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RESUMEN

La evaluacion y el entendimiento de la diversidad de maices nativos son importantes
para el planteamiento de estrategias de conservacion, caracterizacion y uso del
germoplasma en el mejoramiento genético. En este estudio se caracteriz6 un grupo de
accesiones de germoplasma de maiz utilizando marcadores de polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP), mediante la tecnologia DArTseq, con el objetivo de analizar la
diversidad genética de 76 poblaciones de maiz nativas del sureste de Coahuila, México.
La extraccion del ADN gendémico se realizd a partir de hojas jovenes, a través del
método de Bromuro de Cetil trimetil amonio (CTAB), y sometido a un anélisis de
genotipificacion mediante secuenciacion de ultima generacion, creando perfiles
gendmicos completos de los individuos caracterizados. Se determinaron los indices de
diversidad genética; Heterocigosidad esperada (He), Heterocigosidad observada (Ho),
Nimero de alelos efectivos (Ae), indice de Shannon (SH), Alelos raros (Rj) y los
analisis de agrupamiento basados en la distancia genética de Rogers modificada entre las
76. En este estudio se identificaron 73,834 marcadores (SNPs) polimorficos, de los
cuales 53,471 fueron de alta calidad con valores de contenido de informacion
polimérfica de 0.10 a 0.50, una reproducibilidad de 97.50% entre las muestras replicadas
y un promedio de tasa de llamadas del 82.84%. La Ho vari6 de 0.406 a 0.524, con media
de 0.474, mientras que la He fue de 0.408 a 0.445, con una media de 0.426. El analisis
de correlacion entre la matriz de distancias fenotipicas y genéticas revel6 una asociacion
positiva, con un valor de r=0.42**. A través de técnicas de andlisis multivariables se
estudio la diversidad genética, lo que permitid identificar dos grupos de poblaciones de
acuerdo con su area de adaptacion y el tipo de mazorca. El primero incluy6 a las
poblaciones adaptadas a las areas de Transicion-Altura (Conico Nortefio, Elotes
Conicos), clasificada como Complejo mazorca cénica. ElI segundo representd a las
poblaciones adaptadas a areas Bajas-Intermedias (Tuxpefio, Tuxpefio Nortefio, Ratén,
Celaya y Olotillo), identificadas como Complejo mazorca cilindrica. Las poblaciones del
Complejo mazorca conica albergan una amplia diversidad genética, superior a la
variacion de las poblaciones adaptadas a areas intermedias. Se encontré una variacion
amplia entre las poblaciones de los tipos Cénico Nortefio, y dentro de las poblaciones de

las razas Raton y Tuxpefio Nortefio; dentro de estos grupos raciales existe una variacion

Xi



determinada por las combinaciones y formas intermedias entre ellos. El uso de los
marcadores moleculares SNPs, desarrollados por la tecnologia de DArTseq, fue crucial
para entender las relaciones genéticas entre poblaciones de las razas nativas del sureste
de Coahuila, México.

Palabras clave: Maices nativos, diversidad genética, marcadores SNP, DArTseq.
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The assessment and understanding of local maize diversity are very important for
conservation strategies, characterization and germplasm utilization in genetic
improvement. In our study, the genetic diversity of 76 native maize populations from
southeastern Coahuila were characterized by single nucleotide polymorphism (SNP)
analysis based on DArTseq. Genomic DNA was extracted from young leaves using
Cetil trimethyl ammonium bromide (CTAB) protocol. Genotyping analysis by next-
generation sequencing method was performed to create complete genomic profiles of the
characterized individuals. Genetic diversity indices: Expected heterozygosity (He),
Observed heterozygosity (Ho), Number of effective alleles (Ae), Shannon index (SH),
Rare alleles (Rj) and cluster analyzes, were determined based on the modified Rogers
genetic distance between 76 individuals. In this study, a total of 73,834 polymorphic
markers (SNPs) were identified, of which 53,471 have high quality of polymorphic
information content values of 0.10 to 0.50, a reproducibility of 97.50% among the
replicated samples and an average call rate of 82.84%. The Ho ranged from 0.406 to
0.524, with a mean of 0.474, while the He ranged from 0.408 to 0.445, with a mean of
0.426. Correlation analysis between the phenotypic and genetic distance matrix revealed
a positive association, with a value of r = 0.42 **. Genetic diversity was assessed through
multivariable analysis, which can identify two groups of populations according to their
adaptation area and the corncob type. The first group included the populations adapted
to the Transition-Height areas (Conico Nortefio, Elotes Conicos), classified as a conical
cob complex. The second group represented the populations adapted to Low-
Intermediate areas (Tuxpefio, Tuxpefio Nortefio, Ratén, Celaya and Olotillo), identified
as Cylindrical cob complex. The populations of the conical cob complex harbor a wide
genetic diversity, superior to the variation of the populations adapted to intermediate
areas. A wide variation was found between the Conico Nortefio types populations, and
inside the Raton and Tuxpefio Nortefio breeds populations. In these racial groups there is
a variation determined by the combination, and an intermediate form is formed between
them. SNPs markers, was crucial to investigate the genetic relationships between

populations of native breeds in southeastern Coahuila, Mexico.

Keywords: Native maize, genetic diversity, SNP markers, DArTseq.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es el cultivo agricola mas importante desde el punto de vista
alimentario, industrial y social; se produce en dos ciclos productivos: primavera-verano
(PV) y otofio-invierno (OIl), bajo las mas diversas condiciones agroclimaticas de
humedad (temporal y riego) y diferentes tecnologias (SAGARPA-SIAP, 2018). Al ser
originario y domesticado en México, es aqui donde se encuentra la mayor riqueza en
diversidad genética documentada por diferentes grupos raciales (Wellhausen et al.,
1951).

Gran parte de la diversidad genética del maiz nativo de México se encuentra en los
campos agricolas en forma de variedades criollas, sembrandose a una altura de 0 a 2900
metros sobre el nivel del mar (msnm), en regiones con una temperatura media anual de
11.3 a 26.6 °C y una precipitacion media anual de 426 a 4245 mm (Ruiz et al., 2008).

La recoleccion y estudio de los maices nativos mexicanos han sido objeto de
investigacion por dos causas importantes: 1) contar con fuentes de germoplasma para su
uso en los programas de mejoramiento genético, y 2) para obtener un planteamiento de

estrategias de conservacion y caracterizacion del cultivo (Hernandez y Esquivel, 2004).

La diversidad de maiz en el sureste del estado de Coahuila esta constituida de manera
compleja por tipos raciales, variantes dentro de raza e intermedias entre razas
desarrollados por los agricultores, que han sido clasificada por medio de caracteres
morfolégicos, usando principalmente caracteres de la mazorca (Rincon et al., 2010). En
este mismo sentido, en un analisis de la expresion de los caracteres en 148 colectas de 50
razas mexicanas de maiz evaluadas a través de 10 ambientes, Sanchez et al. (1993)
determinaron que los caracteres de la mazorca, tienen una interaccion con el ambiente de
baja a moderada, lo cual indica la importancia en la descripcion y clasificacion de las

poblaciones de maiz.

Los caracteres morfoldgicos han sido de gran utilidad en la discriminacion y
organizacion racial del maiz, frecuentemente se emplean guias y descriptores basicos
gue permiten explicar y entender la diversidad genética e interrelaciones del maiz en

forma rapida y sencilla. Sin embargo, muchos de estos caracteres morfologicos se ven
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afectados por su baja heredabilidad y alta interaccion con el ambiente, los que influyen
en la expresion del fenotipo, como es el caso de los caracteres vegetativos y caracteres
de mazorca, por lo que en muchos casos se requieren de nuevos métodos para realizar
los estudios de diversidad del maiz, para ampliar el conocimiento logrado con estudios
morfolégicos (Khush, 2001; Beyene et al., 2005).

Las nuevas técnicas biotecnoldgicas para la evaluacion genética rapida, tal es el caso de
los marcadores moleculares, estan siendo utilizadas con mayor precision debido a que no
consideran los efectos ambientales, como sucede con las técnicas clasicas para el analisis

y clasificacion de la diversidad genética de las especies (Govindaraj et al., 2015).

El uso de marcadores moleculares ha permitido caracterizar la diversidad de materiales
nativos. Dentro de dichos marcadores, los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs),
se han utilizado extensamente para la caracterizacion de la diversidad y en la descripcion
de poblaciones en cuanto a su estructura genética, debido a que se encuentran muy
extendidos en el genoma, son muy precisos y reproducibles, adecuados para la deteccién
de alto rendimiento y no se ven afectados por las condiciones ambientales o el estado
fisiologico de la planta (Warburton et al., 2010; Jonah et al., 2011).

Debido a las condiciones ambientales del Sureste del estado de Coahuila, y a las
modificaciones del ambiente, existe la posibilidad creciente de la existencia de un riesgo
a la permanencia de la diversidad genética del maiz tal como la conocemos en esta
region. Esta problematica ha dado lugar a investigaciones destinadas a describir y
comprender los factores que influyen en la dindmica de la diversidad del maiz, a través
de la obtencion de informacion detallada sobre las diferencias a nivel gendmico de los
maices. Esto podria estimular su uso para el disefio de mejores estrategias de
conservacion de esta diversidad, ademas de ser una alternativa mas en la busqueda de
alelos 0 genes nuevos y Utiles que puedan ser incorporados en los programas del

mejoramiento genético.

La presente investigacion tiene por objetivo analizar la diversidad genética de maices
nativos del sureste del estado de Coahuila, a traves de su caracterizacion gendmica,

utilizando marcadores moleculares SNP de tipo DArTseq desarrollados en México.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Estudiar la diversidad genética de 76 poblaciones de maices nativos del sureste del

estado de Coahuila, México.

Objetivos especificos:

e Realizar la genotipificacion de 76 poblaciones nativas de maiz mediante la
tecnologia de DArTseq.

e Realizar el andlisis de diversidad genética utilizando polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP).

e Analizar la relacion entre caracteres morfoldgicos y genéticos en el estudio de

diversidad del maiz.
Hipotesis
La genotipificacién por medio del método DArTseq permitird estudiar con mayor

precision las relaciones entre y dentro de grupos raciales que determinan la diversidad

genética de maices nativos en el sureste de Coahuila.
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REVISION DE LITERATURA
Importancia del maiz en México

En México, el maiz (Zea mays L.) es el cereal basico e importante en la alimentacion
humana, y también donde se encuentra la mayor parte de la riqueza en cuanto a

diversidad genética (Ortega et al., 1991).

México es considerado como el centro de origen y domesticacion de maiz (Matsuoka et
al., 2002), posee una amplia variabilidad genética expresada en mas de 59 grupos
raciales (Sanchez et al., 2000). Las poblaciones de amplia base genética representan el
material base para los programas de mejoramiento genético, por su potencial como

fuente de caracteristicas nuevas, exoticas y favorables (Vigouroux et al., 2008).

México ocupa el septimo lugar como productor de maiz grano a nivel mundial, con un
promedio de 27, 169, 997 t (FAOSTAT, 2018). A nivel nacional, la superficie sembrada,
promedio anual fue de 7,366, 947.47 ha, de las cuales el 78% se cultiva bajo condiciones
de riego y el 22% se realiza en condiciones de temporal (SAGARPA-SIAP, 2018).

Importancia del maiz en el sureste de Coahuila

En el estado de Coahuila, en 2018 se sembraron 30,521.93 ha de maiz para grano (85 %
de temporal y 15 % de riego), con rendimiento promedio de grano de 1.23 t ha™,
principalmente con variedades locales nativas (variedades criollas). En el sureste del
estado de Coahuila, la superficie sembrada fue de alrededor de 26,782 ha, de las cuales
el 94 % se sembr6 bajo condiciones de temporal o secano, y el restante para condiciones
de riego, con un rendimiento promedio de 0.73 t ha™ (SAGARPA-SIAP, 2018).

La siembra de maiz para grano, bajo la modalidad de temporal, en el Sureste de
Coahuila, involucra el uso de materiales genéticos adaptados a las condiciones
particulares de produccién, lo que infiere una amplia diversidad genética a lo largo de

esta region. En el 80% de la superficie donde se cultiva maiz, se siembran maices
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nativos, que a lo largo de los afios los productores han conservado por seleccion de
semilla a partir de sus cosechas.

En el estado de Coahuila, se ha identificado la presencia de ocho grupos raciales:
Celaya, Cénico Nortefio, Elotes Conicos, Elotes Occidentales, Olotillo, Raton, Tuxpefio
y Tuxpefio Nortefio, poblaciones que representan la variacién del maiz (Rincon et al.,
2010; Rincon y Ruiz, 2015).

Genética de poblaciones

De acuerdo con Templeton (2006), la genética de poblaciones ha desempefiado un papel
central en la biologia evolutiva, ya que se ocupa de los mecanismos por los cuales la
evolucion ocurre dentro de las poblaciones y las especies, estos cambios evolutivos son
la interaccion de los factores principales como: mutacion, migracion, recombinacion,
seleccién y deriva genética. La genética de poblaciones ofrece herramientas basicas para
la biologia de la conservacion, no solo porque involucra el estudio del origen, cantidad y
distribucion de la variacién genética en las poblaciones, sino que también se interesa en

el destino de esta variacion a través del tiempo y el espacio.

