCR Purification) de la marca QUIAGEN®. También se realizé el
altimo control de calidad por medio de electroforesis en gel de agarosa a una
concentracion de 1.2% para confirmar la presencia de ADN amplificado en forma
de barrido, confirmando asi la ausencia de fragmentos de tamafos
prevalecientes. La cuantificacion se realiz6 con UV, usando un espectrofotometro
NanoDrop 8000 (Termo Scientific, EUA.), para estimar la cantidad necesaria de

ADN que se introduciria al secuenciador.

Secuenciacion de fragmentos

Secuenciacion por sintesis

Los productos de amplificacion de cada muestra se agruparon por placa para
clonarlos por medio de PCR en un equipo cBot (SY-301-2002, Illumina, San
Diego, CA, EUA), el cual utiliza el proceso de amplificacion por puente, lo que
genero agrupamientos de fragmentos de acuerdo con la secuencia de estos. Por
medio de la plataforma HiSeq 2500 se introdujeron los fragmentos creados a
partir de la digestién de ADN y amplificados posteriormente en los canales de las
celdas de flujo llamadas flow-cell. Los fragmentos templados fueron
secuenciados por el extremo en que se encuentra un adaptador tipo cédigo de
barras (bar code) que permite identificar a que individuo pertenecen cada una de

las lecturas (fragmentos) producidas por el secuenciador.

Obtencién y andlisis de datos

Identificacion de marcadores
Terminada la secuenciacion, se analiz6 la calidad de las lecturas mediante un
primary report que permitié revisar la calidad de las imagenes tomadas por el

secuenciador. Luego se realiz6 el filtrado o eliminacion de los sitios de corte de
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las enzimas, Pst-l (CTGCAG) y Nsp-l (CATG), y del cbédigo de barras que le
asigna a cada fragmento su pertenencia a cada individuo.

Posteriormente, se realizd la identificacion de los SNPs presentes en las
poblaciones evaluadas a través del sistema analitico DArTsoft 14 desarrollado
por la empresa Diversity Arrays Technology (DArT) en Camberra, Australia. Se
obtuvieron como resultado los marcadores Silico-DArT (dominantes) y los
marcadores SNPseq (codominantes) ambos expresados como datos binarios
(1/0), indicando en el primer caso la variacion de presencia/ausencia (PAV) del
fragmento y la variacion de un solo nucledtido en el segundo polimorfismo. Para
este estudio se utilizaron solamente SNPs para los cuales el llamado es
independiente del genoma de referencia por parte de esta tecnologia. Aqui la
identificacion de los SNPs se realiza con base en una biblioteca propia, formada
por todos los fragmentos producidos a partir de los diferentes germoplasmas de

este cultivo.

Matriz de datos alélicos de SNPs

Tamizaje de datos

Para determinar la calidad de los marcadores SNPs a ser empleados en el
analisis, se realizaron varios filtros para identificar aquellos con mejores
propiedades, los que fueron tomados en cuenta para caracterizar y calificar a

estos polimorfismos.

1. Lafrecuencia alélica fue estimada con el objetivo de obtener la proporcion
en la cual cada alelo marcador esta presente con relacion al total de
marcadores, usando el paquete estadistico R (R Core Team, 2020).

2. El porcentaje de datos perdidos o tasa de llamada de SNPs consistio en
ordenar de menor a mayor, para descartar aquellos valores menores del
75% mediante la libreria adegenet en R (R Core Team, 2020).

3. Usando DArTsoft se obtuvo el porcentaje de Reproducibilidad, una vez
presentados los resultados con Microsoft Excel 2016 se realiz6 un
reordenamiento de menor a mayor para eliminar aquellos que tenian

menos del 95% de reproducibilidad.
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Analisis molecular de la varianza

El analisis molecular de la varianza se determind con el software BIO-R v3.0
(Pacheco et al, 2020), a partir de las frecuencias alélicas obtenidas

anteriormente.

Andlisis de diversidad genética
El andlisis de la diversidad genética se realizd con la base de datos de las
frecuencias alélicas, con el software BIO-R v3.0 (Pacheco et al., 2020) y se

representd mediante los siguientes parametros:

Heterocigosidad
Este parametro se puede estudiar como Heterocigosidad observada (Ho) y

esperada (He).

La Ho se calculé para cada poblacion, como la media inter-loci de la frecuencia

genotipica de los individuos heterocigotos mediante la expresion:

Ho — 1 ZL 1 (Nheterocigotos)i
°T1L, Ni

Donde: L es el nimero de loci analizado en la poblacién objeto de estudio,
(Nheterocigotos)i es el nimero absoluto de individuos heterocigotos para el locus

i y Ni es el numero total de individuos analizados para el locus i.

La He de cada poblacién es la media de los valores obtenidos para cada locus

en dicha poblacion y se calcul6 usando la siguiente formula:

nL
1
j=1

Donde: h; es la Heterocigosidad por locus y L es el numero total de loci. Los

valores de He estan entre 0 y 1 y un minimo de 30 loci para ser analizados en 15

individuos por poblacién, para reducir el riesgo de sesgo estadistico.
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Numero de alelos efectivos
Este parametro se refiere al nimero de alelos que pueden estar presentes en

una poblacion.

Donde: p; es la frecuencia en el alelo ith en un locus y h; =1—Yp? es la
Heterocigosidad en un locus.

indice de Shannon

El indice de Shannon explica tanto la abundancia como la uniformidad de las

especies presentes.

A
SH == Palog(a)
a=1

Donde: p, es la frecuencia estimada del alelo a en toda la muestra y A es el

numero de alelos en la muestra.

Numero de alelos raros
La rareza de una accesion se define como la especificidad promedio de los alelos

gue contiene.

Kk
R; = Zpijsi

i=1
Donde: k es el nimero total de alelos, p;; la frecuencia alélica del i-€simo alelo

dentro de la accesion j.

Matriz de distancia genética

A partir de los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) se estimaron las
frecuencias alélicas presentes en cada una de las poblaciones de maiz
evaluadas. Posteriormente, las frecuencias alélicas se utilizaron para computar

la matriz de distancia genética de Rogers modificada (Wright, 1978), la cual se
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determiné mediante el software BIO-R v 3.0 (Pacheco et al., 2020), a partir de la

siguiente formula:

\/ZiLzl Zzl:l(Plax — Play)?
My = 2L

Donde: Plax= es la frecuencia estimada del alelo a, dentro del locus I, en el
genotipo x; L= el numero de loci; n;= el nUmero de alelo dentro del locus; Play=

es la frecuencia estimada del alelo a, dentro del locus [, en el genotipo y.

Ordenamiento de poblaciones

Se realizé la transformacion de la matriz de distancia genética en forma de
producto escalar para obtener sus valores propios y vectores caracteristicos
mediante un Andlisis de Componentes Principales con la funcion PCA de la
libreria FactoMineR (Le et al., 2008). Se utilizaron los dos primeros componentes
principales para representar las poblaciones en un analisis de dispersion gréafica
elaborado y la funcion fviz_pca_biplot de la libreria Factoextra (Alboukadel y
Mundt, 2020), con el paquete estadistico R (R Core Team, 2020).

Relacion entre poblaciones

Para simplificar las relaciones entre las poblaciones evaluadas, a partir de la
matriz de distancias genéticas de Rogers modificada (Wright, 1978) se realiz6 un
analisis de conglomerados usando el método de Ward (Ward, 1963). Este
analisis se realiz6 con la funcion get_dist de la libreria Factoextra (Alboukadel y
Mundt, 2020), hclust de la libreria cluster (Maechler et al., 2022) y plot de la
libreria ggplot2 (Wickham, 2016) con el software de R (R Core Team, 2020).

Subconjunto representativo

Mediante el algoritmo Core Hunter del software BIO-R v 3.0 (Pacheco et al., 2020)
se obtuvo un subconjunto representativo con las frecuencias alélicas de los
SNPs. En la optimizacion, el tamafio del subconjunto fue del 20% y se maximizé
la distancia promedio entre cada individuo seleccionado y el otro individuo

seleccionado mas cercano al nucleo.
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Coeficientes de divergencia genética
Para verificar el patron de diversidad entre los datos morfologicos y genéticos
(SNPs) se realizé un andlisis de correlacion con las distancias morfolégicas y

geneticas.

A partir de los valores de 19 caracteres morfoldgicos seleccionados por su
repetibilidad (> 1.0) y posteriormente estandarizados, se calcul6 un coeficiente
de distancia fenotipica, obtenido por el complemento del coeficiente de
correlacion de Pearson entre pares de poblaciones (dij =1- r), con el que se
obtuvo una matriz de distancias fenotipicas con el paquete estadistico R (R Core
Team, 2020).

Con los valores de los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) se estimaron
las frecuencias alélicas asociadas a cada una de las poblaciones de maiz, con
base en estas se determiné una matriz de distancia genética de Rogers
modificada (Wright, 1978), la cual se realiz6 mediante el software BIO-R v 3.0
(Pacheco et al., 2020).

Con la matriz de distancia genética y la matriz de distancia fenotipica, se realizo
un andlisis grafico y de correlacion con la funcion COR de la libreria Factoextra
(Alboukadel y Mundt, 2020) con el paquete estadistico R (R Core Team, 2020).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parte 1 Caracterizacion morfoldgica

Descripcion morfolégica
Las pruebas de significancia en las fuentes de variacion para las variables de
descripcion morfolégica a través de los ambientes de evaluacion (2020 y 2021)

se presentan en el Cuadro 5.

