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RESUMEN

Caracterizacién Agromorfologica y Genotipica de Poblaciones de Maiz
Chapalote

Los maices nativos han sido el sustento de miles de familias rurales en México por
siglos. Chapalote es una de las razas locales mas representativas del norte de México,
la cual se distribuye principalmente en zonas bajas del noroeste de México, en los
estados de Sinaloa y Sonora. A pesar de su valor como base alimenticia y cultural de
toda esta regién, Chapalote es una variedad poco estudiada, por lo que la evaluacién
de su diversidad genética es necesaria, ya que en ella se podrian encontrar
alternativas alélicas que nos conducirian al desarrollo de estrategias de
caracterizacion, conservacion, y uso del germoplasma en el mejoramiento genético,
dado su potencial como fuente de caracteristicas nuevas, exoticas y favorables. En
este estudio se caracterizaron 18 poblaciones registradas en el Banco de
Germoplasma del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT)
como pertenecientes a la raza Chapalote. En los resultados pudimos observar que 12
de las 18 poblaciones analizadas cumplian estrictamente con las caracteristicas
agromorfoldgicas propias de esta raza de maiz nativo. Otra observacion que nos deja
el estudio realizado es que la raza Chapalote se presenta como una de las razas mas
resistentes y con mayor porcentaje de adaptabilidad para su germinacion, lo que lo
vuelve una raza interesante para proyectos de premejoramiento, puesto que en ella
podemos explorar caracteristicas de importancia agronémica que nos ayudarian a
generar germoplasma con mayor adaptabilidad, lo que posibilitaria un aumento en su
utilizacion y con ello conservar el acervo genético disponible y necesario en los maices

del Estado de Sinaloa.

Palabras claves: Maices nativos, Chapalote, caracterizacion, diversidad genética.
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Abstract

Agromorphological and Genotypic Characterization of the Chapalote Maize
Populations

Native maize has been the livelihood of thousands of rural families in Mexico for
centuries. Chapalote is one of the most representative local breeds of northern Mexico,
which is distributed mainly in lowland areas of northwestern Mexico, in the states of
Sinaloa and Sonora. Despite its value as a food and cultural base for this entire region,
Chapalote is a little studied variety, so the evaluation of its genetic diversity is
necessary, since allelic alternatives could be found in it that would lead us to the
development of strategies of characterization, conservation, and use of germplasm in
genetic improvement, given its potential as a source of new, exotic and favorable
characteristics. In this study, 18 populations registered in the Germplasm Bank of the
International Maize and Wheat Improvement Center (CIMMYT) were characterized as
belonging to the Chapalote breed. In the results we were able to observe that 12 of the
18 analyzed populations strictly complied with the agromorphological characteristics of
this native maize race. Another observation that the study carried out leaves us is that
the Chapalote breed is presented as one of the most resistant breeds and with the
highest percentage of adaptability for its germination, which makes it an interesting
breed for pre-breeding projects, since in it we can explore characteristics of agronomic
importance that would help us to generate germplasm with greater adaptability, which
would allow an increase in its use and thus conserve the available and necessary gene

pool in the maize of the State of Sinaloa.

Keywords: Native maize, Chapalote, characterization, genetic diversity.



INTRODUCCION

Hace aproximadamente 10,000 afios, en algun lugar de Mesoamérica, los indigenas
colectaron a los ancestros del maiz sin conocer el impacto que este grano tendria en
el futuro de la humanidad. El cultivo del maiz, y otras plantas originarias de América
gradualmente transformaron al hombre de némada en sedentario. Los primeros
agricultores seleccionaron y manipularon al maiz, y a través de varios siglos lo
transformaron en una amplia gama de poblaciones autdctonas. Inmediatamente el
maiz se posicion6 como el cultivo més importante y el centro del desarrollo de las

culturas mesoamericanas (Preciado Ortiz, 2011).

México es considerado el centro de origen de la diversidad del maiz, dicha variabilidad
esta presente en las milpas de los agricultores en todas las regiones productoras. Este
cultivo se siembra desde el nivel del mar hasta los 2700 m de altitud; de los casi 14,
hasta los 32° latitud norte, de 87° hasta los 117° longitud oeste del meridiano de
Greenwich; en las zonas éaridas, y hasta casi 3000 milimetros de precipitacién anuales
en el suroeste, con temperaturas medias que van de los 13 a 15° durante el ciclo de
cultivo en valles altos, y a 27° en promedio en el tropico; con poca luminosidad y alta
humedad relativa en la sierra Tarasca o altas temperaturas de verano (25° a 32°) y

muy baja humedad relativa en el norte (Luna, 1993).

Durante cientos de afios los pueblos autéctonos de México han desarrollado una
relacion cultural intima con la naturaleza, como se puede comprobar en las diversas
manifestaciones pluriétnicas del pais, en donde el maiz ha sido parte fundamental en
esta convivencia. La mayoria de las comunidades de nuestro pais tienen una relacion
directa con la diversidad del maiz caso especifico de la milpa (cultivos mixtos de
variedades locales), resultado de afios de seleccidon y en muchos casos de franca

domesticacion. (Bye Boettler, 2009).

El cultivo de maiz se popularizo tanto que desde la época de los aztecas se reconocen
muchos tipos de maiz con diferentes aplicaciones, los cuales varian en tamafio de

grano, textura, pigmentacion o color y aplicacion culinaria. (Preciado Ortiz, 2011).



La diversidad genética del maiz a través de un proceso evolutivo continuo, que
involucra la seleccidon consiente e inconsciente del hombre, como del ambiente y el
flujo genético, ha permitido la adaptacion del maiz a todos los sistemas de produccion
que se realizan en las diversas condiciones ambientales. Ademas, esta variabilidad
constituye una riqueza biolégica muy importante para las generaciones actuales y
futuras del mundo y puede ser la base para lograr la seguridad alimentaria de México
(Preciado Ortiz, 2011).