El término “Poblacion”, en genética de poblaciones, se refiere a un grupo de organismos
de la misma especie que viven en un area geografica suficientemente restringida para
que cada individuo tenga la oportunidad potencial de aparearse con algln otro individuo.
Uno de los aspectos principales en genética de poblaciones es, precisamente, descubrir
la arquitectura genética de las poblaciones naturales e identificar las fuerzas y factores

evolutivos que expliquen dicha variacion (Hartl y Clark, 1997).

Las tecnologias modernas utilizadas en el mejoramiento genético prometen promover el
uso de la diversidad genética existente en las poblaciones, siendo inherente en cualquier
programa de seleccion el conocimiento basico de la diversidad genética y la estructura
de la poblacion del material a mejorar.

Diversidad genética



20

La diversidad genética de una especie representa la variacion heredable entre y dentro de
sus poblaciones, y en especies cultivadas tienen gran trascendencia porque en ello
operan los procesos de seleccion que aplican los agricultores y fitomejoradores (Lopez
et al., 2009).

La diversidad del maiz se puede atribuir a la seleccion que es practicada por el hombre a
través del proceso de domesticacion, asi como a los numerosos entornos
microecologicos y los efectos ambientales que cada condicion climatica ejerce sobre las

poblaciones que determinan la capacidad de adaptacion (Caraballoso et al., 2000).

El estudio de la diversidad genética dentro y entre poblaciones se realiza mediante el uso
de marcadores morfoldgicos, bioquimicos y moleculares. Los marcadores de ADN
(moleculares) han ganado importancia en la caracterizacion del germoplasma, debido a
la cantidad de polimorfismos distribuidos en el genoma, la rapidez y calidad de datos
generados. (Govindaraj et al., 2015). Actualmente los Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs), o polimorfismos de un solo nucledtido, se han desarrollado y utilizado con
mayor frecuencia como los marcadores preferidos en varios cultivos, para la evaluacion
de la variabilidad genética entre diferentes accesiones de una especie. Esto, debido a su
amplia cobertura del genoma, herencia codominante, bajo costo y rapido seguimiento en
comparacion con otros marcadores moleculares (Gupta y Rustgi, 2004; Kujur et al.,
2015).

En estudios de diversidad genética y de estructura poblacional es de suma importancia
contar con marcadores moleculares que permitan identificar los niveles de diversidad,
asi como la relacion entre los individuos. Un mayor nimero de marcadores moleculares
permite encontrar un mayor nimero de sitios que presentan variaciones dentro de los
genomas de los individuos a evaluar y al igual obtener de manera mas confiable y

representativa la diversidad genética (Glaubitz et al., 2014; Xu et al., 2017).

Descripcion de la diversidad genética

Para analizar la variabilidad genética existen diversos procedimientos que resumen la

informacidn en términos de estimaciones manejables. Los parametros mas empleados y
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gue se describen a continuacion son: Polimorfismo, Contenido de informacion
polimérfica (PIC), Heterocigosidad esperada (He), Heterocigosidad observada (Ho),

Numero de alelos efectivos (Ae) y Alelos raros (Rj).

Polimorfismo

La existencia de multiples alelos presentes en cada gen, demuestra la existencia de la
variacion genética y es uno de los factores con mayor influencia en su generacion, esta
diversidad se presenta en la mayoria de las poblaciones naturales. A estos mdltiples
estados que puede poseer un gen se le conoce como polimorfismos (Hartl &Jones,
2009).

El polimorfismo, o la proporcion de loci polimorficos (P), es una medida del nimero de
loci variable en una poblacion y se calcula dividiendo el nimero de loci polimorficos

entre el nimero total de loci analizados (Sosa et al., 2002).

N° total de loci polimérfico
N° total de loci

p:

Para que un gen se considere polimorfico, cada alelo debe aparecer en la poblacion a una
frecuencia de al menos el 1%, es decir, cuando el alelo mas frecuente de un gen en una
poblacién alcance un 95 % en frecuencia o0 0.95 se determina que existe polimorfismo.
Para ello, es necesario el uso de un criterio arbitrario a fin de precisar el polimorfismo de
un locus de acuerdo con su frecuencia alélica, debido a que cuando se aumenta el
namero de individuos muestreados en una poblacién, la probabilidad de encontrar un

nuevo alelo también aumenta (Hedrick, 1983).

Contenido de informacion polimorfica (P1C)

El contenido de informacion polimérfica (PIC) es similar al valor de heterocigosidad, y
su valor puede variar entre 0 a 1. Este indice estima la eficiencia de cada marcador para
determinar polimorfismos en un locus dado en la poblacion de acuerdo con las

frecuencias de los alelos, valores més cercanos a 1 existe un mayor nivel de
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polimorfismo. Para su calculo se multiplica la probabilidad de cada posible cruzamiento
(estimado a partir de las frecuencias alélicas), por la probabilidad que sean informativos,
es decir, que se pueda identificar al progenitor del que procede el alelo (Botstein et al.,
1980).

Heterocigosidad observada

La heterocigosidad observada (Ho) se define como la proporcién de organismos
heterocigotos  calculada a partir de los genotipos observados en una muestra
poblacional. Estima la probabilidad, de que dos alelos tomados al azar de la poblacion
sean diferentes; sin embargo, no refleja bien la cantidad de variacion genética en las
poblaciones de organismos que se reproducen asexualmente o por autofecundacion
(Frankham et al., 2009).

Heterocigosidad esperada

Nei (1987) asegura que el promedio de heterocigosidad o diversidad genética es el
método de medicion mas adecuado de la variacién genética, pues no depende de la
arbitrariedad de la definicion de polimorfismo y puede ser definida sin ambigtedad en

términos de frecuencias alélicas.

La heterocigosidad esperada de una poblacion (He) es la media de los valores obtenidos
para cada locus en dicha poblacion. Cuando las poblaciones estan bajo equilibrio Hardy-
Weinberg, la heterocigosidad puede ser calculada a partir de la frecuencia alélica. Por lo
tanto, la heterocigosidad esperada cuantifica la igualdad o equitatividad de las

frecuencias alélicas en los loci (Hoelzel, 1998; Sosa et al., 2002).

NUmero de alelos efectivos

El nimero de alelos efectivos (n), hace referencia a los alelos con capacidad de pasar a
la siguiente generacién y es otro de los pardmetros que se usa para medir la variabilidad

genética. Es el reciproco de la probabilidad de que dos genes homdlogos elegidos al azar
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., e s s - 1 s
en la poblacion sean identicos por descendencia (n = ;). Por lo tanto, la Unica forma en

que dos genes puedan ser el mismo alelo es si son idénticos por descendencia. (Kimura y
Crow, 1964).

Alelos raros

Los alelos raros se han definido en términos de sus frecuencias relativas. Raychaudhuri
(2011) define a los alelos raros como una variante poco frecuente, y que la inclusion de
polimorfismos con baja frecuencia alélica puede determinar la arquitectura de los
caracteres en complejos genéticos, por lo tanto, los alelos raros se consideran alelos
polimérficos que tienen <1% de frecuencia en una poblacién especifica (Reyes-Valdés
etal., 2018).

Los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés
Genome-Wide Association Study), es una estimacion que permite detectar la influencia
de variaciones alélicas a nivel gendmico sobre la expresion de caracteres complejos en
los cultivos. La mayoria de las especies tienen variaciones frecuentes de diversidad
genética, incluidos alelos raros, que aparentan desaparecer en una gran poblacion debido

a una mutacién perjudicial (Raychaudhuri, 2011).

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares se basan en el andlisis de las diferencias en secuencias del
ADN (Acido Desoxirribonucleico) entre individuos. Las técnicas empleadas para ello
son muy diversas, y se puede clasificar como de caracter dominante o codominante
(Karp & Edwards, 1998).

El mejoramiento genético es un proceso a largo plazo, por lo que es necesario recurrir al
apoyo de técnicas que aceleren este proceso. Una alternativa podria ser la utilizacion de
herramientas moleculares, basadas en el uso del ADN vy la identificacion de variaciones

genéticas de interés para el mejorador.
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En la actualidad existen varias técnicas moleculares que permiten conocer cémo se
encuentran las proporciones alélicas en las poblaciones naturales de manera indirecta,

como con los andlisis de proteinas, o de manera directa con estudios de ADN.

Isoenzimas

Las isoenzimas, o aloenzimas fueron originalmente definidas como marcadores
moleculares multiples de las enzimas que tienen funciones idénticas o similares, y que
estan presentes en el mismo individuo, y estas fueron las primeras en ser usados en
genética de plantas (Tanksley et al., 1981). En su mayoria son selectivamente neutras y
se utilizan como marcadores hereditarios para cuantificar las frecuencias alélicas y
genotipicas de los individuos, que son los estimadores basicos de la composicion

genética de una poblacion.

La aplicacién de las isoenzimas esta dirigida a la cuantificacion de heterocigosis,
diversidad genética, diferenciacion genética y otras medidas de variacion genética intra e
interpoblacional. También han sido aplicadas exitosamente para evaluar y entender
aspectos de biologia evolutiva como los sistemas de reproduccién y patrones de
fecundacién cruzada, relaciones entre fenotipo y ambiente, filogenias, diversidad en
plantas (Pérez-Nasser y Pifiero, 1997).

Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP)

El andlisis RFLP es una técnica usada desde los afios 1970. Esta técnica se basa en la
variacion en la longitud de los fragmentos de ADN, los cuales son producidos por una
endonucleasa de restriccion especifica a partir de ADN gendémicos de dos o mas
individuos de una especie. Los RFLPs se generan por rearreglos o mutaciones que dan
lugar a la creacién o delecion de sitios de reconocimiento para las endonucleasas
especificas (Valadez y Kahl, 2000).

Los RFLPs han sido ampliamente usados en plantas con diferentes objetivos:
caracterizacion de germoplasma, estudios filogenéticos, pureza de semillas hibridas,

seleccion y/o localizacion de genes especificos (mediante analisis de ligamiento) de
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caracteristicas agronémicas importantes, etc. (Phillips et al., 1995; Valadez y Kahl
2000).

Segun Paterson (1996), el costo, la complejidad técnica y la gran cantidad de ADN que
se requiere pueden ser limitantes para el empleo de los RFLP como técnica de
diagnéstico. En algunos casos, aunque la variacion interespecifica es alta, los individuos
de una poblacion o los cultivares de una especie muestran una variacion baja, lo cual

reduce las posibilidades de encontrar polimorfismos utiles. (Bernatzky, 1988).

Polimorfismo de ADN Amplificados al Azar (RAPD)

Son marcadores que amplifican aleatoriamente segmentos de ADN en una gran variedad
de especies, son de caracter dominante, es decir, no pueden discernir los homocigotos
dominantes de los heterocigotos para un segmento particular. Los RAPDs se basan en la
probabilidad estadistica de que se presenten sitios complementarios al oligonucle6tido
de 10 pares de bases (pb) a lo largo del genoma. El polimorfismo de las bandas entre los
individuos se debe a cambios en la secuencia de los nucledtidos en los sitios de
acoplamiento del oligonucle6tido y por insercion o delecion de los fragmentos en estos
sitios (Williams et al., 1990).

Los RAPDs son utiles en la elaboracion de mapas genéticos, en el estudio de parentesco
y en el analisis de la estructura poblacional, ya que ayudan a estimar tamafio efectivo,

aislamiento reproductivo y niveles de fecundacion cruzada (Otero et al., 1997).

Entre las principales ventajas de los RAPDs, estan la amplificacion de regiones tanto
codificantes del ADN como las no codificantes y revelan niveles de variacion mas altos
que los RFLPs e isoenzimas (Williams et al., 1990). Sin embargo los problemas
practicos detectados son la presencia de bandas “erroneas” (artefactos), la
reproducibilidad de los resultados y la comigracion de bandas. Por otro lado, como los
loci son dominantes, los RAPDs dan menos informacion genética por locus que los

marcadores codominantes.
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Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP)

Los AFLPs son considerados marcadores de alta eficacia, permiten el anlisis de un
elevado numero de loci por experimento sin requerir informacion previa sobre su
secuencia, son en su mayoria dominantes y altamente reproducibles. Sin embargo, es
méas complicada de ejecutar a comparacion con otras técnicas, y ademas requieren una
mayor cantidad de ADN (Karp et al., 1997). Se pueden emplear, en la construccion del
armazoén de los mapas genéticos en el que se localizan los marcadores codominantes,
para discriminar entre individuos cercanamente relacionados y para localizar genes

especificos en genomas complejos (Valadez y Kahl, 2000).

Microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR)

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR), son regiones de secuencias
pequefias (dos a 10 pares de bases) repetidas, las cuales se asume que estan distribuidas
azarosamente por todo el ADN. Son secuencias de ADN altamente variables dispersas a
través de los genomas de plantas y animales, los cuales pueden o no estar asociadas con
genes, son loci altamente mutables que pueden estar presentes en muchos sitios del
genoma. Dado que, la repeticidn por si misma no codifica para formar ninguna proteina,
y debido a que las secuencias de ADN repetitivo pueden recombinarse y expandirse mas
frecuentemente que otros tipos de secuencias, estas regiones son a menudo altamente
variables y consecuentemente utiles para medir el polimorfismo entre especies o

variedades muy relacionadas (Phillips et al., 1995; Valadez y Kahl, 2000).