En ambientes se registr6 un comportamiento diferente (p<0.01 y 0.05) en 29
variables, el resto no presento significancia, debido a las condiciones climaticas
y edaficas de las localidades y a los efectos de las fechas de siembra. Resultados
similares observaron Gonzales-Martinez et al. (2020) mencionaron que los
fenotipos se expresan de manera diferente, debido a que las localidades de
evaluacion son contrastantes principalmente en condiciones climaticas y

edaficas.

Se encontraron diferencias (p<0.01) entre las poblaciones, como un indicador de
la variacion morfolégica y agronémica entre las poblaciones nativas de maiz
evaluadas. Ademas, estas diferencias se deben al origen de procedencia (alturas
de transicion, intermedias y bajas) y a las combinaciones con otras razas como
Tuxpefio, Tuxpefio Nortefio y Conico Nortefio principalmente. Estos resultados
concuerdan con Martinez-Sanchez et al. (2017) concluyeron que la variacion
identificada se atribuye a la seleccion natural y la artificial practicada por el

agricultor para caracteres de intereés.
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Cuadro 5. Cuadrados medios del andlisis de varianza de 83 poblaciones nativas de maiz de la raza Ratén de Coahuila, evaluadas en

ambientes contrastantes en 2020 y 2021.

Fuentes de variacion

Error CcVv

Variables A R/A B/RxA P PxA (%)
Caracteres agronémicos

g.l 3 4 96 82 246 232
FM(d) 41386.633 ** 46.457 ** 5.487 220.509 ** 7.966 ** 4.515 2.55
FF (d) 40333.506 ** 53.541 ** 7.113 * 251.889 ** 9.201 ** 5.212 2.69
ASIF(d) 10.058 2.279 1.329 3.269 ** 1.441 1.445 74.87
PRO (%) 0.439 ** 0.011 0.013 * 0.017 ** 0.012 * 0.009 8.66
REND (t ha) 80.803 ** 4.313 1.526 ** 3.508 ** 1.491 ** 0.836 16.38
Caracteres planta

g.l 3 4 96 82 246 1295
APTA (cm) 14012.270 3024.469 856.806 ** 6127.643 ** 530.448 ** 145.417 6.01
AMAZ (cm) 90162.413 **  4857.183 ** 677.008 ** 5717.253 ** 378.275 **  119.777 9.46
AMAZ/ APTA (cm) 1.674 ** 0.059 ** 0.006 ** 0.031 ** 0.005 ** 0.002 8.14
APTA/AMAZ (cm) 17.268 ** 0.955 ** 0.082 ** 0.362 ** 0.070 ** 0.028 9.32
LHOJA(cm) 7622.593 ** 159.691 08.853 ** 424.646 ** 117.130 ** 65.546 9.26
AHOJA(cm) 66.709 * 5.948 * 1.513 ** 3.841 ** 0.930 ** 0.681 9.9
AF (cm?) 216924.56 45727.300 14168.900 ** 48242.365 ** 11662.35 ** 6803.980 15.05
HAMAZ 28.770 ** 0.882 0.395 1.508 ** 0.456 ** 0.356 12.42

Caracteres espiga

g.l 3 4 96 82 246 1228

NESP 447.780 ** 14.684 24.438 ** 75.257 ** 19.553 ** 13.907 25.47



LPED (cm)

LRAM (cm)

LRC (cm)

LESP (cm)

LRAM/NESP (cm)

LPED/LESP (cm)

LRAM/LESP (cm)

LRC/LESP(cm)

Caracteres mazorca
g.l

NHIL

GHIL

PMAZ (g)

LMAZ (cm)

DMAZ (cm)

SUPMAZ (cm?)

DMAZ/LMAZ (cm)

DOLO/DMAZ (cm)

DOLO (cm)

DESG (%)

Caracteres grano

g.l

LG (cm)

AG (cm)

EG (cm)

VG (cm?3)

AG/LG(cm)

483.998
18.044
325.509
1693.687
27.987
0.027
0.015
0.003

3

12.693
2061.677
395343.916
482.825
19.153
247758.436
0.045

0.160

0.683

0.114

2.400
0.895
0.165
1.793
0.080

**

**

**

*%

**

*%

**

**

*%

**

*%

**

**

**

**

17.365
21.657
32.694
84.039
0.090
0.005
0.004
0.002

4
4.540
18.262
2596.559
3.604
0.232
1152.030
0.003
0.005
0.139
0.001

4
0.056
0.004
0.003
0.016
0.029

*

19.063
7.649
20.706
53.675
0.068
0.002
0.002
0.003

96

3.039
29.689
1253.315
5.064
0.137
1274.391
0.003
0.003
0.093
0.001

96
0.014
0.007
0.002
0.007
0.007

**

**

**

*%*

**

**

**

**

*%

**

**

*%

**

**

*%

**

59.448
32.293
48.295
157.420
0.166
0.007
0.008
0.006

82
17.185
68.636

3471.486
9.063
0.707

2788.118
0.010
0.017
0.745
0.010

82
0.043
0.034
0.006
0.021
0.038

*%*

**

*%*

*%*

**

*%*

**

**

*%*

*%*

**

*%

**

**

*%

**

*%

*%

**

**

*%

**

*%

15.016
8.667
15.762
46.129
0.064
0.002
0.002
0.003

246
3.469
24.198
1410.796
4.306
0.143
1295.176
0.003
0.003
0.097
0.002

246
0.012
0.008
0.002
0.006
0.007

*%

**

*%

*%

*%

**

**

*%

*%*

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

11.610
5.594
11.336
27.987
0.057
0.002
0.001
0.002

1440
2.662
18.437
423.586
1.944
0.076
469.512
0.002
0.002
0.068
0.001

1440
0.007
0.005
0.002
0.003
0.006

49

16.12
19.03
12.39

8.71
26.48
11.66
17.66
10.14

12.35
14.00
16.41
9.96
6.30
11.23
12.66
7.84
10.24
3.99

7.28
7.99
10.12
15.11
9.65
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EG/LG(cm) 0.035 * 0.004 0.002 0.009 ** 0.003 ** 0.002 13.77
EG/AG(cm) 0.008 0.003 0.004 * 0.012 ** 0.005 ** 0.003 12.92
P100S (g) 8394.360 ** 20.159 33.261 ** 158.339 ** 35.200 ** 18.121 15.25

* **_ Significativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; A= ambientes; R/A= repeticiones dentro de ambientes; B/RxA= bloques dentro de
repeticiones por ambientes; P= poblaciones; PxA= poblaciones por ambientes; g.I= grados de libertad; FM= floracién masculina; FF= floracion femenina; ASIF=
asincronia floral; PRO= prolificidad; REND= rendimiento de grano; APTA= altura de planta; AMAZ= altura de mazorca; LHOJA= longitud de la hoja; AHOJA=
ancho de la hoja; AF= area foliar; HAMAZ= nimero de hojas arriba de la mazorca; NESP= namero de espiguillas primarias; LPED= longitud de pedinculo; LRAM=
longitud parte ramificada; LRC= longitud de raquis central; LESP= longitud total de espiga; NHIL= nimero de hileras; GHIL= nimero de granos por hilera; LMAZ=
longitud de mazorca; DMAZ= didmetro de mazorca; SUPMAZ= superficie de la mazorca; PMAZ= peso de la mazorca; DOLO= diametro de olote; DESG=

porcentaje de desgrane; LG= longitud de grano; AG= ancho de grano; EG= espesor de grano; VG= volumen del grano; P100S= peso de 100 semillas; CV=
coeficiente de variacion.
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En la interaccion poblaciones x ambientes en todas se mostraron diferencias
(p=0.01 y 0.05), excepto para asincronia floral (ASIF) y longitud de la parte
ramificada/numero de espiguillas primarias (LRAM/NESP), indicando el
comportamiento relativo diferencial de las poblaciones en los ambientes de
prueba. Lo anterior coincide con Rocandio-Rodriguez et al. (2014a) afirmaron
que las diferencias encontradas muestran que los genotipos tienen una respuesta

particular en cada una de las localidades del estudio.

Seleccion de caracteres para la clasificacion
Los estimadores de componentes de varianza de los 40 caracteres evaluados en

las 83 poblaciones de la raza Raton de Coahuila, se presentan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Estimadores de componentes de varianza para poblaciones,

ambientes, interaccion poblaciones x ambientes y repetibilidad.