La domesticacion del maiz dio lugar a un grupo de razas ancestrales que
eventualmente se diversificaron y se adaptaron a una amplia gama de condiciones
climaticas y geograficas. Si bien los biélogos no siempre coinciden en el nimero total
de variedades locales o nativas existentes actualmente en México, hay al menos 59
de ellas que pueden distinguirse clara y consistentemente en base a caracteristicas

bioquimicas y morfoldgicas (Ortega, 2011).

Los maices nativos son poblaciones heterogéneas, que presentan un alto numero de
combinaciones alélicas, y por ello se presentan como una valiosa fuente natural de
diversidad genética y representan un banco insustituible de recursos genéticos
(Ortega, 2011). La amplia variacion genética de estas variedades ha sido aprovechada
en contados programas de mejoramiento genético, permitiendo obtener germoplasma

mejorado y adaptado a numerosos ambientes (Esquivel, 2011).

Sin embargo, debido al gran nimero de poblaciones nativas existentes, estas no se
han evaluado en su totalidad, y por consiguiente se desconoce la relacion genética
que pueda existir entre ellas (Vigouroux Y, 2002). El incremento de la base genética
del maiz es una meta importante en los programas de mejoramiento genético, proceso
en los que el uso de germoplasma nativo podria tener gran potencial (Radovi¢, 2000).
La evaluacion del germoplasma nativo es necesaria para conocer y determinar su valor
agronomico, ademas de permitir la formacion de grupos con poblaciones
morfolégicamente similares, lo que facilita mantener y eventualmente mejorar

caracteristicas de interés agrondmico (Vielle-Calzada, 2009).



Il. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del maiz.

Con base en evidencias arqueoldgicas y el estudio de fosiles, se ha comprobado que
el maiz es originario del continente americano, especificamente de México, restos
arqueo botanicos de maiz han sido descubiertos en cuevas del Valle de Tehuacéan,
con una antigliedad entre 4500 a 7000 afios; en la cueva de Guila Naquitz en los valles
centrales de Oaxaca con una antigiedad de 6200 afios aproximadamente (Hugh,
2000). En la Ciudad de México en excavaciones a 80 m de profundidad hallaron fosiles
de polen de maiz de unos 80,000 afios. Ademas, en la Cueva del Murciélago, Estado
de Nuevo México, se encontraron fésiles de mazorcas pequefas de unos 5,600 afios;

considerandose gue esta es la edad del cultivo del maiz (Galinat, 1995).

El nombre del maiz proviene de las Antillas, pero en México, los nahuas lo
denominaron centli (a la mazorca) y tlaolli (al grano). Este cultivo, taxonémicamente
pertenece al reino Plantae, subclase monocotiledonea, a la familia de las gramineas

(Poacea), género Zea y especie mays, Tal como se describe en la imagen (figura 1).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales

Famiha: Poaceae
Género: Zea

Especie:  Zea mays

Nombre binomial

Zea mays
L.

Figura 1: Taxonomia del maiz.
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2.2 Importancia del maiz en México

En México, centro de origen, domesticacion y diversificacion del maiz (Zea mays L.),
existen aproximadamente 59 razas de acuerdo con la clasificacion mas reciente
basada en caracteristicas agromorfolégicas e isoenzimaticas (Sanchez-Goodman,
2000), que representan un significativo porcentaje de las 220 a 300 razas de maiz
existentes en el continente americano (Kato, 2009). Esta diversidad también es
producto de milenarias practicas agricolas vinculadas al conocimiento tradicional de
los pueblos indigenas de México, principales herederos, custodios y mejoradores del
germoplasma nativo (Mera-Ovando, 2009), (Turrent-Fernandez, 2012), (Toledo-
Manzur, 2008). Inclusive, el mejoramiento genético del maiz es una actividad que en

México probablemente se remonta a mas de 10 mil afios (Miranda-Colin, 2000).

Desde el punto de vista alimentario, politico, econémico y social, el maiz es el cultivo
mas importante del pais (SIAP., 2012). Basta con decir que el consumo per cépita de
maiz en México es aproximadamente 10 veces mayor que el de Estados Unidos de
América (Serna-Saldivar, 2008).Este cereal cubre poco mas de la tercera parte de la
superficie agricola sembrada, basta decir, que, en 2017, fueron sembradas
8,148,008.60 ha, con maiz (forrajero, grano, palomero y semilla) y a pesar de que se
cosecharon 27,762,480.90 toneladas, existe un déficit promedio de 10 millones de
toneladas de maiz para cubrir el requerimiento nacional (SIAP, 2019). De la superficie
total sembrada con maiz, la mayor es de temporal o secano (SIAP., 2012), a cargo
fundamentalmente de mas de 2 millones de productores a pequefia escala, quienes lo
siembran sobre todo para autoconsumo (Mera-Ovando, 2009).