Los microsatélites han tomado ventaja sobre otros marcadores genéticos, debido a que:
a) tienen el mas alto grado de polimorfismo; b) segregan de manera mendeliana y son
codominantes; c) la presencia de un solo locus genético por microsatélite hace que la
lectura de las bandas sea clara y facil de interpretar y d) son selectivamente neutros
(Golstein y Pollock, 1994).

Estos marcadores son ideales para el estudio de ligamiento genético en plantas y el
mapeo fisico, los estudios poblacionales y la identificacion de variedades (SIDTA,
1999).
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Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)

Los marcadores basados en polimorfismos de base simple o SNPs son variaciones de
secuencias de ADN, que ocurren cuando un solo nucleétido (A, T, C o G) cambia la
secuencia de un par de bases del genoma, es decir, variaciones de un solo nucleétido en
la secuencia del genoma de uno o mas individuos pertenecientes a una poblacion
(Edwards et al., 2007).

Los SNP estan ampliamente distribuidos dentro del genoma y pueden encontrarse en
regiones codificantes o no codificantes de genes o entre dos genes (region intergénica),
su frecuencia oscila entre 1 cada 600 y 1 cada 1000 pares de bases, y se encuentran

presentes en abundancia en plantas (Xu, 2010).

Microarreglos - Diversity Arrays Technology (DArT)

La tecnologia de matriz de diversidad (DArT), es una de las técnicas moleculares basada
en hibridacion de microarreglos, que permite la deteccion de polimorfismos de ADN en
varios miles de loci en un Unico ensayo, sin depender de la informacién de la secuencia

del material gendmico (Jaccoud et al., 2001; Wenzl et al., 2004).

Para identificar los marcadores polimorficos, se aplica un método de reduccion de
complejidad en el genoma, la representacion gendémica obtenida de este grupo se clona y
los insertos individuales se ordenan en una micromatriz, dando como resultado una
"matriz de descubrimiento”. Las representaciones gendémicas etiquetadas preparadas a
partir de los genomas individuales incluidos en el grupo, se hibridan a la matriz de
descubrimiento y los clones polimorficos (marcadores DArT) muestran intensidades de

sefial de hibridacion variables para diferentes individuos (Jaccoud et al., 2001).

Semagn et al. (2006) mencionan a DArT como uno de los perfiles genéticos Utiles para
caracterizacion de colecciones de germoplasma, estudios de diversidad, mapeo de loci
de caracteres cuantitativos (QTL, Quantitative Trait Loci), y en la construccion de
mapas genéticos. Es una técnica de caracter dominante (presencia o ausencia), con
diferencias de intensidad, lo que posiblemente tenga alguna limitacion de su valor en

alguna aplicacion.
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Una de las ventajas de DArT sobre otros sistemas de marcadores es que proporciona una
genotipificacién donde no se necesita informacién de secuencia previa para especies a
estudiar, es de alto rendimiento, rapido, altamente reproducible y rentable con un costo
estimado, diez veces menor que los marcadores SSR por data point. Hasta la fecha, los
marcadores DArT se han aplicado con éxito en el andlisis de diversidad genética, el
mapeo de enlaces y en el descubrimiento de la estructura poblacional de las colecciones

en varias especies de cultivos (Xia et al., 2005).

Marcadores moleculares en el estudio de diversidad genética de maiz

Los marcadores moleculares son de gran utilidad por su eficiencia, distribucion a lo
largo del genoma y sobre todo por no tener influencia del ambiente; proporcionan un
enfoque alternativo importante para caracterizar la diversidad genética, la estructura de
la poblacion y las relaciones genéticas entre poblaciones o materiales de mejoramiento

de una coleccion de germoplasma de maiz determinado (Wu et al., 2016).

Estudios sobre la diversidad morfoldgica y genética del maiz, muestran que existe gran
variabilidad en las poblaciones mexicanas (Sanchez et al., 1998). Se han llevado a cabo
estudios sobre la diversidad genética mediante el uso de herramientas moleculares como
las isoenzimas (Sanchez et al. 2000), los Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar
(RAPD) (Lanza et al., 1997; Arias et al., 2018), los Polimorfismos de Longitud de
Fragmentos Amplificados (AFLP) (Rodriguez-Pérez et al., 2012), los Microsatélites o
Secuencias Repetidas Cortas (SSR) (Matsuoka et al., 2002; Reif et al., 2006; Rocandio-
Rodriguez et al., 2014; Vega-Alvarez et al., 2017), e inclusive con SNPs (Yan et al.,
2009; Romay et al., 2013; Arteaga et al., 2015). Muchos de estos estudios han analizado
muestras de bancos de germoplasma representativas de todo el pais y se han tomado

como base para la seleccion y la clasificacion racial de las muestras utilizadas.

Doebley et al. (1985) analizaron el patrén de 13 isoenzimas en 94 accesiones que
representaban 34 razas de maiz, reportando que el 72% de la variacion de isoenzimas
residia dentro de las accesiones y el 27% entre las accesiones, con una frecuencia de
7.09 alelos por locus. Sanchez et al. (2000) estudiaron morfolégicamente y por

isoenzimas diferentes razas mexicanas de maiz, utilizando 209 accesiones de 59 razas
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donde mas del 65% de los alelos encontrados en las colectas estudiadas eran raros en
frecuencias menores a 0.01. Ademas, reportan varias poblaciones con bajos niveles de
diversidad y de diferenciacion genética, que son aquellas variedades que se caracterizan
por sus usos especiales como palomitas de maiz, maiz dulce, el pozole, atole, pinole o

tamales.

Lopez et al. (2009) mediante polimorfismos de 19 loci de isoenzimas, analizaron la
diversidad genética de 40 poblaciones de maices nativos representativas del Istmo de
Tehuantepec, Oaxaca, México, y mediante estimadores de diversidad genética,
reportaron valores altos para las poblaciones de maiz del grupo maiz grande, con mayor
namero de alelos por locus (2.474), polimorfismos (68%) y heterocigosidad esperada
(0.224), asi como una diferenciacion genética entre sus poblaciones mayor que la del

Zapalote Chico.

Reif et al. (2006) utilizaron 25 marcadores SSR para caracterizar 25 accesiones de 24
razas mexicanas, también reportaron gran variabilidad en el material utilizado,

confirmando asi mismo la amplia base genética de las razas de maiz en México.

En un estudio realizado por Arteaga et al. (2015), utilizando un total de 36,931 SNPs
genotipados en 46 variedades de maiz nativas de México, asi como la subespecie
teosinte encontraron hasta 70,749 alelos totales en una sola raza local (Conico, n=16) y
un minimo de 44,134 (Zapalote Chico, n= 1). Reportaron niveles de variacion genética
para esas variedades locales de maiz (He = 0.234 a 0.318), con una media de 0.311,
mientras que para Zea m. Mexicana y Zea m. parviglumis detectaron niveles bajos (He =
0.262 y 0.234, respectivamente). Estos autores concluyen que las variedades locales de
maiz mexicano tienen una alta diversidad genética que se estructura principalmente de

acuerdo con la interaccién de latitud y altitud.

Por su parte Rossi et al. (2019), evaluaron la diversidad genética de 291 lineas de maiz
del CIMMYT utilizando 18,082 SNPs, permitiéndoles estimar el contenido de
informacién polimérfica (PIC) y la diversidad genética. Con el uso de esta cantidad de
marcadores encontraron la formacién de dos grupos de acuerdo a sus adaptaciones
ambientales, y reportaron un total de 71.996 alelos con una media de 3.98 alelos por

locus.



30

Genotipificacion por secuenciacion (GBS)

En la actualidad, tecnologias con mayor rendimiento en la produccién de marcadores
moleculares, son empleadas para obtener una mayor representacion del germoplasma
evaluado en un solo ensayo. La técnica de GBS, por lo general se basa en la
secuenciacion de alto rendimiento de la préxima generacion de subconjuntos gendmicos
dirigidos por enzimas de restriccion tipo Il, para reducir la complejidad del genoma, de
esta forma producir la biblioteca de fragmentos de ADN que sera sometida a
secuenciacion (Figura 1). Este método, permite la caracterizacion de colecciones de
germoplasma, mejoramiento, mapeo de rasgos en diversos organismos y estudios de
poblacion y proporciona una gran cantidad de marcadores en todo el genoma a bajo

costo por muestra. (Elshire et al., 2011).

ADN
_ insert
5" - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTxxxxCWGCNNN...NNNGCWGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG - 3"
3" - TGTGAGAAAGGGATGTGCTGCGAGAAGGCTATyyyyGWCGNNN.. NNNCGWCTCTAGCCTTTCTCGCCAAGTCGTCCCTTACGGCC - 5
t

Barcode secuence  ApekI overhang

a) Barcode adapter Common adapter

b) PCR primer 1
Complement binds to Binds to 3" strand of
flowcell oligo 1 \ / barcode adapter
5" - AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATTCTCT - 3°
5" - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATTCT
Paired-end secuencing primer 1

) PCR primer 2
Binds to 3" strand of

) Complement binds to
/ common adapter \ / flowcell oligo 2 \

TCTAGCCTTCTCGCCAAGTCGTCCTTACGGCTCTGGCTAGAGCATACGGCAGAAGACGAAC - 57

TCTAGCCTTCTCGCCAAGTCGTCCTTACGGCTCTGGC -5
Paired-end secuencing primer 2

Figura 1. Preparacion de bibliotecas mediante la metodologia de Genotipado por Secuenciacién (GBS)
(Figura tomada de Elshire et al., 2011).

Las secuencias de cddigo de barras bicatenario y adaptadores comunes se muestra en la
Figura (1a). Los adaptadores son ligados al ADN genomico y cortado por ApeKl. Las
posiciones de la secuencia del cddigo de barras y los voladizos de ApeKI se muestran en
relacién con el inserto de ADN. En la Figura (2b), se muestran las secuencias del

cebador de PCR 1 y el cebador de secuenciacion final emparejado 1(PE-1), donde se
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indican los sitios de union para el oligonucleétido 1 de celda de flujo y el adaptador de
cddigo de barras. Por Gltimo, se indican los sitios de union para el oligonucleétido 2 de

celda de flujo y el adaptador comun Figura (3c).

El enfoque genotipado por secuenciacion (GBS), ha dado lugar a notables avances en la
secuenciacion de genomas completos, como es el caso a especies con alta diversidad y
genomas grandes como el maiz, debido a esto, Elshire et al. (2011), mencionan que
deben emplearse el enriquecimiento o la reduccién de la complejidad del genoma para
asegurar una superposicion suficiente en la cobertura de secuencia para especies con
genomas grandes, independientemente que la secuenciacion (GBS), sea bastante sencillo

para genomas pequefios.

Gore et al. (2007) mencionan que reducir la complejidad del genoma con enzimas de
restriccion es facil, rapido, altamente reproducible y puede llegar a regiones importantes

del genoma que son inaccesibles para los enfogques de captura de secuencia.

Plataforma DArTseq

El método de genotipificacion 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 genémica. Esta basado en la
reduccion de la complejidad del genoma por medio de la combinacion de dos enzimas
de restriccion, y en la utilizacion de barcodes tipo cddigo de barras que permiten el
genotipado de mdaltiples muestras en paralelo obteniendo marcadores de alta densidad
(Kilian et al., 2012).

En la Figura 2 se muestra una descripcion grafica de la genotipificacién de alto

rendimiento basada en la tecnologia de DArTseq.
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Figura 2. Plataforma de genotipificacion de alto rendimiento DArTseq (Figura tomada de Kilian et
al., 2012).

Los métodos utilizados en la reduccion de la complejidad gendémica, generalmente
dependen de la digestion con enzimas de restriccion (RE), ligacion de adaptadores
(barcodes). Estos barcodes, actian como codigos de barra, que permiten identificar a
gue muestra de ADN pertenece cada uno de los fragmentos gendmicos obtenidos a partir
de la digestién con las enzimas (1-2). El agrupamiento de los tarjets en una sola solucion
se muestra en la etapa 3 de la Figura 2. Estos conglomerados de muestras de ADN son
Ilamados pools, el objetivo es simplificar el manejo de los fragmentos a la hora de

incorporarlos al secuenciador (4).

El analisis de secuencia es llevada a cabo alineando las lecturas con la representacion del
genoma basada en las secuencias obtenidas y etiquetadas por este mismo método (5). La
obtencion de marcadores de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) y variacion de
presencia/ausencia del fragmento (PAVs) mediante esta tecnologia se ilustra en la etapa
6 de la Figura 2. Los cuales son determinados en el proceso de digestion por enzimas.