Variables o2 oa Opxa r

FM (d) 33.67870 294.74000 1.96720 0.114
FF (d) 38.45650 287.10000 2.26890 0.133
ASIF (d) 0.29200 0.05815 0.14650 1.427
PRO (%) 0.00109 0.00285 0.00085 0.294
REND (t ha?) 0.29530 0.59870 0.35040 0.311
APTA (cm) 370.63000 24.29070 88.79290 3.277
AMAZ (cm) 348.01000 241.14000 57.15910 1.167
AMAZ/APTA (cm) 0.00166 0.00466 0.00044 0.326
APTA/AMAZ (cm) 0.01892 0.04721 0.00871 0.338
LHOJA (cm) 2114190  20.72570  11.35060 0.659
AHOJA (cm) 0.17650 0.19160 0.04650 0.741
AF(cm?) 2410.93000 463.03000 1104.01000 1.539
HAMAZ 0.07778 0.08505 0.02010 0.740
NESP 4.01720 1.23660 0.86200 1.914
LPED (cm) 2.91310 1.43920 0.58370 1.440
LRAM (cm) 1.64720 0.00332 0.62490 2.622
LRC (cm) 2.17340 0.86650 0.85940 1.259
LESP (cm) 7.45220 5.02270 3.90070 0.835
LRAM/NESP (cm) 0.00628 0.00680 0.00208 0.707
LPED/LESP (cm) 0.00031 0.00007 0.00010 1.763
LRAM/LESP (cm) 0.00045 0.00003 0.00008 4.036
LRC/LESP (cm) 0.00020 0.00000 0.00008 2.452
NHIL 0.81470 0.04577 0.13480 4.512
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GHIL 2.55210 5.55170 0.99130 0.390
PMAZ (9) 113.10000 1020.48000 200.43000 0.093
LMAZ (cm) 0.25210 1.28220 0.44810 0.146
DMAZ (cm) 0.03617 0.04650 0.01327 0.605
SUPMAZ (cm3) 83.73710 638.03000 166.20000 0.104
DMAZ/LMAZ (cm) 0.00044 0.00013 0.00016 1.509 *
DOLO/DMAZ (cm) 0.00083 0.00045 0.00013 1.447 *
DOLO (cm) 0.03907 0.00074 0.00563 6.134 *
DESG(%) 0.00055 0.00030 0.00012 1.317 *
LG (cm) 0.00181 0.00600 0.00106 0.256
AG (cm) 0.00143 0.00242 0.00055 0.481
EG (cm) 0.00019 0.00042 0.00014 0.347
VG (cm3) 0.00074 0.00466 0.00055 0.142
AG/LG (cm) 0.00181 0.00013 0.00031 4.151 *
EG/LG (cm) 0.00033 0.00007 0.00021 1.164 *
EG/AG (cm) 0.00048 0.00001 0.00026 1.761 *
P100S (g) 3.14570 22.32640 3.14570 0.257

*= variables seleccionadas; 0%= componentes de varianza en poblaciones; 02.a= componentes
de varianza en ambientes; 02pxa =COmponentes de varianza de poblaciones x ambientes; r=
repetibilidad; FM= floracion masculina; FF= floracién femenina; ASIF=Asincronia floral; PRO=
prolificidad; REND= rendimiento de grano; APTA = altura de planta; AMAZ=altura de mazorca;
LHOJA=longitud de la hoja; AHOJA=ancho de la hoja; AF=area foliar; HAMAZ= ndmero de hojas
arriba de la mazorca; NESP= nimero de espiguillas primarias; LPED=longitud de pedinculo;
LRAM=longitud parte ramificada; LRC=longitud de raquis central; LESP= longitud total de
espiga; NHIL=nUmero de hileras; GHIL=nUmero de granos por hilera; LMAZ =longitud de
mazorca; DMAZ=diametro de mazorca; SUPMAZ= superficie de la mazorca; PMAZ= peso de la
mazorca; DOLO=diametro de olote; DESG= porcentaje de desgrane; LG=longitud de grano;
AG=ancho de grano; EG=espesor de grano; VG= volumen del grano; P100S=peso de 100
semillas.

Es importante identificar aquellos caracteres con un comportamiento estable en
los ambientes de evaluacién. Con base en el criterio de repetibilidad superior a
uno (r>1.0), se eligieron 19 caracteres e indices, los cuales se utilizaron en los

analisis de la clasificacion.

Algunos estudios como el de Goodman y Paterniani (1969) y Sanchez et al.
(1993) sefialan que los caracteres vegetativos son los mas afectados por factores
ambientales y de interaccién, en comparacion con los de la mazorca y espiga que

son mas utiles en la clasificacion de razas.

Sin embargo, este trabajo se enfoc6 en la diversidad de poblaciones nativas

dentro de la raza Ratdén, por lo que la relevancia de las caracteristicas
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consideradas por otros estudios puede ser diferente para algunos caracteres e
indices. También es importante mencionar que la repetibilidad difiere, segun la
naturaleza del caracter, las propiedades genéticas de la poblacion y las
condiciones ambientales en que se desarrollan los individuos (Falconer y
Mackay, 1996).

Ordenamiento de las poblaciones

El andlisis de la diversidad de las poblaciones evaluadas se exploré mediante el
andlisis de Componentes Principales (ACP). Los valores y vectores
caracteristicos asociados a los cuatro componentes principales del andlisis de

variables para la descripcién morfologica se presentan en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Valores y vectores caracteristicos asociados a los tres primeros

componentes principales de analisis de las variables para la descripcidon

morfoldgica.
Vectores caracteristicos
Variables CP1 CP2 CP3
Asincronia floral (d) 0.54 0.31 -0.13
Altura de planta (cm) 0.61 * 0.68 * 0.15
Altura de mazorca (cm) 0.69 * 0.61 * 0.15
Area foliar (cm?) 077 * 0.26 0.26
NuUmero espiguillas primarias 0.78 * 0.32 -0.24
Longitud pedunculo (cm) -0.54 0.55 -0.04
Longitud parte ramificada (cm) 0.84 * 0.27 -0.23
Longitud raquis central (cm) -0.31 0.40 0.57
Longitud ramificada/total espiga (cm) 091 * 0.00 -0.30
Longitud pedunculo/total espiga (cm) -0.72 * 0.22 -0.24
Longitud raquis/total espiga (cm) -0.37 -0.25 0.67 *
Numero hileras -0.02 0.41 0.70 *
Diametro olote (cm) 0.55 -0.52 0.54
Diametro /longitud mazorca (cm) 0.20 -0.41 0.50
Diametro olote/mazorca (cm) 0.50 -0.70 * 0.27
Desgrane (%) -0.79 * 0.19 -0.24

Espesor/ancho grano (cm) -0.22 0.41 0.40
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Espesor/longitud grano (cm) 0.06 -0.40 0.07
Ancho/longitud grano (cm) 0.25 -0.81 * -0.29
Valor caracteristico 6.25 3.88 2.59
Varianza explicada (%) 32.91 20.41 13.61

CP1, CP2, CP3= componentes principales; 1,2,3 respectivamente; *= variables con mayor
asociaciéon con el componente principal, respectivo.

Los valores y vectores caracteristicos asociados mostraron el 66.93% de la
varianza total cuando se tomaron en cuenta los tres primeros componentes. La
importancia de las variables originadas en los componentes principales fue
determinada considerando aquellos coeficientes de los vectores caracteristicos

superiores a 0.6.

El primer componente (CP1), se asocid positivamente con altura de planta y
mazorca, area foliar, numero de espiguillas primarias y longitud de parte
ramificada, de manera negativa fue con porcentaje de desgrane y longitud de
pedunculo/longitud total de la espiga que en conjunto se asocian a las
poblaciones con mayor altura de mazorca, hojas grandes y espigas con
abundantes espiguillas primarias y de pedudnculo corto, asi como un bajo

porcentaje de desgrane.

El segundo componente (CP2), se asocié de manera positiva con altura de planta
y mazorca, de manera negativa en ancho de grano/longitud de grano, diametro
olote/ didmetro mazorca, las cuales, distinguen poblaciones con las plantas mas

altas, pero con olotes delgados y granos pequefios.

Finalmente, el tercer componente (CP3) presentd asociacion positiva con numero
de hileras y longitud de raquis central/longitud total de la espiga, los cuales
diferencian a poblaciones con mayor numero de hileras en la mazorca y espigas

con raquis central de mayor longitud.

La mayoria de estos caracteres han sido reportados en otros estudios de
diversidad de poblaciones nativas de maiz y los destacaron como importantes
para valorar la diversidad presente entre poblaciones a nivel local (Gonzales-
Martinez et al., 2018; Rangel-Lucio et al., 2021).
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La figura de dispersion grafica de las 83 poblaciones de maiz de la raza Raton,

con base en los dos primeros componentes principales se presenta en la Figura

1.

T2CN '

Altitudes intermedias 19T
APTA
7 AMAZ

d

B118T

B

L Ramese ...

CP2(20.4%)

BT

Altitudes bajas

CP1(32.9%)

Figura 1. Dispersion de 83 poblaciones nativas de maiz de la raza Ratdn de Coahuila, en base
a los dos primeros componentes principales. Las poblaciones, el primer digito corresponde al
area de adaptacion: B=Bajos, I=Intermedios, T=Transicién; enseguida el nimero de la entrada
y finalmente “x” indica la combinacion con otras razas: C=Cénico, CN=Conico Nortefio,

EC=Elotes Cobnicos, O= Olotillo, T=Tuxpefio y TN=Tuxpefio Nortefio.

Los dos primeros componentes principales explican el 53.3% de la variacién total
acumulada en las 19 variables originales. La interaccion poblaciones x caracteres
puede ser utilizada para analizar la relacion de las poblaciones y sus
caracteristicas. Las poblaciones localizadas en el sentido del vector de un

caracter indica la relacién positiva entre ellos (Yan, 2014).
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Rincon-Sanchez y Ruiz-Torres (2018) mencionaron que los indices de caracteres
correlacionados tienen diferentes relaciones entre caracteres y varianzas
grandes como lo indica la longitud del vector, por lo tanto, contribuyen a una
relacion complementaria de los caracteres originales y explican mejor las

diferencias en las poblaciones nativas.