Més de la mitad de la produccion nacional de maiz proviene de este sistema (Turrent-
Fernandez, 2012), el cual también es conocido como de subsistencia porque
contribuye significativamente a la seguridad alimentaria de los estratos rurales mas
pobres (Turrent-Fernandez, 2012). Es aqui en donde los maices nativos se
seleccionan, producen, conservan, diversifican y domestican de acuerdo con las

necesidades de las poblaciones locales (Turrent, 2010 ), (Turrent-Fernandez, 2012).
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2.3 El Ancestro comun de las razas de maiz y su variacion genética

El maiz fue domesticado a partir del teocintle (figura 2), hace casi 9000 afios en México
(Doebley, 1990), (Kato, 2009). La domesticacion redujo la diversidad de la especie, en
relacion con el teocintle (Vigouroux, 2008). La variacion en poblaciones de maiz
domesticado ha sido reducida o reestructurada por fenémenos de deriva genética y
seleccion, tanto la natural como la artificial. Como resultado, en la actualidad se
encuentra un gran numero de poblaciones nativas adaptadas a condiciones
ambientales especificas y adecuadas a una amplia diversidad de usos (Warburton,
2008). Los criterios predominantes para definir e identificar razas del complejo genético
de Zea mays L. se basan en los mencionados atributos morfolégicos, agronémicos y
de distribucion geografica. En algunas ocasiones estos presentan inconsistencias de

la auténtica identidad genética de las poblaciones (Ortega-Guerrero, 2013).

Teosinte

Figura 2. Comparacion entre la planta de Teocintle y Maiz actual.

Las poblaciones nativas han sido la base para el desarrollo de las variedades
modernas de polinizacion libre y de hibridos en todo el mundo, aunque las poblaciones
nativas que no han sido usadas como fuente para mejorar germoplasma de maiz
podrian contener alelos utiles aun sin explotar. Las colecciones de germoplasma
juegan un papel importante en el mejoramiento genético; deben ser caracterizadas
para su manejo y aprovechamiento eficiente como fuente de diversidad genética, para
enfrentar los riesgos debidos a nuevos parasitos, insectos y estrés ambiental (Reif,

2004), (Smith, 2007), como temperatura alta o estrés hidrico.
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El incremento en la tasa de erosion de las poblaciones nativas hace que la coleccion
del germoplasma en peligro de extincion sea extremadamente urgente, especialmente
en los centros de origen y areas de diversidad (Damania, 2008). Los recursos
genéticos nativos deben ser colectados para su conservacion, caracterizacion y
aprovechamiento en diversos usos actuales y futuros, para mantener una amplia base
de genes para utilizarlos en el mejoramiento genético y prevenir pérdidas permanentes

de la diversidad restante y la extincion de parientes silvestres (Castro-Nava, 2011).

2. 4 Clasificacion racial del maiz

El término raza se ha utilizado en el maiz y en las plantas cultivadas para agrupar
individuos o0 poblaciones que comparten caracteristicas en comun, de orden
morfologico, ecoldgico, genético y de historia de cultivo, que permiten diferenciarlas
como grupo (Cutler-Anderson, 1942). Con este criterio fue que las diversas colectas
de maiz realizadas en diferentes partes del mundo fueron clasificadas como razas,
Wellhausen (1951) cita en 11 documentos que describen las razas presentes en los
distintos paises de Latinoamérica, el autor comenta que para esa época ya se habian

descrito alrededor de 300 razas de maiz aproximadamente.

Historicamente el maiz ha desempefiado un papel primordial en el desarrollo de la
humanidad. Su importancia en los albores de la civilizacion Mesoamericana fue mas
alla de su alimentacion ya que formé parte fundamental en las practicas religiosas, de
literatura y ensefianzas. La supervivencia del maiz hasta nuestros dias se debe a la
curiosidad, inteligencia e iniciativa de los pueblos antiguos mexicanos. Algunos
estudios consideran que existen por lo menos 59 razas de maices mexicanos, (estas
pueden ser observadas en la Figura 3) (Sanchez-Goodman, 2000) en las que hay

distintas variedades.

En el noroeste de México y concretamente en la region de la sierra de los estados de
Sonora y Sinaloa, aun persisten las diez razas de maiz identificadas a mediados de la
década de los cuarenta (Wellhausen, 1951), como Blando de Sonora, Chapalote,

Dulcillo del Noroeste, Harinoso de ocho, Onaverio, Reventador, Tabloncillo, Tabloncillo

13



Perla, Tuxpefio y Vandefio. Tanto las primeras exploraciones como las actuales,

muestran que las dos razas con mayor distribucion son: Tabloncillo y Reventador.

\%.é I

Bolita  Colaya Chalquefio Chapalote Checchi  Chulpi  Chuspilla Comiteco Concebidefio Conejo cNme Cénico

Cénico Cristalino de Coscomatepec 2% Duice Duldllo del Flotes Cénicos  Hotes ~ Gordo  Huancavelicano Huayleno  Kulli  Mixteco Motozinteco Mushitode  Naltel Negrito  Olotillo  Olotén
nortefio  Chihuahua Cristalino Noreste Ocddentales Michoadin

bobkalle

Palomero de  Palomero o
Chibshis  Toluquenio  Pepitila  Pisinkalla Piscorunto  Ratén  Reventador  ¢.oremmo Seranode  Tablfla
Jalisco  de Ocho Tablondllo

|

Tablondillo Tulmuru Twmor Vandefio  Z2mornO lote. Zapalote
Perla

Amarillo  Chico  Grande

Figura 3. Algunas razas de maiz reportadas en México (fotografia tomada en el banco de

germoplasma de CIMMYT)

La caracterizacion de las colecciones de germoplasma es un paso fundamental dentro
del manejo de colecciones, dado que permiten, conocer, depurar u organizar los
materiales y sobre todo identificar genotipos valiosos para ser usados directamente o
utilizarlos en programas de mejoramiento genético. Las plantas cultivadas con
importancia econémica tienen sus patrones de identificacion y caracterizacion; para
llegar a estos protocolos se han realizado estudios basicos de las caracteristicas para
conocer la variabilidad de los rasgos cualitativos o cuantitativos que han resultado ser

mas utiles para la descripcion (CIMMYT, 1991).