DArTseq ofrece un perfil gendmico a través de la generacion de polimorfismos de un
solo nucleotido (SNP) de alta densidad, y también la identificacion de variaciones de
presencia y ausencia (PAV), pudiéndose obtener de 40,000 a 200,000 marcadores de



33

este tipo (Sansaloni et al., 2011; Chen et al., 2016). Ambas tecnologias, tanto como la
genotipificacion por secuenciacion (GBS) y DArTseq, en maiz, se producen una enorme
cantidad de datos perdidos (hasta un 50%), con la diferencia que DArTseq, es un método
mas confiable para la deteccidn de heterocigotos, y se generan una menor cantidad de
marcadores (50,000 a 350,000 SNPs), pero tiene una cobertura mucho mayor y presenta
una menor cantidad de datos perdidos (20% o menor) (Chen et al., 2016; Wu et al.,
2016).

Cyrine et al. (2019) demostraron la relevancia de la tecnologia de DArTseq como un
producto confiable y rentable herramienta para evaluar la diversidad dentro y entre las
variedades locales, al compararlas con diferentes germoplasmas de trigo duro,
produciendo una gran cantidad de loci polimérficos e informativos. También en trigo, un
banco de germolasma de Azerbaiyan ha sido caracterizado con esta tecnologia, siendo
de gran utilidad para representar la diversidad y las relaciones genéticas entre especies
de Aegilops L. en distintas regiones geograficas de ese pais (Abbasov et al., 2019). El
desarrollo de la tecnologia DArTseq y el genotipado mediante secuenciacion, se utiliza
cada vez mas para estudiar la diversidad genética de diferentes cultivos, ya que permiten
estudiar la diversidad genética de grandes entradas de nimeros y genomas complejos
(Chen et al., 2018; Nadeem et al., 2018).

Debido a su carécter rapido, de alto rendimiento y rentable, DArTseq ha sido
ampliamente utilizado con éxito en programas de fitomejoramiento, mapeo de
ligamiento, identificacion QTL en poblaciébn de mapeo biparental, estudios de
asociacion de genoma completo (GWAS), estudios de diversidad genética, seleccion
asistida por marcadores y genémica que esta ganando una considerable importancia en
el incremento de la eficiencia de la mejora de las plantas al permitir transferir de forma
mas precisa, que los métodos clasicos de seleccion, regiones gendmicas de interés
(Baloch et al., 2017).

Los métodos tradicionales de genotipificacion se basan en ensayos que detectan los
polimorfismos de ADN, de manera indirecta, a través de las diferencias en la movilidad
de los fragmentos de ADN en geles de electroforesis, la amplificacion diferencial por

PCR, o la hibridacion diferencial en microarreglos (Elshire et al., 2011). DArTseq se ha
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desarrollado con un enfoque técnicamente simple, altamente multiplexado que hace
posible omitir el paso de desarrollo del ensayo, no sélo para descubrir, sino también para

la clasificacion directa de los polimorfismos de ADN (Sansaloni et al., 2011).



35

MATERIALES Y METODOS

Material genético

En este estudio se analizaron 76 poblaciones de maiz nativo del estado de Coahuila, que
han sido recolectadas en diversas etapas como parte de las actividades de varios
proyectos de investigacion. Las poblaciones nativas ademas de la clasificacion racial
(Wellhausen et al.,, 1951), han sido caracterizadas morfolégicamente, usando
principalmente caracteres de la mazorca (Rincén et al., 2010; Rincon-Sanchez y Ruiz-
Torres, 2018), las cuales son representativas de ocho grupos raciales y que han sido
agrupadas de acuerdo con la altitud de procedencia (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacién racial y frecuencia de las 76 poblaciones de maiz nativo con
base a la altitud del sitio de colecta, Coahuila, México.

Grupos (Altitud, en msnm) *

Clasificacién racial Bajo Intermedio  Transicion  Altura Total
(<1000) (1001-1800) (1801-2000)  (>2000)

Celaya 3 3
Celaya x Raton * 1 1
Conico Nortefio 1 7 20 28
Conico Nortefio x Raton 1 1 2 4
Conico Nortefio x Tuxpefio

N 1 1 2
Nortefio
Elotes Conicos 1 1 1 3
Elotes Occidentales 2 2
Olotillo x Raton 1 1
Ratén 4 8 1 13
Ratdn x Celaya 1 1
Ratén x Conico Nortefio 1 1
Ratén x Olotillo 1 1
Ratdn x Tuxpefio Nortefio 4 4
Tuxpefio 1 1
Tuxpefio Nortefio 1 7 1 9
Tuxpefio Nortefio x Celaya 1 1
Tuxpefio Nortefio x Conico

- 1 1
Nortefo
Total 5 36 11 24 76

T Adaptado de Rincon-Sanchez y Ruiz-Torres (2018); * El simbolo “x” entre grupos raciales indica algun
grado de combinacion o forma intermedia entre los dos grupos raciales.
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Los materiales genéticos en este estudio fueron caracterizados con base en caracteres de
la mazorca (Rincon-Sanchez y Ruiz-Torres, 2018). A partir de un tamafio de muestras de
10 mazorcas representativas de cada poblacién, se obtuvieron 15 caracteres cuantitativos
de la mazorca para analizar la diversidad del maiz. Siete caracteres de la mazorca:
diametro de mazorca y olote (cm), longitud de mazorca (cm), nimero de hileras de la
mazorca, porcentaje de desgrane y dos caracteres de indice: didmetro de mazorca/olote
(cm), y diametro/longitud de la mazorca (cm). Se utilizaron ocho caracteres del grano:
longitud, ancho y espesor (mm), numero de granos por hilera, peso seco de 100 granos
(@) y tres caracteres de indice del grano: Espesor/longitud del grano (mm),
espesor/ancho del grano (mm) y ancho/longitud del grano (mm).

La altitud de los sitios de procedencia de las poblaciones en estudio esta asociada a los
diferentes nichos ecolégicos en la region de estudio, y por consiguiente a la diversidad y
tipos de maices. Por tal motivo, esta informacion es de utilidad en la presente

investigacion para la valoracion y analisis de la diversidad genética de las poblaciones.

Proceso de genotipificacion

La caracterizacion genotipica de las muestras evaluadas en este estudio se llevé a cabo
en el Laboratorio del 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.

Obtencidn de muestras de tejido

Se realizo la siembra de 30 semillas representativas de cada poblacién de maiz en los
invernaderos con sede en CIMMYT (EI Batan), bajo condiciones controladas. A los 15
dias después de la siembra, se realizd la seleccion de las hojas de manera visual de
aquellas entradas que germinaron. A partir de 15 plantulas de cada poblacion, se tomo
una fraccion de 10 a 15 cm de hojas frescas y jovenes, sin zonas necroticas. Esta

estrategia de toma de 15 entradas por poblacion, muestra compuesta de ADN (“bulk”),
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tuvo como objetivo representar de manera amplia la mayor diversidad posible de cada

una de las poblaciones.
Liofilizacion

Las muestras de cada poblacion fueron colocadas en glasines a -80 °C durante 24 horas.
Posteriormente, el material foliar fue colocado en una liofilizadora (Labconco ", modelo
230 v), en condiciones de vacio de <100 micrones durante 5 dias y una temperatura de
condensador de <50 °C. Una vez liofilizadas, las muestras se secaron por 72 horas y se

conservaron en bolsas de plastico herméticamente cerradas a temperatura ambiente.

Molienda

El tejido vegetal liofilizado, se cortd en pedazos pequefios de 0.5 a 1.5 cm y los
fragmentos se depositaron en tubos de extraccion de 1.5 ml, junto con una esfera
metalica pequefia de 4 mm de didmetro. La molienda se llevd a cabo en un molino
mecanico de la marca SPEX" GenoGrinder a 1750 revoluciones por minuto (rpm) por 3

min, obteniendo un polvo fino.

Extraccion del ADN genémico

Siguiendo el método de Murray y Thompson (1980), se colocaron 300 mg de tejido y
molido en un tubo para centrifugacién de 15 ml, posteriormente se agregaron 9.0 ml de
solucion amortiguadora CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) a 65 °C, se
mezclo invirtiendo el tubo varias veces suavemente. Las muestras fueron incubadas a 65
°C de 60 a 90 min, agitando los tubos periédicamente con suavidad. Posteriormente, los
tubos fueron colocados a temperatura ambiente durante 5 min y se agregaron 4.5 ml de
cloroformo/octanol (24:1), la mezcla se coloco en un agitador rotativo vertical (Fisher
Scientific) 15 min y se centrifugé a 3750 rpm durante 30 min (Beckman Coulter,
Allegra®x-15R Centrifuge), tras lo cual se recuperaron 750 pl de la capa acuosa superior
y se colocéd en tubos limpios de 1.5 ml, se agregaron nuevamente 4.5 ml de

cloroformo/octanol (24:1), se agitdé suavemente durante 10 min y se centrifug6 igual que
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en las condiciones previas. Con una pipeta se transfirio la capa acuosa superior a un tubo
limpio de 1.5 ml, se agregaron 30 pl de ARNasa (10 mg/ml) y se incub6 a temperatura
ambiente por 30 min, posteriormente se agregaron 6.0 ml de isopropanol (2-propanol) y
se mezclo suavemente. Finalmente, el ADN precipitado se retird mediante un gancho de

vidrio y fue almacenado en el refrigerador a 4 °C.

Cuantificacion y calidad del ADN gendémico

El ADN fue cuantificado mediante espectrofotometria, se centrifugaron brevemente las
muestras a 1500 rpm, después se afiadi6 3 ul de ADN en el Nanodrop (Thermo
Scientific  NanoDrop ~ ND8000  multi-muestra  Micro-Volumen UV-Vis
Espectrofotometro) a través de lecturas de absorbancia de 260/280 nm a partir de 1 pL
de la muestra. El ADN se aceptdé como “puro” cuando las muestras tuvieron una razon
260/280 > 1.8 (Madigan et al., 1998). Despueés de la cuantificacion las muestras fueron

almacenadas a 4 °C.

Para analizar la calidad del ADN se prepararon diluciones de 50 ng/pl de cada muestra.
Enseguida se cargaron 10 pl de ADN mas 30 ul bromuro de etidio para ocho placas en
un pocillo de un gel de agarosa al 0.8 %, adicionando en un carril por peine
PhiX174/Haelll como marcador de peso molecular y sometido a electroforesis a 120
volts/20 minutos, finalmente se fotografiaron utilizando un sistema de documentacion en

gel (BioDocAnalyze Live, Biometra).

Reduccidn de la complejidad genémica

En la Figura 3 se muestra una descripcion gréafica de la preparacion de las bibliotecas de
DArTseq, de acuerdo con el método de reduccion de la complejidad descrita por
Sansaloni et al. (2011). Se utilizaron dos enzimas de restriccion sensibles a metilacién
para reducir la complejidad del genoma, una de corte especifico o raro llamada Pst-I
(CTGCAG), y una de corte frecuente conocida como Nsp-lI (CATG). Asi se generd una
representacion gendémica de las muestras evaluadas, lo que permitiria la identificacion de

los marcadores.
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Figura 3. Representacion esquematica del método de reduccion de la complejidad del genoma para
generar representaciones gendémicas (Figura tomada de Singh, 2015).

Para la digestion del ADN, se usaron las enzimas Pst-1 y Nsp-1 con las siguientes
soluciones y concentraciones, tal como se muestra en el Cuadro 2. EI Cuadro 3 presenta
las soluciones y concentraciones para la ligacion del ADN genomico. Con los
fragmentos resultantes de la digestion se llevd a cabo la ligacion de fragmentos
especificos para Pst-1 con un adaptador de sitio especifico etiquetado con 96 codigos de

barras diferentes. Finalmente, las mezclas de digestion y ligacion de cada muestra fueron
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colocadas individualmente en cada pocillo de placas de 96 muestras (Eppendorftwin.tec

® PCR plate 96), en un volumen final de 20 pl por pocillo. Las placas fueron

posteriormente incubadas en termocicladores por un periodo de 3 horas a 37 °C y 20

minutos a 60 °C.
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Cuadro 2. Soluciones y sus concentraciones para la digestion del ADN gendmico.

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

H,0Odd= Agua bidestilada; NaCl= Cloruro de Sodio; pl= Microlitros; pg= Microgramo; pM=Micromolar;
X= Cantidad ajustada; RXN= Mezcla; Nsp-I= Enzima de corte frecuente; Pst-lI= Enzima de corte
especifico.

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

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

H,Odd= Agua bidestilada; pl= Microlitros; pmoles= Concentracion molar; pM=Micromolar; X=
Cantidad ajustada; U= Unidad; RXN= Mezcla; Nsp-1= Enzima de corte frecuente; Pst-I= Enzima de corte
especifico.

Amplificacion de fragmentos

Se tomaron 10 pl de producto de reaccidn de digestion / ligacion y se le agregd un
iniciador hacia adelante: (5’-CGCCAAATGACGACTTCTAC-3"), més un iniciador
reverso: (5’-GCGCATAACGATACCACTGA-3’) para la amplificacion por PCR, en
una mezcla como se indica en el Cuadro 4. Los iniciadores corresponden a la posicién
1547 y 2050, respectivamente, del plasmido Phi y amplifican un fragmento con 523
pares base de largo. Esta mezcla fue puesta bajo el siguiente programa: 20 segundos a 94
°C, 30 segundos a 58 °C y 45 segundos a 72 °C, por 30 ciclos, adicionalmente se tuvo
un ciclo inicial de 1 minuto de desnaturalizacion a 94 °C y al final uno de elongacion de
7 minutos a 72 °C, para después dejarse en modo reposo a 10 °C durante 5 minutos en
un Termociclador MJ Research (Ramse, Minnesota, USA).
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Cuadro 4. Componentes y concentraciones para la PCR.