Por lo tanto, en la Figura 1 se observa una amplia distribucion de las poblaciones
de maiz en todos los cuadrantes asociados con los caracteres evaluados. Para
las poblaciones que se encuentran en el extremo superior derecho, los caracteres
de mayor importancia en su asociacién y distribucion fueron APTA, AMAZ, AF,
NESP, LRAM y LRAM/LESP; para el extremo superior izquierdo los caracteres
de mayor importancia en su asociacion fueron DESG, LPED, y LPED/LESP. En
el extremo inferior derecho los caracteres mas importantes en su asociacion
fueron DOLO, DOLO/DMAZ y AG/LG. Finalmente, para el extremo inferior

izquierdo se asocio unicamente con LRC/LESP.

La distribucién de las poblaciones en todos los cuadrantes, indica la variacion de
la raza Raton, la cual depende del &rea de procedencia, el manejo agronémico y
la seleccion aplicada por los agricultores. En la Figura 1 se puede dilucidar dos
grandes grupos de poblaciones las cuales estan asociadas al origen de

procedencia.

El grupo de poblaciones adaptadas a areas de altitudes bajas (menor de 1000 m)
se localiza entre los valores negativos del CP2 y valores positivos del CP1. Las
poblaciones procedentes del area intermedia se pueden localizar entre los
valores positivos del CP2 y valores negativos del CP1. Es decir, en la Figura se
observa un continuo de la variacidon asociada al patrén del area de procedencia

de las poblaciones.

Resultados similares fueron encontrados por Cabrera-Toledo et al. (2019)
mencionan que los sitios de procedencia influyen en la agrupaciéon por zonas de
adaptacion altitudinal. Franco e Hidalgo (2003) sefialan que, a menor rango de

dispersion geografica de una especie vegetal, la variabilidad es mas reducida.
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Reif et al. (2006) mencionan que la distribucién de la diversidad genética presenta
un patron de aislamiento por distancia, es decir, las poblaciones que se parecen

mMas entre si son aquellas que estan mas cercanas genética y geograficamente.

Andlisis de conglomerados

En la Figura 2 se presenta el dendrograma de la diversidad genética de 83
poblaciones de maiz, utilizando como medida de distancia el complemento de
coeficiente de correlacion entre pares posibles de poblaciones (dij =1- r). Es
importante destacar que el dendrograma de manera general muestra el patron
de relacién entre las poblaciones observadas en la Figura 1, lo cual explica la

variacion total representada por los 19 caracteres en estudio.
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Distancia correlacion de Pearson
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Figura 2. Dendrograma de 83 poblaciones nativas de maiz de la raza Ratén de Coahuila,
utilizando el complemento de correlacién como distancia y el método de agrupamiento por
pares con base a promedios aritméticos (UPGMA)."@“ Poblaciones obtenidas del subconjunto
representativo.
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A una distancia de 1.1, se identificaron dos grandes grupos: El Grupo 1
conformado por las poblaciones provenientes de adaptacion baja (41
poblaciones), y el Grupo 2 de adaptacion intermedia (42 poblaciones). A una
distancia de 0.9 aproximadamente (Figura 2) se pueden distinguir cuatro
subgrupos de poblaciones. En el conjunto G1 se distinguen dos subgrupos (AB1,
AB2), en tanto que en el Grupo 2, similarmente dos subgrupos (All, Al2).

Para determinar las relaciones entre los dos grandes grupos y los subgrupos en
cada caso, se obtuvieron los valores promedio de los caracteres en estudio, y se
presentan en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Promedios de los caracteres evaluados de cuatro grupos identificados
en 83 poblaciones de maiz de la raza Ratdén de Coahuila.

Grupos
Variables AB1 AB2 All Al2
Numero de poblaciones 22 20 19 22
Asincronia floral (d) 1.22 1.94 1.44 1.82
Altura planta (cm) 187.59 208.28 191.64 213.42
Altura mazorca (cm) 105.49 125.36 104.40 126.64
Area foliar (cm?) 543.98 590.11 49542 559.73
Numero espiguillas primarias 13.19 16.30 12.73 16.24
Longitud pedunculo (cm) 20.08 19.86 23.28 21.52
Longitud parte ramificada (cm) 11.57 1352 11.04 13.48
Longitud raquis central (cm) 27.13 26.69 28.08 26.89
Longitud parte ramificada/total espiga (cm) 0.20 0.23 0.18 0.22
Longitud peddnculo/total espiga (cm) 0.34 0.33 0.37 0.35
Longitud raquis central /total espiga (cm) 0.46 0.44 0.45 0.44
Numero hileras 13.09 13.10 13.35 13.34
Diametro olote (cm) 2.69 2.67 2.37 2.45
Diametro/longitud mazorca (cm) 0.34 0.31 0.30 0.31
Diametro olote/mazorca (cm) 0.60 0.61 0.56 0.56
Desgrane (%) 0.81 0.80 0.83 0.82
Espesor/ancho grano (cm) 0.42 0.45 0.46 0.44
Espesor/longitud grano (cm) 0.33 0.35 0.35 0.32

Ancho/longitud grano (cm) 0.79 0.79 0.75 0.74
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El grupo ABL1 integrado por 22 poblaciones adaptadas a areas bajas (menor de
1000 m). Se caracteriza por ser poblaciones con los valores mas grandes en
longitud raquis central/ total espiga (0.46), diametro olote (2.69),
diametro/longitud de mazorca (0.34), ancho/longitud de grano (0.79) y cantidades
menores en asincronia floral (1.22), altura de planta (187.59) y espesor/ancho de
grano (0.42).

El grupo AB2 constituido por 20 poblaciones adaptadas a areas bajas (menor de
1000 m). Se diferencia por ser las poblaciones que tuvieron los valores mas altos
en asincronia floral (1.94), area foliar (590.11), niumero de espiguillas primarias
(16.30), longitud parte ramificada (13.52), longitud parte ramificada/total de
espiga (0.23), diametro olote/mazorca (0.61), espesor/longitud de grano (0.35),
ancho/longitud de grano (0.79) y valores menores en longitud de pedunculo
(19.86), longitud de raquis central (26.69), longitud de pedunculo/total espiga
(0.33), longitud raquis central/ total espiga y porcentaje de desgrane (0.80).

El grupo Al1 conformado por 19 poblaciones adaptadas a areas intermedias
(1001- 1800 m). Se distinguen por ser las poblaciones de mayor longitud de
pedunculo (23.38), longitud de raquis central (28.08), longitud pedunculo/total
espiga (0.37), numero de hileras (13.35), porcentaje de desgrane (0.83),
espesor/ancho de grano (0.46), espesor/longitud de grano (0.35) y cantidades
inferiores en altura de mazorca (104.4), area foliar (495.42), niumero de
espiguillas primarias (12.73), longitud parte ramificada (11.04), longitud parte
ramificada/total espiga (0.18), diametro de olote (2.37), diametro/longitud de

mazorca (0.30) y diametro olote/mazorca (0.56).

El grupo Al2 formado por 22 poblaciones adaptadas a areas intermedias (1001—
1800 m). Sus poblaciones se caracterizan por presentar valores mayores en
altura de planta (213.42), altura de mazorca (126.64) y los valores mas bajos en
longitud raquis c/total espiga (0.44), diametro olote/mazorca (0.56),

espesor/longitud de grano (0.32) y ancho/longitud de grano (0.74).

De manera muy general, las poblaciones se agruparon de acuerdo con su ambito

de adaptacion (alturas intermedias y bajas), sin embargo, se observd en el
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complejo de adaptacion intermedia, la presencia de algunas poblaciones
adaptadas areas bajas y transicion. Similarmente, en el complejo de adaptacion

baja, se distinguieron poblaciones de altura intermedia.

También, se aprecia la agrupacién de las poblaciones adaptadas a areas de
transicion (1801-2000 m) dentro del grupo G2 de adaptacion a intermedias. Las
poblaciones que presentan combinaciones con la raza Tuxpefio, Cénico y Olotillo
se agruparon en el complejo de adaptacion a areas bajas, mientras que, las que
tienen combinaciones con Tuxpefio Nortefio, Cénico Nortefio, Elotes Conicos,

Olotillo se agruparon en el complejo de adaptacion a areas intermedias.

Este comportamiento indica la presencia de las poblaciones de la raza Ratén en
areas diferentes a su ambito de adaptacion. Esta informacion concuerda con
Rincoén y Ruiz (2015) explican que se debe principalmente, a las condiciones
ambientales, el movimiento de semilla entre agricultores, la adaptacion especifica

de las poblaciones y las combinaciones con otros materiales.

Los caracteres morfolégicos seleccionados por su valor de repetibilidad fueron
tiles para la clasificacion de las poblaciones en estudio (Figuras 1y 2). Las
diferencias o similitudes entre los dos grandes grupos y subgrupos se pueden
verificar en el Cuadro 8, en cada una de las caracteristicas fenotipicas
(cuantitativas). Anderson y Cluter (1942) describen a las poblaciones dentro de
una raza como individuos que tienen un numero significativo de caracteristicas y

genes en comun que las distingan.

Subconjunto representativo

Las relaciones entre las poblaciones evaluadas se identificaron con el
dendrograma antes descrito, el cual representa las relaciones fenotipicas entre
las poblaciones en estudio. A partir del dendrograma se desarroll6 un muestreo

estratificado y direccional modificado con el que se pudo definir un subconjunto.

El subconjunto representativo se conformé por 13 de las 83 poblaciones de maiz,
el equivalente al 15.7% que explica la variacion dentro de las poblaciones
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evaluadas, de acuerdo con la informacién total acumulada en los 19 caracteres

estudiados.