2.5 Caracteristicas de las poblaciones del grupo racial Chapalote

Los maices del grupo Chapalote incluye las razas Chapalote, Dulcillo del Noroeste,
Elotero de Sinaloa y Reventador (Figura 4), cuyo cultivo se ha reportado
predominantemente en elevaciones de 100 a 500 m en la planicie costera del Pacifico
de Nayarit a Sonora y en el pie de monte y escarpa de la Sierra Madre Occidental,

14



donde se han obtenido muestras hasta cerca de los 2,000 m de altitud. Todas las razas
de este grupo tienen mazorcas alargadas con forma de puro y granos con textura que
va desde la cristalina, harinosa, hasta dulce (textura rugosa por el alto contenido de
sacarosa) (CONABIO, 2020), (Wellhausen, 1951). Chapalote, Reventador y Dulcillo

del Noroeste (Figura 4) han sido reportadas en baja frecuencia.

Elotero de Sinaloa ha sido reportada en frecuencias altas en las muestras colectadas
recientemente, desde el noroeste, hasta la costa de Michoacan y en el estado de
Guerrero (CONABIO, 2010). Las razas de este grupo, ademas de los usos comunes,
resaltan por sus usos especiales: Chapalote para palomitas, pinole y ponteduro;
Reventador para palomitas; Elotero de Sinaloa como su nombre lo indica, por su tipo
de grano azul, semi-harinoso y dulce, para elotes; y Dulcillo del Noroeste para pinole,
elotes y esquites (Hernandez 1985), (Sanchez, 1989), (Wellhausen, 1951). Se
considera que Chapalote y Reventador, mediante la intervencién de teocintle, dieron
lugar a otras razas o introgresaron caracteristicas propias (mazorcas elipticas,
coloraciones de grano) a razas similares en el noroeste de México (Wellhausen, 1951).
Actualmente no se conocen reportes en donde se indique que estas razas coincidan
con poblaciones de teocintle, aunque por su area de distribucién es probable que las
razas Reventador y Elotero de Sinaloa, que tienen mayor presencia hacia el occidente,
sean simpatricas con algunas especies de teocintle en esta region (Wellhausen, 1951).
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Figura 4: Imagen de mazorcas de los maices pertenecientes al grupo de los Chapalotes.

Las razas pertenecientes a este grupo se adaptan a los ambientes con el mayor déficit

de humedad, lo cual sefiala que el maiz se logra desarrollar bajo problemas de sequia
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por lo anterior, todas las razas de este grupo podrian aportar genes de resistencia o

tolerancia a la sequia (Linhart-Grant, 1996).

2.5.1 Caracteristicas de la raza Chapalote

La raza de maiz Chapalote, se cree que se origind en México a partir del maiz tunicado,
reliquia encontrada en estudios arqueolégicos en Nuevo México, y en una raza
primitiva de maiz reventador que se encuentra en la region de Sinaloa y Sonora, en el

norte de México (Ortega-Guerrero, 2013).

Es considerada como una de las razas mas antiguas de México. Se caracteriza por
sus mazorcas débilmente tunicadas en forma de puro, con granos pequefios, redondos
lisos, cristalinos de caracter reventador, y predominantemente de color café, pero que
puede transformarse en rosado o rojo en el cruzamiento con otras razas (Wellhausen,
1951). Tiene el indice de gluma/grano mas alto que cualquier otra raza en México. Las
plantas de esta raza de maiz son cortas de aproximadamente 1.6 m. de altura. Su ciclo
de cultivo es precoz y presenta abundante ahijamiento. Sus tallos son delgados con

hojas angostas y largas.

Se distribuye principalmente de zonas bajas del noroeste de México, en los estados
de Sinaloa y Sonora, aunque puede adaptarse a una gran amplitud de altitudes, pues
también produce mazorcas a altitudes de 2,200 m, pero prospera mejor en altitudes
bajas (Wellhausen, 1951). Se ha informado de colectas escasas de muestras en los
municipios de Alamos, Moctezuma y Huasabas en Sonora. Se ha reportado su cultivo
y uso en comunidades de los municipios de Choix y El Fuerte en el estado de Sinaloa
(Ortega-Coutifio, 2008)

Entre las ventajas de los maices pertenecientes a esta raza, destacan las siguientes:
mejor manejo del riesgo agricola, adaptacion a las condiciones climaticas locales,
estabilidad a la variabilidad climatica, costos mas bajos de los insumos necesarios para
su produccién, y muy importante, aptitud para la elaboracion de preparaciones
culinarias tradicionales (CONABIO, 2010).
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La raza Chapalote es muy apreciada para su uso como pinole, ponteduro (bolitas de
maiz tostado y esponjado adheridos con jarabe), atole, palomitas, esquites y coricos
(galletas de maiz), (Wellhausen, 1951), (Ortega-Coutifio, 2008).

2.6 Importancia de la diversidad genética del maiz

La investigacibn en mejoramiento genético tiene como base la disponibilidad de
recursos genéticos como principal insumo, en virtud de que los maices nativos
representan un gran reservorio de genes, que pueden ser utilizados, eventualmente,
para hacer frente a las diferentes situaciones que plantea el ambiente o las demandas
del mercado, siempre cambiantes. Un aspecto fundamental de la biodiversidad en el

sector agropecuario es la variacion genética de las poblaciones y las especies.

Actualmente los agricultores son los principales guardianes de la biodiversidad
agricola en el mundo, estan completamente involucrados en las formas de crear,
sostener e impulsar la evolucion y adaptacion de una gran variedad de especies
vegetales y animales (Jarvis, 2008); en este sentido, los estudios que permitan colectar
los maices nativos, caracterizar las poblaciones fenotipica y genéticamente, mejorar
las poblaciones con la participacion de las comunidades, ayudar al mantenimiento de
la diversidad presente y determinar la calidad nutricional, entre otras acciones, son
fundamentales no sé6lo para ampliar el conocimiento e incrementar el bienestar, sino
también para conservar el reservorio de genes presentes en los maices nativos que

se cultivan y considerarlas para posibles programas de mejoramiento genético.