Cantidad Final 10 RXN (ul)
ddH,0" 0.05
5X Green 1X 2.00
25 Mm mGCl,* 1.5 mM 0.60
Mezcla de dNTP (2.5 Mm) 200 puM 0.80
Iniciador F + R (1.0 pM)? 0.25 uM 2.50
Go taq (°DNA Polymerase (5U/ pl) 025U 0.05
DNA (10-50 ng/ pl) 50-100 ng 4.00

ddH,0'= Agua destilada; pl= Microlitros; ng= Nanogramo; uM=Micromolar; X= Cantidad ajustada;
RXN= Mezcla; Nsp-1= Enzima de corte frecuente; Pst-I= Enzima de corte especifico; dNTP= 5’-trifosfato
de deoxinecledsidos; F+R; Iniciador hacia adelante + iniciador reverso.

Control de calidad de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron verificados por medio de electroforesis en gel de agarosa a
una concentracion de 1.2 %, mediante un campo electroforético a 120 volts/20 minutos.
En este control de calidad se buscé obtener un pequefio barrido de ADN, lo que
demostraba un rango de tamario de diferentes fragmentos. Aquellos pocillos donde no
hubo productos de PCR, o se detectaron fragmentos de tamafio muy pequefios (dimeros),

fueron removidos del proceso y no fueron secuenciados.
Purificacion y cuantificacion

En este proceso se llevo a cabo el agrupamiento de los productos de PCR en una sola
solucién mezcla. Se tomaron 10 pl de producto de PCR de cada pocillo de una placa y se
mezclaron en un tubo de 2 ml, este procedimiento fue realizado para cada placa y poder
simplificar el manejo de los fragmentos a la hora de incorporarlos al secuenciador.
Posteriormente, se llevo a cabo la purificacion de los productos de PCR agrupados en
cada una de las soluciones mezcla, utilizando el estuche comercial (QIAquick PCR
Purification) de la marca QUIAGEN®. Se realizd un Gltimo control de calidad de los
productos de PCR purificados, por medio de electroforesis en gel de agarosa a 1.2 % de
concentracion para confirmar la presencia de ADN amplificado en forma de barrido.
Para este control de calidad se emplearon referencias de corridas anteriores como

controles positivos y asi comparar el resultado obtenido con muestras ya secuenciadas y
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con resultados exitosos. Una vez que se obtuvieron los productos de PCR purificados se
procedié a la cuantificacion con UV, usando un espectrofotometro NanoDrop 8000
(Thermo Scientific, EUA.), para estimar la cantidad necesaria de ADN que se

introduciria al secuenciador.

Genotipado por secuenciacion

Después de generar las bibliotecas (purificadas y cuantificadas), obtenidas mediante la
digestion de la enzima de restriccion del ADN gendmico total, la ligacion del adaptador
y la amplificacién de fragmentos ligados al adaptador, se empleé el método de
genotipado de alto rendimiento utilizando la tecnologia DArTseq como lo describen
Sansaloni et al. (2011). En cada placa de 96 pocillos se replico el 16 % de las muestras

para evaluar la reproducibilidad.

En la Figura 4, se observa una representacion del método de genotipado por DArTseq,

mediante la plataforma de Illumina HiSeq 2500.

A. Preparacion de la biblioteca

ADN genémico _—
l ~~ B. Amplificaciéon en grupo N
Fragmentacmu N
Adaptadores mwmm = (
= . = ma = =
= . —
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‘*,nsecuenciaci(’)n Celdas de ﬂu_]o
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g ﬁ I de puente l

secoenciacion archivo de salida
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Figura 4. Representacion esquematica de la secuenciacion por Illumina HiSeq 2500. (Figura tomada de
Illumina Inc., 2016).
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El agrupamiento de fragmentos por amplificacion en puente se muestra en la Figura
(4B). Los productos de amplificacion de cada muestra se agruparon por placa para
clonarlos por medio de PCR en un equipo cBot (SY-301-2002, lllumina, San Diego, CA,
EUA), el cual utiliza un proceso conocido como amplificacion por puente, esto genero

agrupamientos de fragmentos (clusters) de acuerdo a la secuencia de los mismos.

En la Figura (4C) se muestra la técnica de secuenciacion de fragmentos por medio de la
plataforma HiSeq 2500 en SAGA-CIMMYT. Consistio en introducir los fragmentos
creados a partir de la digestion del ADN en los canales de las celdas de flujo llamadas
flow-cell. Los fragmentos templados fueron secuenciados por el extremo en que se
encuentra el adaptador coédigo de barras, el cual permitié identificar por medios
bioinformaéticas a que individuo pertenecen cada una de las lecturas producidas por el

secuenciador.

Validacion de datos genéticos

Identificacion de marcadores

Terminada la secuenciacion, se analizo la calidad de las lecturas mediante un primary
report que permitio revisar la calidad de las imagenes tomadas. Luego se realizé el
filtrado o eliminacion de los sitios de corte de las enzimas, Pst-1 (CTGCAG) y Nsp-I
(CATG), y del codigo de barras que le asigna a cada fragmento su pertenencia a cada

individuo.

Posteriormente, se realizé la identificacion de los SNPs presentes en las poblaciones
evaluadas a través del sistema analitico DArTsoft 14 desarrollado por la empresa DArT.
Se obtuvieron como resultado marcadores SNP y marcadores Silico-DArT como datos
binarios (1/0), indicando la variacion de presencia/ausencia (PAV) del fragmento. Para
este estudio se utilizaron solamente los polimorfismos codominantes (SNPs). La
particularidad de esta tecnologia es que el llamado de SNPs es independiente del
genoma de referencia, sino que se realiza con base en una biblioteca propia, formada por
todos los fragmentos producidos por este método para diferentes germoplasmas de este
cultivo. Por eso, la conveniencia de la utilizacion de DArTseq para estudios de
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diversidad, la cual estaria mejor representada con base en varios germoplasmas

diferentes, y no en el genoma de una muestra solamente.

Tamizaje de datos

Para determinar la calidad de los marcadores SNPs a ser empleados en el andlisis, se

realizaron varios filtros para identificar aquellos con mejores propiedades, que fueron

tomados en cuenta para caracterizar y calificar a estos polimorfismos.

La frecuencia alélica fue estimada con el objetivo de obtener la proporcion en la
cual cada alelo marcador esta presente con relacién al total de marcadores,
usando el paquete estadistico R de un script propio del CIMMYT.

El porcentaje de datos perdidos fue otro factor importante a tener en cuenta para
eliminar aquellos marcadores con una alta tasa de valores no reconocidos por el
sistema de analisis. Con la libreria adegenet en R se determind el porcentaje de
datos perdidos presente en los SNPs identificados.

Usando Microsoft Excel 2010 se obtuvo: el porcentaje de reproducibilidad,
realizando un reordenamiento de menor a mayor y eliminando aquellos que
tenian menos del 95% de reproducibilidad. La tasa de llamada de los SNPs
también se ordend de menor a mayor, descartando aquellos valores menores del
75% y el Contenido de Informacion Polimdrfica (PIC) de los 53,471 SNPs
seleccionados se calcularon con el fin de conocer el grado de informacion que
brinda un determinado marcador genético empleando la siguiente férmula
(Botstein et al., 1980).

n-1 n
PIClzl—ZPzij— Z 2P2ijP2ik
j=1 k=j+k

j=1

Dénde: P3j y P2 son las frecuencias alélicas del j-ésimo y el k-ésimo alelo del marcador

I, respectivamente, y la sumatoria se extiende sobre todos los alelos. Este indice hace

referencia a la informacion de un marcador en la poblacion de acuerdo con las

frecuencias de los alelos.
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Analisis de diversidad genética

Los pardmetros de diversidad genética se obtuvieron con el software BIO-R (Anélisis de
biodiversidad con R para Windows) Version 2.0 (Pacheco et al., 2016), en el cual se

estimo:

Heterocigosidad

Este pardmetro 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:

1~L (Nheterocigotos)i
Ho = —z 1
Ly N;

Donde: L es el numero de loci analizado en poblacion objeto de estudio,
(Nheterocigotos); es el nimero absoluto de individuos heterocigotos para el locus i y N;

es el nimero total de individuos analizados para el locus i.

La (He) de cada poblacion es la media de los valores obtenidos para cada locus en dicha

poblacién y se calcul6 usando la siguiente formula:

nL
1
j=1

Doénde: h; es la heterocigosidad por locus y L es el nimero 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
poblacion, para reducir el riesgo de sesgo estadistico.

NUmero de alelos efectivos
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Dénde: p? es la frecuencia en el alelo i-ésimo en un locus y hl = Y-p? es la
heterocigosidad en un locus.

Indice de Shannon

A
SH= =) 1, logw",)
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

Doénde: k es el nimero total de alelos, pjj la frecuencia alélica del i-ésimo alelo dentro

de la accesion j.

Coeficientes de divergencia genética

En el estudio de la diversidad del maiz se usaron caracteres fenotipicos y genotipicos,
los cuales se analizaron con técnicas multivariables de componentes principales y del

analisis de conglomerados (Rohlf, 2012; Team, 2015).

Los valores fenotipicos estandarizados de los quince caracteres se utilizaron para
calcular un coeficiente de distancia fenotipica, obtenido por el complemento del
coeficiente de correlacion de Pearson entre pares de poblaciones (d;; =1 —r), para

obtener la matriz de distancias fenotipicas (Rohlf, 2012).

A partir de los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) se estimaron las frecuencias
alélicas presentes en cada una de las poblaciones de maiz. Posteriormente, las
frecuencias alélicas se utilizaron para computar la matriz de distancia genética de Rogers
modificada (Wright, 1978), la cual se determind mediante el software BIOR, a partir de la

siguiente férmula:
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sz=12’;l=1(plax — play)?
Mny = oL

Donde: plax= es la frecuencia estimada del alelo a, dentro del locus I, en el genotipo x;
L= el namero de loci; nl= el numero de alelo dentro del locus; play= es la frecuencia

estimada del alelo a, dentro del locus 1, en el genotipo y (Pacheco et al., 2016).

Con las matrices de distancias fenotipicas y genéticas se realizé un analisis grafico y de
correlacion a través del procedimiento de comparacion de matrices MXCOMP de
NTSYS-pc (Rohlf, 2012).

Ordenamiento de poblaciones nativas de maiz

Se realizé la transformacién de las matrices de distancias fenotipicas y genéticas en
forma de producto escalar para obtener sus valores propios y vectores caracteristicos
dando como resultado un andlisis de coordenadas principales, o componentes
principales, con el software NTSYS-pc (Rohlf, 2012). En cada caso, se usaron los dos
primeros componentes principales (CP1 y CP2) para representar las poblaciones en un

analisis de dispersion gréafica.

Relacién entre poblaciones de maiz

Para resumir las relaciones entre todas las poblaciones examinadas, a partir de la matriz
de distancias fenotipicas se realizd un andlisis de conglomerados jerarquico, donde se
obtuvo un dendrograma, implementando el algoritmo hclust del paquete estadistico R

(http://cran.r-project.org) (Team, 2015), a través del método de grupo de pares no

ponderados utilizando promedios aritméticos (UPGMA). Con la matriz de distancias
genéticas se realizé un analisis de conglomerados usando el método de Ward (Ward,

1963). Este analisis fue realizado con el software BIO-R (Pacheco et al., 2016).


http://cran.r-project.org/
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis exploratorio de marcadores SNP

Se identificaron 73,834 marcadores codominantes, polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP), que fueron sometidos a un proceso de filtrado de calidad. Primeramente, fueron
eliminados los marcadores monomorficos, y se utilizaron la tasa de llamada de los SNPs
y la Reproducibilidad o Consenso entre los datos generados para una muestra y su
réplica técnica. De los datos obtenidos, se seleccionaron 53,471 como marcadores

polimorficos (Figura 5).
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Figura 5. Distribucidon de marcadores SNPs en las poblaciones de maiz. (a) Reproducibilidad de los
SNPs; (b) Tasa de llamada de los SNPs.
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Se encontr6 un promedio de reproducibilidad del 97.50 %, y alrededor del 91% (48,837)
de los marcadores SNP mostraron valores superiores o igual a 95% de reproducibilidad

(Figura 5a). La tasa de llamada exhibi6é un promedio de 82.84% (Figura 5b).