El subconjunto de poblaciones representa una muestra de la diversidad de las
poblaciones nativas de maiz dentro de la raza Raton de Coahuila, con base en
los caracteres morfologicos cuantitativos (agrondmicos, vegetativos, espiga,
mazorca y grano). Las poblaciones que forman este subconjunto se visualizan en

la Figura 2.

El muestreo estratificado y direccional basado en el dendrograma, usando los
valores menores en los pares de poblaciones y con fotografias de la mazorca
obtenidas en cada una de la combinacion localidad x fechas de siembra x
repeticiones, permitid seleccionar poblaciones sin combinaciones con otras razas
presentes en la region (Figura 2). En cuanto a zonas de altitud solo se

seleccionaron las poblaciones de zonas intermedias y bajas.

Rincon et al. (1996) utilizaron un proceso de muestreo estratificado para definir
un subconjunto de 23% del numero total de accesiones en la coleccion basado

en datos agrondmicos.

Utilizando datos moleculares, Franco et al. (2006) compararon 24 estrategias de
muestreo estratificado aplicadas a diferentes conjuntos de datos con una

intensidad del 20% de la coleccion para el manejo de los recursos genéticos.

También, Rincén-Sanchez y Ruiz-Torres (2018) realizaron un subconjunto
definido por 18 de las 77 poblaciones de maices nativos (23,4%), considerando
la variacion entre y dentro de los dos grupos principales (tipo de mazorca conica
y cilindrica), manteniendo al menos una poblacibn de las razas. menos

representados en el area de estudio.

Los promedios de algunas de las caracteristicas morfolégicas usadas en la

clasificacion de importancia en el subconjunto se pueden ver en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Promedios de los caracteres morfoldgicos del subconjunto representativo de 13 poblaciones de la raza Ratén de

Coahuila.
Poblaciones del subconjunto representativo

Variables 13 15 114 127 B32 154 B70 174 182 B8 B90 B91 198

Altitud (msnm) I I I I B I B I I B B B I
Floracion masculina (d) 859 84.1 835 889 698 76.0 940 758 80.6 79.6 843 84.1 754
Floracion femenina (d) 88.6 855 845 904 721 76.6 980 76.8 826 810 86.8 856 76.3
Rendimiento (t hat) 59 62 60 61 45 61 51 51 57 57 44 39 50
Altura planta (cm) 198.9 218.2 213.9 226.8 166.5 190.8 226.8 170.5 193.3 191.4 182.9 190.9 154.8
Longitud hoja (cm) 914 89.2 947 959 793 878 928 809 824 090.7 79.8 853 74.2
Ancho hoja (cm) 87 80 79 87 73 81 93 81 83 83 87 80 73
Hojas arriba mazorca (cm) 50 55 55 50 43 49 53 49 48 48 49 49 38
Numero espiguillas primarias  16.2 15.2 16.2 16.2 14.2 149 193 158 137 154 123 158 113
Longitud total espiga (cm) 615 587 61.0 650 608 64.1 56.5 558 584 587 551 574 592
Numero de hileras 12.3 136 140 140 127 127 135 141 139 129 13.0 121 139
Granos por hilera 309 295 30.1 287 239 320 294 317 313 294 299 322 289
Longitud mazorca (cm) 148 145 141 139 122 142 133 140 137 139 13.7 14.1 13.7
Diametro mazorca (cm) 42 44 44 44 45 43 43 43 43 45 43 40 38
Desgrane (%) o8 08 08 08 08 09 08 08 08 08 08 08 038
Longitud grano (cm) 117 12 11 11 11 12 11 11 11 11 12 10 11
Ancho grano (cm) o9 09 09 08 10 09 08 08 08 09 09 09 o038
Espesor grano (cm) 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04

I= altitud intermedia; B= altitud baja
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Con base en las caracteristicas morfolégicas para el subconjunto representativo,
la raza Raton de Coahuila, es un tipo de maiz, que se distribuye en gran parte de
las condiciones ambientales del estado. Son poblaciones adaptadas a areas
intermedias (1001 — 1800 m) y bajas (menor de 1000 m). Su ciclo vegetativo varia
de 75 a 94 dias, el rendimiento oscila entre 3.95y 6.16 t hal. Resultados similares
fueron reportados por Najera et al. (2010) y Espinosa et al. (2019) quienes
sefalan que las poblaciones de la raza Raton de Coahuila tienen buen potencial

de rendimiento y precocidad.

Son plantas de alturas entre 154 y 227 cm, lo que constituye una ventaja, pues
una menor altura en la planta reduce considerablemente el riesgo de acame.
Tiene de 4 a 5 hojas arriba de la mazorca, con una longitud de hoja de 70 a 90
cm y ancho de 7 a 9 cm en promedio, base para la estimacion de la capacidad
fotosintética y la acumulacion de biomasa. Las espigas tienen longitudes de 50 a
60 cm y de 11 a 16 espiguillas primarias, importantes para una polinizacion

efectiva, al tener buena amplitud para la produccion de polen.

Las mazorcas se distinguen por tener en promedio 12 hileras, de 23 a 32 granos
por hilera, longitudes de 14 cm, didmetros de mazorca entre 4 y 4.5 cm y un
porcentaje de desgrane de 0.80%. La longitud de grano en promedio es de 1.0

cm, el ancho de grano de 0.77 a 0.96 cm y espesor de 0.36 a 0.43 cm.

Lo anterior coincide con otros estudios de diversidad de poblaciones de la raza
Ratén, como el de Ortega et al. (1985) donde describe por primera vez esta raza,
Rincéon y Ruiz (2015) en Coahuila y Gonzalez-Martinez et al. (2020) en
Tamaulipas, y concuerdan que esta raza posee caracteristicas deseables para el
mejoramiento genético como: precocidad, estabilidad en rendimiento y
resistencia a la sequia ya que se adapta a zonas de temporal menos favorable y
a zonas semidesérticas con riego, por lo que, podria ser una alternativa para
mitigar los efectos del cambio climatico, al ser utilizados en combinaciones

genéticas, particularmente en maices de areas de transicion y altura.
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Parte 2 Caracterizacion genética

Se seleccionaron 53,932 marcadores polimorficos en un solo nucleétido (SNPs),
resultantes de un proceso de filtrado de calidad donde se eliminaron previamente
los marcadores monomaorficos, también se utilizo la tasa de llamada de los SNPs
y la Reproducibilidad entre los datos generados para la obtencién de marcadores
de muy buena calidad.

También fueron calculados los valores del contenido de informacién polimérfica
(PIC) el cual indica el grado de informacién que presenta un marcador. Bostein
et al. (1980) establecieron rangos de PIC con base en las frecuencias alélicas
gue presentan en cada locus: Altamente informativos (PIC>0.5), razonablemente

informativos (PIC<0.5 a >0.25) y ligeramente informativos (PIC<0.25).

En este estudio el valor promedio de PIC fue de 0.58 considerado como
altamente informativo. Valores inferiores a los reportados por Pineda-Hidalgo et
al. (2013) encontraron valores de PIC de 0.68 en 20 SSR en poblaciones nativas
de maiz de Sinaloa. Estas diferencias se pueden atribuir a la reducida cantidad
de alelos por locus ya sea por el germoplasma en estudio y la naturaleza del

marcador molecular empleado.

Analisis molecular de la varianza
La estructura genética de las poblaciones puede analizarse mediante la
comparacion de las frecuencias alélicas en un andlisis molecular de la varianza

que se observa en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Analisis molecular de la varianza de 81 poblaciones nativas de la

raza Ratén de Coahuila.

Fuente de variacion g.I Sumade cuadrados Porcentaje de variacion

Entre grupos 3 0.54 8.00
Dentro de grupos 77 5.07 91.99
Total 80 5.62 100.00

g.I= grados de libertad.
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El porcentaje de variacién obtenido entre grupos fue del 8%, lo que indica una
baja diferenciacién genética inter-poblacional. Por el contrario, la variacion dentro
de grupos muestra una alta diferenciacion genética intra-poblacional con un valor
del 92 %. Los resultados obtenidos se deben a que todas las poblaciones de maiz
evaluadas en este trabajo pertenecen a la raza Ratén, sin embargo, se presenta
variacion amplia dentro de grupo asociada a las diferencias entre poblaciones.

Herrera-Saucedo et al. (2019) evaluaron Apachito, Azul, Coénico Nortefio,
Cristalino Chihuahua, Gordo, Palomero Chihuahua, Raton y Tuxpefio Nortefio y
obteniendo el 24.4% de la variacion total entre las poblaciones y el 75.6 %
restante dentro de ellas y sefialan que esta diferenciacion genética
probablemente esta involucrada con la distancia geografica y lo escarpado del

terreno de las areas de procedencia de las recolectas estudiadas.

Rocandio-Rodriguez et al. (2014b) estudiaron Arrocillo Amarillo, Cacahuacintle,
Chalquefio y Purépecha reportando una variacion dentro de grupos de 76.3 %,
debido a que emplearon una gran cantidad de poblaciones pertenecientes a la
misma raza. Por otro lado, Doebley et al. (1985) mencionan que los altos
porcentajes de diferenciacion genética entre las poblaciones se deben a la
recombinacién dentro de las mismas poblaciones, provocando los fenbmenos de

deriva genética y endogamia debido a que las muestras utilizadas son pequefias.