2. 6.1 Caracterizacién de la diversidad del maiz

Existen varias estrategias para llevar a cabo la caracterizacion de germoplasma; por
un lado, los protocolos tradicionales de caracterizacion mediante variables de tipo
morfolégico, que necesariamente se enfrentan a los problemas referentes a la
influencia del ambiente sobre la expresion de dichos caracteres, y es un hecho que al
llegar a este punto, los investigadores afrontan la disyuntiva de establecer en un mismo

ambiente materiales de diferentes procedencias o de comparar datos de diferentes
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ambientes tratando de ajustar al maximo los diversos ambientes de evaluacion para
subconjuntos de grupos germoplasmicos; a pesar de sus desventajas, en el caso del
maiz esta estrategia ha demostrado ser util, pues ha servido para definir, en primera
instancia, la estructura racial de las poblaciones de diferentes paises, o regiones, en

el caso de México, América Central y América del Sur (Wellhausen, 1951).

Durante las ultimas dos décadas se ha presentado una revolucion en la forma en que
se analizan los seres vivos y su diversidad; se han generado y convertido en rutina
meétodos para caracterizar genéticamente a los individuos, poblaciones y especies; de
la misma manera, se ha generado una gran cantidad de informacion y conocimientos
nuevos sobre la evolucion y relaciones de parentesco entre los organismos. Estos
nuevos meétodos permiten, entre otras cosas, cuantificar de manera puntual la
diversidad genética, trazar el movimiento de individuos, medir el grado de endogamia,
identificar individuos a partir de cualquier tejido, caracterizar nuevas especies y

poblaciones, y reconstruir patrones histéricos de dispersion (Mazzinelli-Valoti, 2009).

Estas aplicaciones resultan de gran interés para afrontar cuestiones practicas como
determinar poblaciones en riesgo por alto grado de endogamia, el nivel de cruzamiento
entre cultivos genéticamente modificados y parientes silvestres o el nivel de
parentesco o diferenciacion entre dos o mas poblaciones (Freeland, 2005). A pesar de
las ventajas que implica el uso de marcadores moleculares, hay un consenso entre los
fitomejoradores sobre su uso como complemento a la informacion fenotipica; es decir,
la caracterizacion agromorfolégica debe seguir considerandose para fines de
tipificacién integral de las razas de maiz.

Comunmente cada grupo de maiz se diferencia de otro en precocidad, color de grano
y usos. Adicionalmente, una variedad del grupo se siembra en un sitio particular del
nicho o microrregion y en un periodo especifico, que depende de la humedad del suelo,
la temperatura, la altitud o del inicio de las lluvias; el estrato o nivel ambiental es cada
sitio del nicho, con un régimen higrotérmico especifico (Gil Lépez, 2004). La diversidad

de maiz se encuentra principalmente en donde imperan condiciones de temporal o
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secano y sistemas campesinos de produccion (Herrera-Ortega, 2004) y los agricultores
generalmente disponen de mas de una variedad nativa adaptada a su ambiente
(Aceves, 2002)

2. 7 Métodos Moleculares para la identificacion de germoplasmas

Los métodos moleculares mediante la obtencion y utilizacion de los marcadores
moleculares pueden revelar detalladamente la identidad y variabilidad de individuos y
poblaciones mediante las huellas genética, por lo que su aplicacién en la identificacion

y caracterizacion de razas confiere ventajas.

Marcadores moleculares son definidos como cualquier fenotipo molecular oriundo de
un gen expreso, o cualquier segmento de ADN (Acido Desoxirribonucleico)
identificado, pudiendo ser o no expreso. Incluyen desde las aloenzimas e isoenzimas
(frecuentemente referidos como marcadores bioquimicos), hasta las técnicas que
estiman la variacion directamente en el ADN (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Los
marcadores moleculares reflejan diferencias hereditarias (polimorfismos) en
secuencias de ADN homologas entre individuos. Estas diferencias pueden ser debido
al polimorfismo de un nucleétido simple (SNPs), insercion o delecion (INDELs), o un
rearreglo (translocacién o inversiones). Los métodos de deteccién de polimorfismos
envuelven la utilizacion de: (1) endonucleasas de restriccion, (2) hibridacién de acidos
nucleicos, (3) amplificacion de secuencias de ADN via PCR (Polymerase Chain

Reaction) o (4) secuenciacion.

2.7.1 Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccién (RFLP)

Los RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) permiten estudiar el
genoma con una mayor cobertura al incluir secuencias codificadoras y no codificadoras
del ADN (exones e intrones). Esto permite detectar con mayor eficiencia cambios
geneéticos puntuales, comparado con las proteinas (Wang et al., 1992). Las principales
ventajas de los RFLPs radican en la presencia de un namero ilimitado de ellos, no son

afectados por el medio ambiente y pueden ser evaluados en cualquier etapa de
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desarrollo de la planta. La técnica esta basada en la digestion del ADN total de un
individuo con diferentes enzimas de restriccion. Esta restriccion produce cantidades
equimolares de fragmentos para una molécula de ADN dada. Los fragmentos
resultantes son separados por electroforesis en geles de agarosa y transferidos por
capilaridad a una membrana de nylon (Southern Blot). Esta membrana es hibridada
con una sonda (radioactiva 0 no). El producto de la hibridacion es visualizado por
medio de una autoradiografia de rayos-X, de acuerdo con el peso molecular de la
banda. Basicamente, los RFLPs son causados por re-arreglos del ADN, tales como
pérdidas, inserciones o sustituciones de secuencias o0 nucleétidos Unicos, lo que
significa la ganancia o pérdida de sitios de restriccion. Esto es detectado a través de
diferencias en el peso molecular de los fragmentos homdélogos de restriccion del ADN
gendmico al hibridar con la sonda seleccionada.