La reproducibilidad y tasa de llamadas fueron también los criterios usados por Yan et al.
(2009) al evaluar el valor de los marcadores en un estudio donde caracterizaron un panel
de diversidad de 154 lineas endogamicas de maiz. Estos autores reportaron una tasa de
Ilamadas del 92 % y una reproducibilidad del 98%. Asi mismo al analizar un total de
2,815 accesiones de maiz con marcadores SNP distribuidos por todo el genoma,
mediante genotipado por secuenciacién (GBS), la cobertura promedio (Tasa de Ilamadas
SNP) reportados por Romay et al. (2013) fue del 35% por muestra, con valores que van
del 2 al 75%. El porcentaje significativamente mayor encontrado en el presente estudio,
se debe a la tasa de nombres o de valores (1/0) de los individuos detectados y la cantidad
de datos que coinciden entre una muestra y su réplica. Por lo tanto, los resultados
indicaron que la matriz de genotipado DArT generé un nimero mayor de marcadores
polimorficos para estudios de diversidad de poblacion, estos datos sugieren la solidez de
la puntuacion suficiente para evaluar con precision las relaciones genéticas (Wenzl et
al., 2004; Sansaloni et al., 2010).

La reproducibilidad y tasa de Ilamadas son dos pardmetros de calidad para evaluar a los
marcadores moleculares para estudios genémicos posteriores. Sansaloni et al. (2010)
utilizaron criterios de umbral de reproducibilidad >97% y una tasa de Ilamadas >80%
para la seleccion de marcadores polimdrficos. La tasa de llamadas obtenida en el
presente estudio (Figura 5b) se encuentra dentro de los parametros mencionado
anteriormente. Lo anterior indica que los marcadores evaluados en este trabajo son

considerados polimérficos.

La distribucion de los marcadores SNP obtenidos mediante DArTseq de acuerdo con los

valores para el contenido de informacion polimorfica (PIC) se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Distribucion de frecuencia de los contenidos de informacién de polimorfismo (PIC) de los
marcadores SNP.

Los marcadores SNPs mostraron una amplitud en los valores de PIC entre 0.10 y 0.50
(Figura 6). Los grupos con rango entre 0.40-0.45 y 0.45-0.50 agruparon el 62 % de los
marcadores identificados, el resto de las clases presentaron valores entre 4 y 8 %,
mientras que el grupo de 0.10-0.15 y 0.15-0.20 Unicamente exhibieron el 8 % del total
de los marcadores, lo que indica el valor relativo de cada marcador con respecto a la
cantidad de polimorfismo exhibido (Wu et al., 2016).

El valor promedio de PIC encontrado fue de 0.3 (Figura 6), esto fue ligeramente superior
a un estudio previo por Wu et al. (2014) quienes reportaron valores de promedio de PIC
de 0.29 en 41,819 marcadores polimdrficos, al caracterizar 367 lineas endogamicas de
maiz, utilizando polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). Mientras tanto, Zhang et
al. (2016), reportaron un valor de PIC mayor a 0.35. Esto se deduce que los marcadores
identificados en el estudio son polimérficos, confiables y al igual informativos que los

SNPs reportados en las publicaciones mencionadas.

El valor del PIC, indica que tan informativo puede ser un marcador. En este trabajo el
valor de PIC se mantuvo por encima de 0.5. Botstein et al. (1980) establecieron rangos
para los valores de PIC con base en las frecuencias alélicas que se presentan en cada

locus como altamente informativos (PIC > 0.5), razonablemente informativos (PIC < 0.5
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pero > 0.25) y ligeramente informativos (PIC < 0.25). Por lo tanto, los marcadores
obtenidos en este trabajo son considerados como razonablemente informativos.

Indices de diversidad genética

Los resultados del anélisis de diversidad genética de las 76 poblaciones, representada
por los indices de diversidad, heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad observada
(Ho), nimero de alelos efectivos (Ae), indice de Shannon (SH) y nimero de alelos raros

(R;) se presentan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. indices de diversidad genética de las 76 poblaciones de maiz secuenciados.

Genotipo He Ho Ae SH R;

48CN * 0.445 ** 0,507 ** 1803 ** 0.920 ** 185.003 **
138CN 0.445 ** 0,505 ** 1801 ** 0.919 ** 182.659 **
143CN 0.445 ** 0502 ** 1801 ** 0.919 ** 181.557 **
52CN 0.445 ** 0502 ** 1801 ** 0.919 ** 183.328 **
50CN 0.445 ** 0497 ** 1801 ** 0.919 ** 181.786 **
141CN 0.444 ** 0516 ** 1.800 ** 0.918 ** 182.625 **
156CN 0.443 ** 0,521 ** 1796 ** 0.917 ** 182.696 **
47CN 0.443 ** 0485 ** 1.795 **  0.916 ** 181.871 **
45CN 0.443 ** 0496 ** 1795 **  0.916 ** 181.972 **
46CN 0.442 ** 0495 ** 1794 **  (0.915 ** 181.593 **
49CNXTN 0.442 ** 0506 ** 1794 **  0.915 ** 179.945 **
44EC 0.442 ** 0.489 ** 1794 ** (0.915 ** 180.849 **
139CN 0.442 ** 0499 ** 1793 ** 0.915 ** 180.281 **
54CN 0.442 ** 0508 ** 1792 **  0.914 ** 178.996 **
136CN 0.441 ** 0502 ** 1790 ** 0.914 ** 180.197 **
53CN 0.441 ** 0504 ** 1790 ** 0.913 ** 178.127 **
137CN 0.441 ** 0492 ** 1789 ** 0.913 ** 177.941 **
140CN 0.441 ** 0497 *> 1789 **  0.913 ** 178.346 **
51CN 0.441 ** 0492 ** 1788 ** 0.913 ** 179.299 **
88CN 0.439 ** 0488 ** 1.784 ** 0.911 ** 175.784 **
57CN 0.438 ** 0524 ** 1778 ** 0.908 ** 173.168 **
158CN 0.437 ** 0518 ** 1775 ** 0.907 ** 172.053 **
67CN 0.436 ** 0484 ** 1773 ** 0.906 ** 172.082 **
142CN 0.436 ** 0496 ** 1.772 **  0.905 ** 171.516 **
58CN 0.436 ** 0524 ** 1772 ** 0.905 ** 172.855 **
61CN 0.435 ** 0503 ** 1770 ** 0.904 ** 169.265 **
56CN 0.435 ** 0519 ** 1769 ** 0.903 ** 171.775 **
55CN 0.435 ** 0504 ** 1769 ** 0.903 ** 171.067 **

151EO 0435 ** 0498 ** 1.768 ** 0.903 ** 170.054 **



60CN
71CN
64CNxR
63CN
72CNXTN
153EO
135EC
159CN
91EC
62R
155RXTN
66R
154TN
65TN
134C
157RxC
152C
73R
145TN
90R
146R
68RXTN
105R
77TN
104TN
109TN
147C
103R
76TN
70RXCN
108TN
69R
7T4RXTN
1060xR
148R
75Rx0O
86R
144R
78TN
87T
150TNxC
107RXTN
149CxR

0.434
0.433
0.430
0.430
0.430
0.430

**

**

**

**

**

**

0.428 *
0.427 *
0.427 *

0.422
0.420
0.420
0.420
0.419
0.418
0.417
0.417
0.417
0.415
0.415
0.415
0.415
0.415
0.414
0.414
0.414
0.413
0.413
0.413
0.413
0.413
0.412
0.412
0.412
0.412
0.412
0.411
0.411
0.411
0.411
0.411
0.410
0.410

0.496
0.476
0.524
0.519
0.499
0.485
0.482
0.481
0.496
0.499
0.469
0.467
0.473
0.476
0.472
0.469
0.468
0.452
0.449
0.475
0.457
0.451
0.451
0.472
0.474
0.460
0.457
0.480
0.409
0.464
0.455
0.423
0.410
0.437
0.406
0.415
0.427
0.421
0.420
0.419
0.449
0.434
0.418

**

**

**

**

**

**

**

**

**

1.766
1.764
1.756
1.756
1.754
1.754
1.749
1.745
1.745
1.729
1.725
1.725
1.723
1.722
1.717
1.716
1.715
1.714
1.711
1.710
1.710
1.710
1.709
1.708
1.707
1.705
1.705
1.705
1.704
1.704
1.703
1.702
1.701
1.700
1.700
1.700
1.699
1.699
1.698
1.698
1.697
1.696
1.696

**

**

**

**

**

**

0.902
0.901
0.897
0.897
0.897
0.896
0.894
0.892
0.892
0.884
0.882
0.882
0.881
0.880
0.878
0.877
0.876
0.876
0.874
0.874
0.874
0.874
0.874
0.873
0.873
0.872
0.871
0.871
0.871
0.871
0.870
0.870
0.869
0.869
0.869
0.869
0.868
0.868
0.868
0.867
0.867
0.866
0.866

**

**

**

**

**

**

170.059
167.047
167.028
167.865
166.222
167.047
163.593
163.850
163.969
158.296
154.872
157.287
155.021
155.267
154.015
153.253
151.473
152.242
156.351
153.207
151.277
152.101
150.636
155.333
150.354
150.016
151.039
152.139
149.619
154.392
149.656
148.624
149.343
152.561
148.970
149.136
149.699
149.413
148.112
149.360
149.995
150.935
148.054

**

**

**

**

**

**
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79R 0.409 0.415 1.693 0.865 148.334
59TN 0.409 0.447 1.692 0.865 155.500
85R 0.409 0.422 1.692 0.865 147.207
133R 0.408 0.420 1.689 0.863 146.509
Media 0.426 0.474 1.743 0.890 163.355
Maximo 0.445 0.524 1.803 0.920 185.003
Minimo 0.408 0.406 1.689 0.863 146.509
EE 0.001 0.004 0.005 0.002 1.479

* kk

,**= Poblaciones con mayor diversidad genética con base p+EE y p+2EE, respectivamente; © Las letras
indican la identificacion de cada raza y algunas combinaciones entre ellas: C= Celaya, O= Olotillo, CN=
Conico Nortefio, R= Raton, EC= Elotes Conicos, EO= Elotes Occidentales, T= Tuxpefio y TN= Tuxpefio
Nortefio y los digitos, el nimero asignado a la colecta; He= Heterocigosidad esperada; Ho=
Heterocigosidad observada; Ae= Ndmero de alelos efectivos; SH= indice de Shannon; Rj= Ndmero de
alelos raros; EE= Error estandar de la media.

De acuerdo con Nei (1987) la heterocigosidad esperada (He), es la probabilidad de que
un individuo sea heterocigoto para un loci. La amplitud de He encontrada entre el total
de poblaciones analizadas oscil6 entre 0.408 y 0.445, con un valor medio de 0.426
(Cuadro 5). Se puede dilucidar del Cuadro 5, la relacion entre los indices de diversidad,
y que, en conjunto, indican que, de la muestra analizada, los maices procedentes del area
de transicion y altura (Conico Nortefio y Elotes Conicos) muestran mayor diversidad
genética que los maices adaptados a areas intermedias a bajas (Raton, Tuxpefio Nortefio)
(Cuadro 1).

Lo anterior difiere ligeramente con un estudio previo por Vega-Alvarez et al. (2017),
quienes reportaron un promedio de He=0.49, usando 31 loci de microsatélites, al estimar
la diversidad genética de 107 poblaciones perteneciente a nueve razas nativas de maiz
del noroeste de México. Estos autores confirmaron que razas de maiz del noroeste de
México albergan una amplia diversidad genética tanto entre como dentro de sus

poblaciones.

En el estudio de poblaciones de Valles Altos de México con base en microsatélites,
Rocandio-Rodriguez et al. (2014) reportan un valor medio de He=0.710, valor superior a
los encontrados en el presente estudio (0.408 — 0.445), lo cual puede deberse a la

diferencia en la técnica utilizada y en la cantidad de polimorfismos encontrados.
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Al caracterizar genéticamente 367 accesiones de maiz, en su mayoria pertenecientes la
region templada, y utilizando genotipado SNP de alto rendimiento, Wu et al. (2014)
reportaron un valor de He=0.364, el cual fue ligeramente inferior con lo que se reporta
en el presente estudio, indicando que los valores de He variaron a través de diferentes
regiones genéticas incluso en el mismo cromosoma. Los mismos autores mencionan que
los resultados obtenidos implicaron que diferentes regiones genéticas habian sufrido

diferentes presiones de seleccion durante los procesos de reproduccion.

Las poblaciones de Olotillo, Celaya, Raton, Tuxpefio y Tuxpefio Nortefio, procedentes
de areas de adaptacion intermedias, presentaron una diversidad genética inferior,
comparada con los materiales de Transicion-Altura (Cuadro 5). En un estudio donde se
incluyen estos complejos raciales, al evaluar la variacion gendmica de 46 poblaciones
locales de maices nativos de México usando marcadores SNP, Arteaga et al. (2015),
reportan una amplitud de He=0.234 a 0.318 (media 0.311). Sanchez et al. (2000)
mencionan que valores bajos de He en accesiones de maices que son de uso especial, y
se utilizan para palomitas de maiz, maiz dulce, pozole, pinole o tamales. Estos mismos
autores reportan un valor promedio de He=0.212 e indican que valores bajos de
diversidad estan presentes en las poblaciones de maiz que estudiaron y que dichos
valores son muy similares a los que se encuentran en cultivos de especies con altos

niveles de endogamia.