No obstante, el nUumero de poblaciones de una misma raza o de diferentes, la
cantidad de marcadores moleculares y el nimero de individuos analizados

influyen en la particion de la diversidad entre y dentro de grupos.

indices de diversidad genética
Los resultados de los indices de diversidad genética obtenidos con marcadores
moleculares SNPs se presentan en el Cuadro 11.
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Cuadro 11. indices de diversidad genética de 81 poblaciones nativas de maiz de

la raza Ratén de Coahuila.

Poblaciones He Ho Ae SH Rj

B11 0.4381 ** 0.4740 1.7796 ** 0.3502 129.3700 **
B114 0.4336 0.4656 1.7656 0.3441 118.8507
B117xT 0.4355 ** 0.4948 ** 1.7714 ** 0.3735 ** 127.2643 **
B118xT 0.4355 ** 0.4582 1.7716 ** 0.3404 113.6639
B16 0.4470 ** 0.4797 1.8082 ** 0.3586 162.3021 **
B19 0.4367 ** 0.5112 ** 1.7753 ** 0.3869 ** 142.5258 **
B20xT 0.4336 0.5421 ** 1.7656 0.3955 ** 131.8046 **
B21xT 0.4347 * 0.4856 * 1.7690 * 0.3648 ** 125.9361 *
B23xT 0.4340 0.4540 1.7668 0.3329 117.2293
B24xT 0.4313 0.4991 ** 1.7585 0.3750 ** 128.9789 **
B25 0.4332 0.4772 1.7643 0.3531 115.7989
B26 0.4306 0.4929 ** 1.7563 0.3647 ** 117.8282
B28xT 0.4346 * 0.4789 1.7687 * 0.3567 121.2255
B29 0.4326 0.4861 * 1.7624 0.3580 118.5070
B30 0.4320 0.4847 * 1.7607 0.3575 117.9691
B31xT 0.4370 ** 0.4641 1.7761 ** 0.3433 113.8507
B32 0.4344 * 0.5114 ** 1.7680 0.3857 ** 129.5826 **
B68XTN 0.4447 ** 0.5090 ** 1.8008 ** 0.3894 ** 157.8726 **
B7xT 0.4318 0.4651 1.7598 0.3427 115.7306
B70 0.4298 0.4936 ** 1.7539 0.3698 ** 123.6555
B71 0.4307 0.4719 1.7567 0.3480 113.5397
B8 0.4350 ** 0.4760 1.7698 ** 0.3529 116.1096
B86 0.4316 0.4786 1.7592 0.3523 118.8583
B87xTN 0.4337 0.4876 ** 1.7658 0.3633 ** 117.0986
B88 0.4320 0.4924 ** 1.7606 0.3645 ** 118.1770
B89xO 0.4343 * 0.4985 ** 1.7676 0.3735 ** 131.9927 **
BOXT 0.4326 0.4870 ** 1.7624 0.3679 ** 123.1819
B90 0.4328 0.4539 1.7629 0.3322 117.4426
B91 0.4302 0.4681 1.7550 0.3478 122.2984
110 0.4352 ** 0.4569 1.7705 ** 0.3379 113.0369
1112 0.4338 0.4892 ** 1.7662 0.3601 116.7522
1113 0.4338 0.4829 1.7662 0.3630 ** 123.0950
[115XTN 0.4331 0.4982 ** 1.7641 0.3724 ** 118.5170
1116xC 0.4348 ** 0.4768 1.7693 * 0.3530 120.2254
[119xT 0.4344 * 0.4644 1.7679 0.3448 116.0054
112xEC 0.4321 0.4760 1.7608 0.3565 118.2586
1120xT 0.4315 0.4914 ** 1.7591 0.3575 119.5823
1121xCN 0.4339 0.4866 ** 1.7663 0.3678 ** 123.5978
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0.5313
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0.4876
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0.4804
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0.3574
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0.3887
0.3616
0.3483
0.3754
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0.3555
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0.3889
0.3726
0.3494
0.3898
0.3561
0.3410
0.3368
0.3484
0.3423
0.3413
0.3767
0.3535
0.3557
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0.3347
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0.3722
0.3453
0.3438
0.3404
0.3564
0.3636
0.3587
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114.0331
129.6377
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118.8930
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142.8132
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114.2563
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113.0526
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129.7482
137.8934
119.7919
120.2947
115.1872
131.0442
143.4624
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118.8965
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Media 0.4344 0.4830 1.7680 0.3593 123.9670
Maxima 0.4469 0.5420 1.8080 0.3955 164.0780
Minima 0.4298 0.4540 1.7540 0.3322 112.4770
EE 0.0004 0.0020 0.0012 0.0017 1.2329

* **= Poblaciones con mayor diversidad genética con base en la p+EE y u+2EE; en las
poblaciones el primer digito corresponde al area de adaptacion= Baja, I=Intermedia,

[T ]

T=Transicion, enseguida el nimero de la entrada y finalmente “x” indica la combinacién con
otras razas: C=Coénico, CN=Cdnico Nortefio, EC= Elotes Codnicos, O=Oloatillo, T=Tuxpefio y
TN=Tuxpefio Nortefio; He=Heterocigosidad esperada; Ho=Heterocigosidad observada; Ae=
Numero de alelos efectivos; SH= indice de Shannon; Rj= Numero de alelos raros; EE=Error
estandar.

Los indices de diversidad son parametros que dan informacion sobre el grado de
variabilidad genética existente entre o dentro de un grupo de poblaciones. En
este estudio, de manera general, se observo que 23 de 48 poblaciones del grupo
de adaptacion intermedia y 12 de 29 poblaciones del grupo de adaptacion baja
presentaron valores superiores de diversidad genética, por lo que ambos grupos

presentan un patrén de diversidad similar.

La mayor parte de razas con baja diversidad son destinadas para usos especiales
utilizados en la alimentacién humana las cuales son regidas por una alta presion
de seleccion de calidad de semillas por parte de los agricultores, ademas, de que
su distribucién geografica es restringida, por lo que también pueden tener niveles
altos de endogamia y deriva genética (Sanchez et al., 2000; Gonzélez et al.,
2013).

La Heterocigosidad esperada (He), es la probabilidad de que un individuo sea
heterocigoto para un loci (Nei, 1987). El valor maximo de Heterocigosidad
esperada para cada polimorfismo de un solo nucle6tido (SNPs) es del 50%
(Aranguren-Méndez et al., 2005). En esta evaluacion se encontraron valores para
He de 0.42 a 0.44, estos valores muestran una diversidad genética considerable
inclusive superiores a los obtenidos por Arteaga et al. (2015) con una He en
promedio de 0.31 utilizando marcadores SNPs en poblaciones nativas de la raza
Raton.

Se han reportado otros estudios recientes de diversidad genética, como los de

Herrera-Saucedo et al. (2019), reportaron valores de He=0.70 en poblaciones de
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la raza Raton con base en secuencias simples repetidas de ADN, conocidas
también como microsatélites (SSR). También el de Barrera-Guzman et al. (2020)
reportaron valores promedio de He=0.44 utilizando el mismo tipo de

polimorfismos.

Sin embargo, es importante aclarar que las comparaciones entre estudios de
diversidad genética no siempre van a coincidir en sus resultados debido a la
naturaleza de las poblaciones en estudio, la distribucion geogréfica, el tamafio de
la muestra, asi como la técnica y tipo de marcadores moleculares empleados
(Gonzales et al., 2013).

Ordenamiento de poblaciones
El analisis de dispersion gréafica de las 81 poblaciones de maiz con base en el
analisis de componentes principales, obtenido mediante las distancias genéticas

se presenta a partir de los SNPs se presenta en la Figura 3.
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Figura 3. Dispersion gréfica de 81 poblaciones nativas de maiz de la raza Raton de Coahuila,
con base en los dos primeros componentes principales (CP1 y CP2), obtenidos de datos
genéticos. en las poblaciones el primer digito corresponde al area de adaptacién= Baja,

I=Intermedia, T=Transicion, enseguida el nimero de la entrada y finalmente “x” indica la
combinacién con otras razas: C=Cdnico, CN=Cdnico Nortefio, EC= Elotes Conicos, O=Olotillo,
T=Tuxpefio y TN=Tuxpefio Nortefio.

En la dispersion grafica basada en el analisis de componentes principales se
explicod el 9.07% de la varianza total. En la Figura 3 se observan dos grandes
grupos de poblaciones los cuales estan asociados a las areas de adaptacion. En
este sentido se observa la agrupacion para zonas de adaptacion bajas (menor
de 1000 m) que se localiza entre los valores positivos del CP2, con algunas pocas
excepciones. Las poblaciones de areas intermedias (1001- 1800 m) se ubican

en los valores negativos del CP1 y CP2, también con algunas excepciones.
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Resultados similares fueron observados por Arteaga et al. (2015) quienes
mencionan que la falta de agrupaciones definidas entre las poblaciones puras y
combinadas se debe a que no todas tienen el mismo antepasado en comun, es

decir, no son monofiléticas.

La distribucion de variedades locales muestra, en términos generales, que la
regionalizacion biogeografica describe tanto la geografia como el ambiente. La
altitud es un factor importante que determina la variacidon genética del maiz, la
cual puede auxiliar en la definicion del origen, la propagacion y la infiltracion
génica de variedades nativas, aunada al uso de herramientas moleculares como

los marcadores SNPs (Van Heerwardeen et al., 2011).