Los RFLPs se heredan en forma Mendeliana simple, y si la sonda empleada
representa una copia Unica, ella es considerada como un locus y las variaciones en
patrones son analizados como alelos (bialélicos o multialélicos) (Doebley-Wendel,
1989). La expresion de estos marcadores es codominante, vale decir, todas las formas
alélicas del gen son distinguibles, permitiendo detectar los hibridos y estudiar el flujo
de genes entre poblaciones. El nivel de polimorfismo que esta técnica puede detectar
depende en gran medida de la naturaleza de las sondas empleadas, enzimas de
restriccion utilizadas y de la complejidad en cuanto al tamafio del genoma de la especie

en estudio.

Dentro de las principales desventajas de los RFLP estan la clonacion de las sondas,
deteccién de RFLP en las membranas y el uso de radioactividad; tareas consideradas
laboriosas, lentas y caras. A pesar de esto, el desarrollo de la técnica no radioactiva

ha simplificado esta metodologia (Foolad, Arulsekar, & Becerra, 1995).
2.7.2 Amplificacién Aleatoria de ADN Polimérfico (RAPDs)

Esta técnica amplifica simultaneamente fragmentos de ADN con un iniciador de
secuencia arbitraria simple en una Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR -

Polymerase Chain Reaction). Los polimorfismos RAPDs (Random Amplified
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Polymorphic DNA) son producidos por rearreglos o INDELS en o entre oligonucleoétidos
inhibidores ligados a sitios especificos y conocidos del genoma (Welsh & McClelland
1990). Los productos de la amplificacién son separados en geles de agarosa mediante
electroforesis y las bandas visualizadas, de diferente peso molecular, representan
diferentes loci. En algunas especies, la técnica da la opciéon de usar dos o mas
partidores dentro de la misma reaccion para aumentar el nimero de bandas, logrando
una mayor cantidad de informacion por reaccion. Los productos de la reaccion
dependeran del genoma en estudio, de la enzima utilizada para producir los
fragmentos y de las condiciones de la reaccion. Los resultados de RAPD obtenidos en
plantas indican su herencia dominante, su habilidad para detectar regiones de ADN
altamente variables (5-10 loci por partidor), su tremenda potencialidad en el mapeo de
genes, identificacion de razas, estudios de hibridacion inter e intraespecifica y en el
estudio de la variacion genética en poblaciones altamente emparentadas (Williams
Kubelik, 1990).

Las principales ventajas de esta técnica son la rapidez en la obtencion de resultados,

el costo, el uso nulo de radioactividad, menor inversion en equipos y la cantidad
reducida de ADN requerida. Sin embargo, como desventaja aparece la inconsistencia
de los datos. Diferentes condiciones de laboratorios con pequefias alteraciones en los
parametros de amplificacibn pueden dar origen a resultados diferentes. Esta
desventaja se puede reducir logrando un alto grado de estandarizacion de las
condiciones de reaccion y de amplificacion, usando un control interno para asegurar la
reproducibilidad de los productos de la amplificacion, ademas del registro de las
bandas nitidas y consistentes

La técnica del PCR también ha sido ampliamente usada para estudiar diversidad
genética de cultivos y su relacion con sus ancestros silvestres (Demeke-Adams, 1992),
(Vierling, 1992), (Sharma & Knox, 1996).
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2.7.3 Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP)

En esta técnica se combinan los principios de la técnica RFLP y la reaccién de PCR,
donde una muestra de fragmentos producidos por la accion de enzimas de restriccion
del ADN bajo estudio es amplificado selectivamente (Ferreira&Grattapaglia, 1998). El
procedimiento comienza con la digestion del ADN genomico de los individuos con
enzimas de restriccion que identifican 4 y 6 bases de reconocimiento, lo cual genera
fragmentos de tamafo preferentemente pequeio, luego se ligan adaptadores de
secuencia conocida a cada extremo y para el proceso de amplificacion se usan
iniciadores complementarios a estos adaptadores, manteniendo el sitio de restriccion
mAas un cierto numero de nucleétidos (3 generalmente) que deben agregarse al
extremo 3'. Finalmente, el proceso implica dos alternativas de deteccién de las bandas,
la primera es la marcacion radioactiva de los productos amplificados en la Gltima etapa
de amplificacion, su separacién en geles de poliacrilamida, secado del gel y su
visualizacion en auto radiografias. La segunda alternativa usa la tincién directa del gel
con nitrato de plata. Los resultados entre ambas alternativas son comparables, siendo
esta Ultima de menor costo y facil aplicacion. Una de las mayores ventajas de esta
técnica es que en una sola reaccién se puede identificar alrededor de 50 loci en un

tiempo corto (Tohme, Gonzalez, & Beebe, 1996).

Los AFLPs (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), al igual que RAPD, son de
herencia dominante y pueden detectar una variacién considerable del genoma, lo cual
se refleja en el nimero de productos amplificados con una sola combinacion de
iniciadores. La eficiencia en detectar polimorfismo puede ser varias veces mayor que
la obtenida con RAPD y RFLP. (Vos Hogers, y otros, 1995).