Los bajos valores de heterocigosidad esperada (He) encontrados en este presente
estudio, en comparacion con lo reportado por Matsuoka et al. (2002) y Rocandio-
Rodriguez et al. (2014) al analizar la diversidad genética de maiz, valorados por SSR,
encontraron en promedio una He= 0.73 y 0.71. Aranguren-Méndez et al. (2005),
mencionan que la maxima heterocigosidad esperada para cada polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP) es de solamente el 50%, siendo por lo tanto menos informativos que
los microsatélites (SSR), las cuales generalmente presentan mdultiples alelos y sus
valores de heterocigosis superan el 70%, lo que significa que esta diferencia de
resultados encontrados, posiblemente se deba a la técnica y el tipo de marcador

utilizado.
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Coeficientes de divergencia genética

En este estudio se analiza la utilidad de los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP)
en la clasificacion de poblaciones de maiz como estrategia para estudiar las relaciones

genéticas a partir de una muestra de individuos.

La estimacion de divergencia genética obtenida con 15 caracteres fenotipicos
(coeficiente de distancia fenotipica) y la estimacion de divergencia genética a partir de
las frecuencias alélicas de 53,471 SNPs (distancia genética) se compararon con base en

el coeficiente de correlacion entre ambas matrices (Figura 7).
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Figura 7. Dispersion grafica de los valores de distancia genética y fenotipica de los pares posibles entre
76 poblaciones de maiz.

Con excepcién de cuatro puntos fuera del patrén general, la Figura 7 muestra una

asociacion positiva, que, de acuerdo con el analisis de correlacion se obtuvo un valor de
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r=0.42**, El analisis de los datos morfolégicos a través de 15 caracteres cuantitativos de
la mazorca y de grano se usaron para describir la diversidad genética del maiz en la

region del sureste de Coahuila, México (Rincén-Sanchez y Ruiz-Torres, 2018).

Las correlaciones significativas indican que estos dos conjuntos independientes de datos
reflejan en gran medida el mismo patrén de diversidad genética y validan el uso de estos
datos para calcular las diferentes estadisticas de diversidad para accesiones de maiz en la
region de estudio. Beyene et al. (2005) encontraron correlacion significativa entre la
matriz de distancias morfoldgicas con las matrices de distancias utilizando marcadores
moleculares SSR y AFLP con valores de r=0.43** y r=0.39**, respectivamente; en tanto
que la correlacion entre las matrices de distancias SSR y AFLPs fue de r=0.67**. Sin
embargo, Ristic et al. (2013) encontraron correlaciones bajas y no significativas entre

marcadores moleculares y caracteres morfoldgicos.

Los bajos coeficientes de correlacion entre los datos fenotipicos y genéticos, aun cuando
son los mismos genotipos, son explicados, ya que son valores diferentes obtenidos a
diferente nivel. Por un lado, los datos fenotipicos explican la expresion de cada genotipo
expuesto a las fluctuaciones ambientales y su interaccion, representado en la mayoria de
los casos por pocos caracteres. En lado opuesto, los datos genéticos provienen de
muestras de ADN, y por lo tanto, explican solo la contribucion genética,
independientemente de los factores ambientales. En el presente estudio, los datos
fenotipicos representados por 15 caracteres cuantitativos de la mazorca y grano se

comparan con 53, 471 polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP).

Ordenamiento de poblaciones nativas

Las relaciones entre las poblaciones en estudio se analizan con base en el Analisis de
Componentes Principales (ACP), obtenido a partir de las matrices de distancias
fenotipicas y geneticas. El diagrama de dispersion de las 76 poblaciones de maiz con

base en los datos morfoldgicos se presenta en la Figura 8.
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Figura 8. Dispersion grafica de 76 poblaciones de maiz nativo con base en los dos primeros
componentes principales (CP1 y CP2), obtenidos de datos morfoldgicos. En las poblaciones se indica el
nimero de entrada; las letras, la identificacién de cada raza: C: Celaya; CN: Conico Nortefio; EC:

Elotes Cénicos; EO: Elotes Occidentales; O: Olotillo; R: Ratdn; T: Tuxpefio; TN: Tuxpefio Nortefio.

Se puede identificar en la Figura 8 dos grandes grupos: el primero formado por
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poblaciones de maiz adaptadas a las areas de transicion y a los valles altos (A),

representado por las razas Conico Nortefio y Elotes Conicos (Cuadro 1), identificado
como Complejo mazorca cénica; el segundo, localizado en el lado opuesto en el primer
componente (CP1), constituido por poblaciones procedentes de areas intermedias de las
razas Ratdon y Tuxpefio Nortefio (Cuadro 1), identificado como Complejo mazorca

cilindrica (B). Adicionalmente se identifican poblaciones que de acuerdo con los

caracteres morfologicos pueden representar factores de interaccion entre los dos grupos.

Estos resultados indican que, los caracteres de la mazorca y grano incluidos en el estudio

diferencian a las poblaciones por su adaptacion a areas intermedias y de transicion y

altura como lo sefialan Rincdn-Sanchez y Ruiz Torres (2018).
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Las distinciones entre poblaciones de maiz dentro de estos dos complejos en la region de
estudio, demuestra la utilidad de los caracteres de mazorca para describir la diversidad

del maiz como lo sefiala Goodman y Paterniani (1969).

La dispersion grafica de las poblaciones de maiz con base en los datos genéticos se

presenta en la Figura 9.
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Figura 9. Dispersion grafica de 76 poblaciones de maiz nativo con base en los dos primeros
componentes principales (CP1 y CP2), obtenidos de datos genéticos. En las poblaciones se indica el
nimero de entrada; las letras, la identificacion de cada raza: C: Celaya; CN: Cénico Nortefio; EC:
Elotes Conicos; EO: Elotes Occidentales; O: Olotillo; R: Raton; T: Tuxpefio; TN: Tuxpefio Nortefio.

Los resultados basados en SNP distinguieron dos grupos bien definidos: el primero
identificado como Complejo mazorca conica, compuesta por poblaciones procedentes de
areas de Transicion-Altura de la raza Cénico Nortefio y Elotes Conicos; el segundo
distribuido en el extremo superior izquierdo de la Figura 9, constituido por poblaciones

de las razas Raton y Tuxpefio Nortefio, identificados como Complejo mazorca
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Cilindrica, con base a la altitud de procedencia, este complejo se encuentra distribuido
en zonas Bajas-Intermedias del sureste de Coahuila, México (Cuadro 1).

Por la dispersion de cada uno de los grupos, se puede detectar que en funcion del area de
altitud existe la agrupacion de cada poblacién evaluada. Los maices, Cénico Nortefio y
Elotes Conicos son poblaciones que se adaptan muy bien a tierras altas, altitudes
superiores a 1700 msnm, mientras que las razas Ratdn y Tuxpefio Nortefio se encuentran
a altitudes de 84 a 1300 msnm (Ruiz et al., 2008). Los resultados indican que, para
ambos grupos, tanto para el Complejo mazorca conica como para el de mazorca
cilindrica existe una alta variacion y heterogeneidad debido a la diversidad genética y
consecuente diversidad racial, y a la variacion en las condiciones ambientales de su
procedencia (Cuadro 1), tal como ha sido reportado en el estudio de los maices nativos

distribuidos en el estado de Coahuila (Rincon et al., 2010).

Las poblaciones clasificadas como Ratdon y Tuxpefio Nortefio, estan distribuidas a lo
largo del grupo B en ausencia de un patron que las diferencie (Figura 9), lo cual
contrasta con las relaciones encontradas en estudios de la diversidad usando caracteres
morfoldgicos (Rincon et al., 2010; Rincon-Sanchez y Ruiz-Torres, 2018). En un estudio
realizado por Wen et al. (2012), al caracterizar genéticamente mediante 1,433
marcadores SNP, 321 accesiones de la raza Tuxpefio junto con otras variedades locales,
concluyeron que la agrupacion se debe a una diversidad de genes y heterocigosidad
relativamente alta, ademas de las ubicaciones geograficas donde se recolectaron las

accesiones de Tuxpefio que muestran un amplio rango climatico.

Es importante sefialar que, dentro de la agrupacién Complejo mazorca conica (Figura 9),
se incluye a las poblaciones 151EO y 153EO clasificadas como Elotes Occidentales,
agrupadas entre los 1001 y 1800 m (Cuadro 1). Elotes Occidentales es una subraza de
Harinoso de ocho, tipo de mazorca cilindrica, de ocho hileras, de tipo de grano harinoso
y de acuerdo con Wellhausen et al. (1951), Harinoso de Ocho ha dado lugar
directamente a la Tabloncillo e indirectamente a Jala, Bolita, Celaya y Conico Nortefio.
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Los Elotes Occidentales se distribuyen en elevaciones de 1200 a 1600 msnm, se usan
para maices eloteros y por consiguiente representan el complejo del maiz harinoso.
Aunque las variedades eloteras que se encuentran al norte y al este de la Altiplanicie de
Jalisco a elevaciones mayores, muestran una fuerte influencia genética del Cdnico
(Wellhausen et al., 1951). Lo anterior puede ser una posible explicacién, debido a que
los Elotes Occidentales comparten en su genoma alelos presentes en la raza Conico
Nortefio, los cuales son identificados por polimorfismos de un solo nucle6tido en el

presente estudio.

Las poblaciones de las razas Elotes Conicos y Conico se ubicaron en torno al origen; tal
convergencia es congruente con lo propuesto por Wellhausen et al. (1951), en el sentido

a que Elotes Conicos corresponde a una subraza de Conico.

Aunque la mayoria de las poblaciones se ubicaron dentro de los dos grupos principales
(Cénica y Cilindrica), pocos de ellos se encuentran afuera (Figura 9), esto puede deberse
a una combinacion genética que posiblemente resulté de un alto grado de interaccién
entre los dos complejos raciales y causado por el intercambio de semillas entre
agricultores dentro y entre comunidades en la regién, que también esto genera una gran
variacion (Rincon et al., 2010; Aguirre et al., 2011). Rice et al. (1998), mencionan que
debido a que los agricultores realizan una seleccion direccional hay una divergencia de
flujo genético extenso (intercambio de semillas y dispersion de polen natural), por lo que
la adaptacion local es contrastante a diferentes condiciones ambientales.

Los resultados de la Figura 9 concuerdan en parte con el estudio realizado por Wu et al.
(2016), que al utilizar 362,008 SNP para caracterizar la diversidad genética de 539 lineas
endogamicas de maiz, se agruparon por separado basado a su area de adaptacion (tierras
altas, altitud media, tierras bajas). En el presente estudio se utilizaron 53,471 SNP para
diferenciar dos grandes grupos, constituidos por poblaciones con adaptacion a areas
especificas (Areas de Transicion-Altura y areas Bajas-Intermedias), indicando la
divergencia genética entre ambos. Esto resalta la importancia de la seleccion de
marcadores SNP optimos para el analisis de diversidad genética, independientemente de
la plataforma de genotipado que se use. La evaluacién y la seleccion de marcadores

informativos mediante parametros de calidad, ayudarian a una mejor separacion del
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germoplasma del maiz, por lo tanto, la generacién de datos informativos, es un requisito

previo fundamental (Chen et al., 2016).

Por el contrario, en la mayoria de los sistemas basados en secuenciacion donde el
namero de marcador es en gran medida de hasta decenas a cientos de miles de
marcadores, los niveles més altos de datos faltantes pueden dar lugar a una
interpretacion errénea, por lo que en la sub-seleccion de los miles de marcadores
generados, es necesario contar solamente con marcadores con una representacion alta y

repetible a través de muestras.

Los grupos raciales y sus combinaciones genéticas incluidos en el presente estudio
tienden a ocupar un area ecoldgica especifica de acuerdo con su zona de adaptacion y
condiciones ambientales y que mediante ello, pueden explicar los patrones de la
diversidad identificados, tal como lo mencionan Brush y Perales (2007). De ahi la
importancia de la informacién ecogeografica donde se hacen las colectas para sugerir
otros sitios, en los cuales dicho germoplasma o germoplasma derivado de razas nativas
se pueda adaptar cuando se piensa usar en programas de mejoramiento genético
(Sénchez y Ruiz, 1995).
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Relacion entre poblaciones nativas

Los resultados de la relacion entre las poblaciones nativas, con base en los coeficientes

de distancia obtenidos con los caracteres morfologicos se presenta en la Figura 10.

Distancia
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
[ ] ] ] ] ] ]
CNXTN_4
CN_ 5
e ——
CN 14
R |
TN d I-A
N
N’
EC 24 "
- 1 I
CN74
CN 4
CN_67
GNT58 Gru po I
CNxQT 4
o Tt Complejo mazorca
CN_54 o
CN_4 conica
R T4
R.7 1
R; m'm I J
“CNT142 d I-B
CN_158 .
R_66 r
CN_T43
CN. —
CN_T:
e ——y I_
CN_
EN!
CN

Grupo 11

Complejo mazorca
| cilindrica

11-B

|

m
2007

P

2
99750

Figura 10. Dendrograma jerarquico de las relaciones entre 76 poblaciones de maiz del sureste de
Coahuila, México mediante caracteres morfol6gicos. Las letras indican la identificaciéon de cada raza:
C= Celaya, O= Olotillo; CN= Coénico Nortefio, R= Ratén, EC= Elotes Conicos, EO= Elotes
Occidentales, T= Tuxpefio y TN= Tuxpefio Nortefio y los digitos el nimero de colecta.