Caldu-Primo et al. (2017) utilizaron SNPs para identificar loci asociados con la
altitud y sugieren que las variedades locales tienen un componente de adaptacion
local al rango altitudinal donde se cultivan, ademas combinando el andlisis de
variedades locales con un analisis de asociacion ambiental sobre los datos
gendmicos, es posible reconocer loci influenciados por seleccion natural o

artificial.

También, se logra dilucidar de la Figura 3 la presencia de poblaciones de altura
baja en el grupo de adaptacioén intermedia. Rincén-Sanchez y Ruiz-Torres (2018),
seflalan que esto se deben principalmente al flujo de genes entre ubicaciones
debido al manejo, seleccion e intercambio de semilla por parte de los agricultores

de dicha region, lo cual constituye una practica coman en México.

Romero-Navarro et al. (2017) utilizando SNPs en poblaciones de razas nativas
de maiz indicaron que la adaptacién a diferentes altitudes se debe a dos razones:
1) no estan completamente diferenciadas con alelos que se segregan entre
patrones de adaptacion altitudinal y 2) la recombinacion también puede limitar la
segregacion libre de alelos través de la presencia de caracteristicas gendémicas

gue propician un incremento en el desequilibrio de ligamiento.
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Relacidon entre poblaciones
El andlisis de conglomerados de la diversidad genética de las 81 poblaciones de

maiz, utilizando la distancia genética de Rogers modificada (Wright, 1978) y el

meétodo de agrupacion de Ward (Ward, 1963) se presenta en la Figura 4.
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Distancia modificada de Rogers
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Figura 4. Dendrograma de 81 poblaciones nativas de maiz de la raza Raton de Coahuila,
desarrollado mediante marcadores SNP utilizando la distancia de Rogers modificada y el
método de agrupamiento Ward."®“Poblaciones obtenidas del subconjunto representativo.
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Es importante destacar que el dendrograma (Figura 4) muestra la similitud entre
las poblaciones de maiz, explicando la variacion total representada por los 53,932
SNPs utilizados para este estudio. A una distancia de 0.7 se pueden identificar
dos grupos (G1 y G2). El conjunto G1 se conformd por nueve poblaciones,
mientras que el conjunto G2 se establecio con 72 poblaciones. A una distancia
de 0.5 aproximadamente se pueden distinguir cuatro subgrupos de poblaciones

a partir de estos dos grupos mayores.

El grupo G1-1 se constituyd por seis poblaciones de Raton, dos Raton x Conico
Nortefio y una Raton x Tuxpefio, con adaptacion a alturas de transicion (1801-
2000 m), intermedias (1001 — 1800 m) y bajas (menor de 1000 m)

respectivamente.

El grupo G2-1 se compuso de 11 poblaciones de Ratén, cinco Raton x Tuxperfio,
dos Ratdon x Tuxpefio Nortefio y una Ratén x Olotillo, con adaptacion a zonas

bajas (menor de 1000 m) y algunas a intermedias (1001 — 1800 m).

El grupo G2-2 se formd de 14 poblaciones de Ratén, tres Raton x Tuxpefo
Nortefio, dos Raton x Tuxpefio, dos Ratdn x Cénico Nortefio, una Raton x Conico
y una Raton x Elotes Cénicos con adaptacion a altitudes intermedias (1001 —
1800 msnm), con presencia de algunas de transicion (1801-2000 m).

El grupo G2-3 se conformd por 21 poblaciones de Ratdn, seis Raton x Tuxpefio,
dos Raton x Tuxpefio Nortefio y una Ratén x Olotillo. En su mayoria son
poblaciones de adaptacion a zonas intermedias (1001 — 1800 m) y en menor

proporcion a bajas (menor de 1000 m).

De manera general, se pueden distinguir dos grupos asociados con las
poblaciones adaptadas a areas bajas (Grupos Gl y G2-1) y las de areas
intermedias (G2-2 y G2-3), sin embargo, no se identifica consistencia con la
contribucion de otros grupos raciales, al estar estos, distribuidos en los cuatro
subgrupos. Ademas, aunque hay una tendencia a la separacion de las

poblaciones por su area de adaptacion, en el G2-3 se presenta la presencia de
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poblaciones de &reas bajas e intermedias en una proporcion de 40 y 60 %,

respectivamente.

Es importante resaltar que el origen de la raza Ratén no esta bien definido, ya
que, en sus estudios Ortega et al. (2013), sefialan como posibles progenitores a
las razas Nal-Tel y Tuxpefio por las similitudes en sus zonas de adaptacion y

caracteristicas agromorfolégicas.

Otro aspecto importante es la distribucién de las poblaciones de esta raza,
Orozco-Ramirez et al. (2017) en sus estudios de la distribucion geografica,
mediante los patrones de regionalizacién de las razas Ratdn, Tuxpefio, Celaya y
Conico de las regiones del Noreste de México, definieron que tienen una
distribucion relativamente compacta por su corta cercania concentrada en los

estados de Nuevo Leon, Tamaulipas y Coahuila.

Las combinaciones por factores del tipo ambiental y de producciéon con otras
razas nativas (Tuxpefio, Tuxpefio Nortefio, Conico Nortefio, Cénico, Olotillo,
Elotes Conicos) de la misma region, también pueden estar influyendo en la
relacion genética entre las poblaciones evaluadas (Rincén et al., 2010; Rincén y
Ruiz 2015).

Resultados similares fueron reportados por Vega-Alvarez et al. (2017) quienes
obtuvieron una variacion alélica abundante y una limitada diferenciacién de los
alelos de secuencias simples repetidas (SSR) caracterizados, indicando que este
comportamiento se debe a que las poblaciones de una misma raza pueden estar
experimentando divergencia por aislamiento en diferentes localidades. Estos
mismos autores también sugieren que el tiempo de diferenciaciéon de los
genomas de las razas ha sido corto, por lo tanto, su informacion genética es

similar dando como resultado una falta de agrupamiento.

Los resultados en el presente estudio indican que la variacién de la raza Raton
esta distribuida siguiendo un patron altitudinal asociado a las areas de adaptacion
baja, intermedia y de transicion respectivamente. Esto coincide con la

investigacion por Rodriguez-Pérez et al. (2012), quienes evaluaron poblaciones
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de Ratén, Tuxpefio, Tuxpefio Nortefio y Olotillo en Nuevo Lebn, mediante
polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) las cuales
presentaron una estrecha similitud molecular debido a la cercania de los

municipios donde se colectaron.

Romero-Navarro et al. (2017) empleando SNPs en poblaciones nativas de maiz,
mencionan que los amplios rangos de altitud estan estrechamente
correlacionados con el tiempo de floracion y los gradientes de temperatura y
humedad, los cuales son importantes en la adaptacion local de las poblaciones
de maiz que crecen a diferentes altitudes y latitudes. Estos mismos autores
también sugieren que el aislamiento por distancia y altitud (geografia) y la
estructura del genoma son datos complementarios para tratar de explicar la

distribucién de la variacion genética del maiz.

Subconjunto representativo con SNPs

Con base en los marcadores moleculares SNPs se establecié el subconjunto de
poblaciones que representa una muestra de la diversidad de las poblaciones
nativas de maiz de la raza Raton de Coahuila. Este estd conformado por 10 de
las 51 poblaciones de maiz (no se incluyeron en la definicién del subconjunto las
combinaciones con otras razas), el equivalente al 20% del total y que explica la
variacion dentro de las poblaciones evaluadas. Las poblaciones que integran este

subconjunto se visualizan en la Figura 4.

El objetivo principal del subconjunto representativo mediante datos genéticos es
retener todos los alelos Unicos maximizando la diversidad total mediante la
rigueza de alelos y/o maximizando la representatividad genética en el
subconjunto. En este sentido el algoritmo Core Hunter (Thachuk et al., 2009)
utiliza la distancia genética, asi como algunos indices de diversidad genética para

lograr este calculo.

La dinamica de elaboracion de subconjuntos de este algoritmo, se basa en los
datos de los marcadores SNPs, para cada uno con dos posibles alelos. Cada
SNPs muestra la presencia de uno de los dos posibles alelos en cada posicion

del marcador, asi el subconjunto central debera contener todos los alelos Unicos
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gue se encuentran en la coleccion original (Thachuk et al., 2009). Estos mismos
autores, recomiendan que primero se estratifiquen los genotipos en base la
informacion ecogeografica y otros criterios antes de formar los subconjuntos

basicos cuando se utiliza este tipo de algoritmo.

Es importante mencionar que, para construir este subconjunto representativo,
primero se eliminaron las poblaciones que tenian combinaciones con otras razas
presentes en la region. El resultado indica que se muestreo6 tres de los cuatro
subgrupos; con respecto al &area de adaptacion, el subconjunto incluyo
poblaciones de las tres areas: de transicion (1), intermedias (7) y bajas (2).
Debido que, en la formacién del subconjunto se maximiza la diversidad total
mediante la riqueza de alelos (Thachuk et al., 2009), el subconjunto obtenido no
logra obtener una muestra representativa en funcion del patron de diversidad

genética.

El mejor subconjunto debe tener la distancia promedio mas alta entre accesiones,
y la mayor riqueza de alelos, asi como también una baja proporcion de alelos no
informativos (Thachuk et al., 2009). Las poblaciones seleccionadas tienen los
valores mas altos en los indices de diversidad (riqueza alélica) antes
mencionados (Cuadro 11). Lo que indica que el subconjunto representd la

maxima variacion alélica de las poblaciones de la raza Raton de Coahuila.