Esta metodologia ha sido ampliamente usada en diversas especies para medir
diversidad genética, tales como: lechuga (Lactuca sativa) (Hill et al., 1996) y lenteja
(Lens culinaris) (Sharma & Knox, 1996) entre otras. Anteriormente esta técnica tenia
gran utilizacion en la saturacibn de mapas gendémicos y en la identificacion de

fragmentos ligados a genes de interés comercial (Colwin, y otros, 1995).
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2.7.4 Microsatélites o Repeticiones de Secuencias Simples (SSR)

Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeat) son secuencias de 1 a 6
nucledtidos repetidas en tandem y existen en forma abundante en plantas (Condit &
Hubbell, 1991). Mediante los microsatélites se puede medir la diversidad entre
genotipos amplificando, mediante PCR, la region del ADN gendmico que contiene
estas secuencias repetidas. El uso de microsatélites ha ido aumentando mediante la
produccion de bibliotecas de iniciadores y la secuenciacion automatica fluorescente
qgue permiten el disefio de los cebadores (primers) que rodean los microsatélites. Los
fragmentos generados son separados en geles de poliacrilamida y visualizados

radioactivamente o por tincién con nitrato de plata (Brondani & Tarchini, 1998).

Los SSR son muy atractivos para los genetistas pues combinan varias ventajas como
son su codominancia, multialelismo y su alta heterogeneidad. El alto nivel de
polimorfismo que detecta permite una discriminacion precisa entre individuos
altamente emparentados. Ademas de ser altamente polimorficos, los microsatélites
usan cantidades minimas de ADN, equivalentes a las que se usan en RAPD. Las
condiciones de amplificacion y de reaccidén son especie-especificos y la variacion en
el largo de los productos amplificados mediante PCR es funcion del niamero de
unidades repetidas (Brondani & Tarchini, 1998).

En general, la amplificacion de microsatélites ha demostrado que éstos son mas
variables que isoenzimas, RFLP, AFLP y RAPD. Por ejemplo, en un estudio realizado
en pepino (Cucumis sativus), 29 isoenzimas no mostraron polimorfismo entre dos
genotipos comerciales (Perl-Treves et al., 1985). Dentro del mismo género RAPD
detect6 un 38% de polimorfismo, mientras que los microsatélites detectaron un 71%,
e incluso detectaron diferencias genéticas entre cultivares altamente emparentados
gue mediante otras técnicas no habian podido ser distinguidos. Es asi como se ha
comprobado, en diversas especies, la complementariedad de todas las técnicas
mencionadas anteriormente en el estudio global de la organizacién genética del

germoplasma (Katzir, Danin-Poleg, Tzuri, Karchi, & Lavi, 1996).
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Una de las desventajas de los microsatélites es el tiempo y costo involucrado en el
proceso del disefio de cada cebador, sin embargo, existe la posibilidad de usar los
mismos cebadores en mas de una especie. Esto es debido, a que existe un grado de
conservacion de los microsatélites entre genomas de especies tan distantes como son
algunos mamiferos, plantas anuales y perennes. Esto no es generalizado en todas las
especies, puesto que, al comparar entre cereales de grano pequefio como trigo,
cebada y centeno, se ha detectado una limitada conservacién de las secuencias
microsatélites (Akkaya & Bhagwat, 1992).

2.7.5 Secuenciacién de Nueva Generacion (NGS)

Los métodos de NGS (secuenciacion de préxima generacion) producen lecturas de
menor longitud que el método de Sanger (el promedio varia entre 30pb-250pb
dependiendo de la tecnologia utilizada) esto se debe principalmente a un fenémeno
conocido como desfasamiento, que es provocado porque las reacciones bioquimicas
utilizadas durante la secuenciacion, por lo que nunca tienen un rendimiento del 100%

y algunas moléculas se “atrasan” quedando fuera de sincronia (Gil L6épez, 2004).

Entre mayor sea la longitud del fragmento a secuenciar, existe una mayor probabilidad
de que el desfasamiento ocurra, asi que los fabricantes de secuenciadores NGS
optaron por reducir la longitud de la lectura en lugar de perder calidad de datos. La
disminucion del precio de la secuenciacién como resultado del surgimiento de los NGS
ha permitido que sea factible la produccion de marcadores moleculares de forma
directa en un secuenciador. A esto se le conoce como Genaotipificacion por

Secuenciacion (GBS por sus siglas en inglés).

Aunque el GBS es relativamente sencillo para organismos con genomas pequefios,
conforme crece el tamafo y la complejidad del genoma, como suele ser el caso de las
plantas, es necesario recurrir a un método de reduccién de complejidad para asegurar
que la produccion de marcadores serd homogénea y representativa (Escobedo-
Landin, 2012).
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La técnica de GBS por lo general se basa en el uso de enzimas de restriccion tipo Il
para reducir la complejidad del genoma y de esta forma producir la biblioteca de
fragmentos que sera secuenciada. El uso de este método ofrece muchas ventajas: es
rapido, sencillo, altamente especifico, reproducible, y puede alcanzar regiones del

genoma que no son faciles de estudiar utilizando otros métodos.

Sin embargo, es importante recalcar que el éxito de la reduccion de complejidad
depende en gran medida de la combinacion de enzimas de restriccion que se
seleccionan para cada organismo. Se debe buscar una combinacion que evite producir
muchos marcadores en regiones repetitivas del genoma o zonas de baja expresion.
Para ello, por lo general se selecciona al menos una enzima sensible a la metilacién
ya que las zonas de menor expresion del genoma tienden a estar metiladas (Linhart-
Grant, 1996).