A una distancia de 1.05, en el dendrograma se distinguen dos grandes grupos. En la
parte superior de la Figura (Grupo I) se ubicaron las poblaciones consideradas del
Complejo mazorca conica (Transicion-Altura), y en la parte inferior (Grupo II) las
poblaciones del Complejo mazorca cilindrica (Bajas-Intermedias), en congruencia con el

ordenamiento obtenido por el Analisis de Componentes Principales (Figura 8).
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La diversidad que se encontrd en este analisis se manifiesta en cuatro Subgrupos, a partir
de una distancia de 0.81, aproximadamente. La subdivision del Grupo | en dos
subgrupos: el Subgrupo I-A que aglomeré en su totalidad a las poblaciones clasificadas
como Cobnicos Nortefios a excepcion del 59 TN. El Subgrupo I-B congregd a diez
poblaciones de Cdnico Nortefio, cuatro de Raton y una de Tuxpefio Nortefio. En el
Grupo Il se distinguen dos Subgrupos: el Subgrupo 1I-A, formado la mayor parte por
poblaciones de Raton, y el Subgrupo I1-B compuesto mayormente por poblaciones de la
raza Tuxpefio Nortefio y Raton. De manera general, el ordenamiento y relaciones entre
las poblaciones se explica por los 15 caracteres de la mazorca (Rincon-Sanchez y Ruiz-
Torres, 2018), sin embargo, la presencia de combinaciones raciales adicionales a la
frecuencia que caracteriza al subgrupo I1-A y II-B, indica que estos caracteres pueden
estar limitando para explicar con mayor precision la diversidad del maiz en las
poblaciones en estudio. Perales et al. (2005) mencionan que usando caracteristicas
morfoldgicas que estan bajo la seleccién de agricultores, se ha demostrado que las
poblaciones de maiz se mantienen a distintas escalas regionales mucho mas pequefias, lo
que sugiere que hay una tendencia a que las poblaciones de maiz en una regién estan

estructurado fenoldgicamente y morfoldégicamente de acuerdo con su adaptacion local.

En el anélisis previo de la diversidad de los maices incluidos en este estudio mediante
caracteres morfologicos, mismas que han sido analizadas en este estudio por (Rincon-
Sanchez y Ruiz-Torres, 2018), mencionan que a una distancia de 1.05 el andlisis de
conglomerados revel6 dos grupos principales, el Grupo 1 representado por 37
poblaciones (Complejo de tipo mazorca cénica), y el segundo, constituido por 40
poblaciones, (Complejo de mazorca cilindrica). Sin embargo, los mismos autores
también sefialan que algunas poblaciones no concordaban con las clasificaciones de
razas asignadas tales como: 149EC, 155CN, 48EC, 12CN, 163R y 36R, las cuales no
pudieron separarse claramente, lo que demuestra las limitaciones de estos resultados en

la evaluacion de la variabilidad genética.

Esta relacion entre poblaciones puede ser explicada por el nimero de caracteres

utilizados, lo que repercute en la constitucién de los subgrupos de la Figura 10.
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El andlisis de conglomerados basado en el método de Ward (Ward, 1963), utilizando la
distancia genética de Rogers modificada (Wright, 1978) se presenta en la Figura 11.

El agrupamiento de las poblaciones en la Figura 11 es una extension y correspondencia
del andlisis de componentes principales (Figura 9), en donde, las poblaciones se definen
en grupos de una manera mas precisa, lo cual incluye la forma de mazorca, que
caracteriza a los maices por su adaptacion especifica y delimitacion geografica
altitudinal (Wellhausen et al., 1951; Ruiz et al., 2008).

En el dendograma se logra identificar dos grupos bien definidos: el Grupo I, identificado
como el Complejo mazorca cénica (razas adaptadas a areas Transicion-Altura), y el
Grupo Il con poblaciones consideradas del Complejo mazorca cilindrica (razas

adaptadas a areas Bajas-Intermedias), tal y como se presenta en la Figura 11.

Dentro del Grupo I, se integr6 principalmente por poblaciones del Complejo mazorca
coénica de amplia variacion, Cénico Nortefio y dos poblaciones de Elotes Cdnicos
(135EC y 91EC). La presencia de las colectas clasificadas como Elotes Cdnicos en este
grupo, demuestra la estrecha relacion de estos maices con la raza Conico; que, de
acuerdo con Wellhausen et al. (1951), Elotes Conicos es una subraza de la raza Cénico,

y esta es el antecesor de la raza Cénico Nortefio.
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Figura 11. Dendrograma jerdrquico de las relaciones entre 76 poblaciones de maiz del sureste de
Coahuila, México mediante marcadores SNP. Las letras indican la identificacion de cada raza: C=
Celaya, O= Olotillo; CN= Conico Nortefio, R= Raton, EC= Elotes Cénicos, EO= Elotes Occidentales,

T= Tuxpefio y TN= Tuxpefio Nortefio y los digitos el nimero de colecta.
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El andlisis de conglomerados también permitio hacer una distincion dentro del Complejo
mazorca cilindrica (Grupo I1), el cual se constituy6 principalmente por poblaciones de
las razas Raton, Olotillo, Celaya, Tuxpefio y Tuxpefio Nortefio. En general, esta
agrupacion de maices nativos esta de acuerdo con las clasificaciones de las poblaciones

de maiz recolectadas en esta region de Coahuila (Cuadro 1).

De igual manera, en la Figura 11 se puede identificar cuatro subgrupos. La divisién del
Complejo mazorca conica (Grupo 1), se pueden distinguir dos subgrupos: el Subgrupo I-
A, incluyé a 17 poblaciones de Cénico Nortefio y una poblacion de Elotes Conicos. El
Subgrupo I-B formado por 16 poblaciones de Conico Nortefio, dos de Elotes Conicos y
Elotes Occidentales. En el Grupo Il del Complejo mazorca cilindrica, se distinguen dos
subgrupos: el Subgrupo II-A, integrado por 25 poblaciones, la mayor parte por
poblaciones de Ratdn y Tuxpefio Nortefio, tres de Celaya y uno de Olotillo, el Subgrupo
I1-B compuesto por 13 poblaciones principalmente de la raza Ratdn y Tuxpefio Nortefio.

En este estudio, la similitud o divergencia genética entre las poblaciones evaluadas,
obtenida por polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), logré separar claramente los
maices adaptados a areas de Transicion-Altura de aquellos con adaptacion a areas Bajas-
Intermedias (Cuadro 1), lo cual coincide con la investigacion realizada por Reif et al.
(2006), quienes caracterizaron molecularmente 25 razas pertenecientes a 11 estados de
México. Estos autores sefialan que, una distribucién de la diversidad genética presenta
un patron de aislamiento por distancia; esto es, poblaciones méas cercanas genéticamente

y geograficamente se parecen mas entre si.

En el estudio de Rincon-Sanchez y Ruiz-Torres (2018), donde se incluyen las
poblaciones analizadas en el presente estudio, con base en caracteres morfolégicos de
mazorca, se reporta de manera general la separacion en dos grandes grupos, tipificados
como Complejo mazorca conica y cilindrica. El uso de marcadores moleculares como
los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), utilizados en el presente estudio,
permitieron agrupar las poblaciones de una manera mas precisa, por lo que concluye que
los datos moleculares serian mas precisos en la discriminacion de accesiones
estrechamente relacionadas y mas eficientes el analisis de sus relaciones genéticas. Por

lo tanto, los marcadores SNPs constituyen una técnica con alto poder de discriminacion
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de poblaciones a nivel de ADN y de utilidad en estudios de diversidad genética
(Melchinger et al., 1991). Cabe recalcar que tanto los marcadores morfolégicos como
los genéticos son necesarios y complementarios para la conservacion y el desarrollo
efectivo de los recursos genéticos, con el fin de obtener resultados integrales en la

evaluacion de la diversidad genética (Ristic et al., 2013).

Las diferencias en la clasificacion de poblaciones mediante los datos con marcadores
moleculares y estudios previos con datos morfoldgicos, se debe a que las muestras a
nivel de secuencia de ADN, definen un agrupamiento a nivel genético, en tanto que los
marcadores morfolégicos, definen una relacion a nivel del fenotipo, en donde el

genotipo es afectado por factores ambientales (Govindaraj et al., 2015).
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CONCLUSIONES

La tecnologia DArTseq basada en polimorfismos de nucledtido unico (SNP) fue
eficiente para entender las relaciones genéticas entre poblaciones de las razas nativas del
sureste de Coahuila, en comparacion con el uso de caracteres cuantitativos de la mazorca

y grano en maiz.

Los valores de heterocigosidad esperada (He) como indicador de la diversidad genética,
fue de utilidad para determinar que las poblaciones adaptadas al area de transicion y

altura son mas diversas en relacién con las poblaciones adaptadas a areas intermedias.

Se encontr6 una relacion positiva (r=0.42**) entre las distancias fenotipicas y las
distancias genéticas, indicando congruencia en la clasificacién de poblaciones de maiz.
Validando trabajos previos que utilizaron Gnicamente datos morfoldgicos para realizar la
clasificacion en grandes grupos de las poblaciones evaluadas aqui, y que estan ligados a

las areas de adaptacion.

El anlisis con métodos multivariables a partir de SNP, permiti6 corroborar la diversidad
del maiz en el sureste de Coahuila, México, representada por dos grupos: Complejo
mazorca cénica constituido por las razas Conico Nortefio y Elotes Cénicos (Transicion-
Altura) y el Complejo mazorca cilindrica por las razas Ratén y Tuxpefio Nortefio (Bajas-

Intermedias).
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ANEXO

Cuadro 6. Solucion amortiguadora con CTAB para extraccion.*

Sol. Conc. (Final) 50 ml 200 ml 500 ml
dH,0 32.5 ml 130.0 ml 325.0 ml
IM TrisPh 7.5 100 mM 5.0 ml 20.0 ml 50.0 ml
5M NacCl 700 mM 7.0 ml 28.0 ml 70.0 ml
0.5M EDTA Ph 8.0 50 mM 5.0 ml 20.0 ml 50.0 ml
CTAB? 1% 0.5 gr 2.0 gr 5.0 gr

BME? 140 mM 0.5 ml 2.0 ml 5.0 ml

! Solucién recién hecha; calentar a 60-65°C antes de agregar CTAB y BME.

2CTAB = bromuro mixto de alquiltrimetil-amonio (Sigma M-7635).

% Agregar BME (B-mercaptoetanol) bajo una campana extractora, justo antes de usarse. ml=Mililitro;
dh20= Agua destilada; Ph= Potencial de hidrogeno; Tris= Tris (hidroximetil) aminometano; EDTA=
Tetracetato de etilendiamina.

Cuadro 7. Lavado 1: 76% de EtOH, 0.2 M NaOAc.

Unidad 100 ml 200 ml 300 ml 400 ml 500 ml
EtOH absoluto 76 ml 152 ml 228 ml 304 ml 380 ml
2.5 M NaOAc 8mi 16 ml 24 ml 32 ml 40 mi
dH,0 16 ml 32 ml 48 ml 64 ml 80 ml

ml= Mililitro; EtOH= Alcohol absoluto; NaOAc= Acetato de sodio; dh,O= Agua destilada.

Cuadro 8. Lavado 2: 76% EtOH, 10 mM NH40Ac.

Unidad 100 ml 200 ml 300 ml 400 ml 500 ml
EtOH absoluto 76 ml 152 ml 228 ml 304 ml 380 ml
1 M NH;OAc 1ml 2 ml 3ml 4 mil 5ml

dH,0 23 ml 46 ml 69 ml 92 ml 115 ml

ml= Mililitro; EtOH= Alcohol absoluto; NH4OAc= Acetato de amonio; dh,O= Agua destilada.

Cuadro 9. Cloroformo: Octanol, 24:1.

Unidad 100 ml 200 ml 300 ml 400 ml 500 ml
Cloroformo 96 ml 192 ml 288 ml 384 ml 480 ml
Octanol 4 mil 8 ml 12 ml 16 ml 20 ml

ml= Mililitro.
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Cuadro 10. Preparacion de gel de agarosa (0.8 %) para muestras de ADN.

NuUmero de placas - 1 2 3 4 5 6 7 8
Numero de geles - 12 112 1 1 11/2 112 2 2
TAE (ml) 100 150 150 300 300 450 450 600 600
Agarosa 08 12 12 24 24 36 36 48 48
Bromuro (ul) 08 75 75 15 15 225 225 30 30

TAE-= tris-acetato EDTA (amortiguador); ml= Mililitro; pl= Microlitro.

Cuadro 11. Preparacion de gel de agarosa (01.2 %) para productos de PCR.

Numero de placas - 1 2 3 4 5 6 7 8
Numero de geles - 12 12 1 1 11/2 112 2 2
TAE (ml) 100 150 150 300 300 450 450 600 600
Agarosa 12 18 18 36 36 54 54 72 472
Bromuro (ul) 08 75 75 15 15 225 225 30 30

TAE-= tris-acetato EDTA (amortiguador); ml= Mililitro; pl= Microlitro.