Los indices de diversidad genética no consideran pares de accesiones, sino la
composicion alélica como la muestra de un todo. Estos indices son muy utiles
para asegurar que los alelos raros, que puedan conferir una propiedad deseable
sean incluidos en el subconjunto, lo cual es muy importante en programas de
conservacion en bancos de semillas y mejoramiento genético (Thachuk et al.,
2009).

Cabe resaltar que la utilizacion de subconjuntos representativos basados en
datos de marcadores moleculares SNPs aun no ha sido empleada en estudios
de diversidad del maiz, de ahi la importancia del andlisis en la presente

investigacion.
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Las caracteristicas fenotipicas de las poblaciones que integran el subconjunto se
presentan en el Cuadro 12.
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Cuadro 12. Promedios de los caracteres morfolégicos del subconjunto representativo de 10 poblaciones de la raza Ratén

de Coahuila.
Poblaciones del subconjunto representativo

Variables 155 T1 I3 159 164 176 110 B11 115 B32
Altitud (msnm) | T | | | | | B | B
Floracién masculina (d) 728 79.1 859 829 819 746 835 81 798 69.8
Floracion femenina (d) 734 799 886 843 835 76.1 84 816 808 721
Rendimiento (t hat) 5.1 6.3 59 5.9 6.5 4.6 6.6 5.6 6.3 4.5
Altura planta (cm) 166.4 203.8 1989 207 2115 171 210.1 183.7 208.8 166.5
Longitud hoja (cm) 775 885 914 905 925 821 937 783 87.7 793
Ancho hoja (cm) 7.5 8.8 8.7 87 8.4 8 8.9 8.8 8.3 7.3
Hojas arriba mazorca (cm) 4 5 5 46 48 45 4.8 4.4 4.8 4.3
Numero de espiguillas primarias 10.8 12.7 16.2 12.9 154 137 13.2 14.2 18 14.2
Longitud total espiga (cm) 63.1 643 615 689 652 576 643 545 619 6038
Numero de hileras 13.3 142 123 149 128 152 146 137 145 127
Granos por hilera 316 294 309 313 333 284 303 306 358 239
Longitud mazorca (cm) 13.9 144 148 155 154 127 13.6 13.2 14.2 12.2
Diametro mazorca (cm) 4.2 4.5 42 45 42 45 4.7 4.6 4.4 4.5
Desgrane (%) 0.8 0.8 08 0.8 08 0.8 0.8 0.8 0.9 0.8
Longitud grano (cm) 1.1 1.2 1.1 1.2 1.2 11 1.2 1.2 1.3 1.1
Ancho grano (cm) 0.8 0.9 09 0.8 0.8 0.8 0.9 0.9 0.8 1
Espesor grano (cm) 0.4 0.4 04 04 04 04 0.4 0.4 0.3 0.4

T= altitud de transicién; |=altitudes intermedias; B= altitudes bajas.
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El subconjunto representativo de la raza Raton de Coahuila calculado mediante
los SNPs, contiene poblaciones adaptadas a alturas de transicion, intermedias y

bajas.

La descripcién del subconjunto representativo indica que su ciclo vegetativo es
de 69 a 86 dias, el rendimiento oscila entre 4.5 y 6.6 t ha'; la altura de planta
oscila entre 166.4 y 211.5 cm. Tiene de 4 a 5 hojas arriba de la mazorca, con una
longitud de 77.5 a 93.7 cm y un ancho de 7 a9 cm. Las espigas tienen longitudes
de 54.5a 68.9 cmy de 11 a 18 espiguillas primarias.

Las mazorcas se distinguen por tener de 12 a 15 hileras, de 23 a 38 granos por
hilera, longitudes de 12 a 18 cm, didmetros de mazorca de 4.2 a 4.5 cm y un
porcentaje de desgrane de 0.80%. La longitud de grano varia de 1.0 a 1.3 cm, el

ancho de grano de 0.8 a 0.9 cm y espesor de 0.4 cm en promedio.

Estos valores coinciden con caracterizaciones morfoldgicas y de potencial de
rendimiento realizadas por Rincén et al. (2010), Najera et al. (2010), Rincon y
Ruiz (2015), Rincon-Sanchez y Ruiz-Torres (2018) y Espinosa et al. (2019)
guienes también mencionan que el desarrollo y adaptacion de las poblaciones de
maiz son el resultado de la seleccién empirica que realizan los agricultores
considerando caracteres especificos como forma, tamafio y color de grano, forma

de la mazorca, sanidad, ciclo vegetativo entre otros.
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Coeficientes de divergencia genética

La representacion de la divergencia genética obtenida con 19 caracteres e
indices fenotipicos (distancia fenotipica) y la estimacion de divergencia genética
mediante los 53,932 SNPs (distancia genética) fueron comparadas mediante el
coeficiente de correlacién (Figura 5).
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Figura 5. Dispersion gréafica de los valores de distancia genetica y fenotipica de los pares
posibles entre 81 poblaciones nativas de maiz de la raza Ratén de Coahuila.
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En la Figura 5 se observa una asociacion positiva, que de acuerdo con el analisis
de correlacion se obtuvo un valor de r=0.18, lo que es un valor bajo y no
significativo entre los marcadores moleculares (SNPs) y los caracteres
agronomicos y morfolégicos (planta, espiga, mazorca y grano). Esto indica que
el 18% de la variacion morfologica se explica por la variacion molecular de los
SNPs, por lo tanto, estos dos conjuntos de datos independientes no muestran el

mismo patron de diversidad genética.

Segun Rebourg et al. (2001), las distancias de marcadores moleculares
pequefias estan asociadas con distancias fenotipicas pequefias, pero los valores
altos de distancias de marcadores corresponden a un rango mas amplio de
distancias fenotipicas. Gunjaca et al. (2008) afirmaron que los individuos
genéticamente distantes podrian tener un fenotipo similar o diverso, pero los

individuos genéticamente vinculados podrian tener un fenotipo similar.

Babic et al. (2016) obtuvieron valores de r=0.27 y sugieren que los genotipos
débil y moderadamente relacionados, segun la evaluacion de marcadores
moleculares, pueden exhibir un fenotipo significativamente diferente. Cuando la
similitud molecular aumenta, se reduce la densidad de puntos observados en la
figura y también se presenta una tendencia hacia el aumento de las similitudes

morfolégicas.

Estos resultados fueron similares a los de Ristic et al. (2013), donde se
encontraron correlaciones bajas y no significativas entre marcadores moleculares
y caracteres morfoldgicos, concluyendo que los datos morfolégicos y genéticos
son complementarios para lograr la evaluacibn mas precisa de la diversidad

genética del maiz.

Los bajos coeficientes de correlacion entre datos fenotipicos y genéticos, aun
cuando son los mismos genotipos, se debe, a que son valores obtenidos de
diferente manera. Por un lado, los datos morfolégicos explican la expresiéon de
cada genotipo expuesto a fluctuaciones ambientales y su interaccion, asi como

el numero de caracteres evaluados. En el caso de los datos genéticos provienen



84

directamente de muestras de ADN y solo explican la contribucion genética sin

tomar en cuenta los factores ambientales (Govindaraj et al., 2015).

Vega-Alvarez et al. (2017) sefialan que la baja correlacion de datos fenotipicos y
genéticos se debe a que posiblemente existe un entramado genético difuso que
no ha logrado diferenciarse claramente de manera paralela con la diferenciacion
fenotipica de las razas, sobre todo cuando en los analisis genéticos se utilizaron

marcadores selectivamente neutros como lo son los de tipo SNPs.

Estos polimorfismos son conocidos como neutros debido a que sus
modificaciones nucleotidicas no tienen ningun efecto directo sobre el fenotipo,
con raras excepciones, lo que puede estar mostrando la baja correlacién
encontrada entre la variacién genotipica y la fenotipica de este estudio. Un
posible aumento de esta correlacion podria obtenerse utilizando marcadores tipo
Silico-DAIT o PAVs (Presencia/Ausencia de Polimorfismos), donde son
presentadas las diferencias genéticas basandose en polimorfismos mayores

como deleciones e inserciones.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en las que se desarroll6 el trabajo, se identificaron 19
caracteres: agronémicos (1), planta (3), espiga (7), mazorca (5) y grano (3) con
valores de repetibilidad mayor a 1 Gtiles para la clasificacion de la diversidad del

maiz.

El andlisis de diversidad con datos morfolégicos y genéticos estuvo asociado al
area de adaptacion de las poblaciones, con algunas inconsistencias en la
agrupacion, debido a que el analisis genético se basa en las secuencias de ADN,

comparados con los valores fenotipicos que son influenciados por el ambiente.

Los valores de Heterocigosidad esperada (He) como indicador de la diversidad
genética, fueron Utiles para determinar la divergencia genética dentro las

poblaciones adaptadas a areas bajas e intermedias.

Se obtuvo un subconjunto representativo estratificado y proporcional a la
variacion de las poblaciones con datos morfologicos del 15.7 %, en tanto que, en
el subconjunto con datos genéticos fue del 20.0%, el cual representd la maxima

variacion alélica de las poblaciones de la raza Ratén.

Entre los caracteres morfolégicos y genéticos se encontrd una asociacion positiva
de r=0.18, con un patron de diversidad asociado a la altitud de procedencia de
las poblaciones, lo que indica que, en ambos casos, la variacion del maiz esta
estrechamente relacionada con la altitud, latitud y los gradientes de temperatura

y humedad.
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