Es recomendable utilizar enzimas que produzcan un overhang (bases nitrogenadas
sin complemento) de mas de una base, ya que facilita el proceso de ligacion de
adaptadores que permitira el analisis en paralelo de muchas muestras en una misma
corrida de secuenciacion. Después de la reduccion de complejidad, se hace una
amplificacion selectiva con la cual se generan mas copias de los fragmentos que
tendran mayor probabilidad de ser secuenciados en el dispositivo NGS. Esto quiere
decir que se eliminan fragmentos de alto peso molecular (>1kb) o de muy bajo peso
molecular, ya que este tipo de moléculas no producen buena calidad de datos al
momento de secuenciar. Una vez producida la biblioteca mediante la reduccion de

complejidad y la amplificacion selectiva, se secuencian los fragmentos resultantes.

Posteriormente se deben de analizar la informacion producida para seleccionar los
marcadores moleculares que tengan una mayor calidad de datos y que permitan
detectar polimorfismos entre las diferentes muestras. Una de las grandes ventajas del
método de GBS es que detecta Polimorfismos de Nucleotido Unico (single nucleotide
polimorphisms, o SNP) inclusive en organismos para los cuales no se tiene un genoma
de referencia. (Petroli, 2013).
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2. 7.6 Plataforma DArTseq

Este método evolucioné a partir de la plataforma de marcadores DArT (Jaccoud et al.,
2001) basada en microarreglos (microarrays), la cual fue combinada con las bondades
proporcionadas por los NGS, permitiendo un mayor alcance al método de
secuenciacion previo (Sansaloni et al, 2011). DArTseq™ es una nueva
implementacion de la secuenciacion de representaciones genémicas producto de la
reduccion de la complejidad construida a partir de la combinacion de enzimas de

restriccion.

Esta plataforma se ha utilizado en estudios del genoma de mas de 175 organismos,
principalmente en plantas cultivadas y especies forestales
(http://www.diversityarrays.com/). Los datos generados son principalmente utilizados
en procesos de mejoramiento genético, conservacion de germoplasma y
caracterizacion genotipica de bancos de germoplasma cuyos objetivos son;
resguardar material con valor agronomico importante y custodiar la diversidad genética
(Carling et al, 2015). Su empleo ha facilitado la produccién de estudios de evaluacion
de diversidad genética en fresa (Sanchez & Sevilla et al., 2015) y sandia (Yang et al.,
2016).

Este método de genotipificacibn de alto rendimiento es capaz de desarrollar
simultdneamente el perfil genébmico de miles de muestras de DNA. Su etapa mas
importante es el uso de enzimas de restriccion para reducir la complejidad del genoma
y de esta forma producir la biblioteca de fragmentos que sera secuenciada (Davey et
al., 2011), estos elementos ofrecen muchas ventajas: rapido, sencillo, altamente
especifico, reproducible y puede alcanzar regiones del genoma que no son faciles de
estudiar utilizando otros métodos. Sin embargo, es importante recalcar que el éxito de
la reduccion de complejidad depende en gran medida de la combinacién de enzimas
de restriccion que se selecciona para cada organismo (Figura 5). Se debe buscar una
combinacion que evite producir muchos marcadores en regiones repetitivas del

genoma o zonas de baja expresion. Para ello, por lo general se selecciona al menos
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una enzima sensible a la metilacion ya que las zonas de menor expresion del genoma

tienden a estar metiladas (Elshire et. al. 2011).

Una vez producida la biblioteca mediante la reduccion de complejidad y la
amplificacion selectiva, se secuencian los fragmentos resultantes. Posteriormente, se
debe analizar la informacion producida para seleccionar los marcadores moleculares
gue tengan una mayor calidad de datos y que permitan detectar polimorfismos entre
las diferentes muestras. La caracterizacion genética se basa en la produccion de
decenas, incluso cientos, de miles de marcadores moleculares. La tecnologia DArTseq
integra in silico-DArT con marcadores codominantes SNPs (SNP, por sus siglas en
inglés). Los primeros son marcadores dominantes conocidos también como PAVs
(Presence/Absence Variation), basados en los principios de los microarreglos DArT
(Jaccoud et. al., 2001), en donde fragmentos de ADN pueden estar o no presentes en
una muestra, dependiendo de la naturaleza del genoma y de la accion de las enzimas
de restriccién sobre el mismo. Los segundos marcadores (SNPs) son marcadores
codominantes y estan determinados basicamente por la lectura, el alineamiento y la
comparacion, de las secuencias de aquellos fragmentos generados en la etapa
anterior (Sherry-Ward, 2001).
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Figura 5: Plataforma de genotipificacion de alto rendimiento DArTseq
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lll. HIPOTESIS

Existe variacion agromorfolégica y genética en las poblaciones clasificadas como

pertenecientes a la raza Chapalote del Banco de Germoplasma de CIMMYT.
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar la variacion agromorfolégica y genotipica de las poblaciones de maiz

Chapalote colectadas en el estado de Sinaloa y Sonora, resguardadas en el Banco de
Germoplasma de CIMMYT.

4. 2 Objetivos especificos

4. 2. 1 Caracterizacién agromorfolégica las poblaciones de Chapalote
obtenidas

Sembrar en los municipios de Culiacadn y Navolato las semillas de las 18
poblaciones proporcionadas por el Banco de Germoplasma de CIMMYT de
Chapalote, mas las poblaciones testigo.

Evaluar el comportamiento de las diferentes variables agromorfologicas de los
individuos sembrados en campo en las dos locaciones utilizadas, realizando los
analisis estadisticos correspondientes en el programa JMP (John's Macintosh

Project).

4.2.2 Caracterizacion genotipica

Extraer ADN a partir de tejido foliar de plantulas de las 18 poblaciones de la
raza Chapalote sembradas en invernadero.

Desarrollar a través del método DArTseq una biblioteca (representacion
genética.

Secuenciar los fragmentos producidos durante la construccion de la biblioteca
utilizando un Secuenciador de Proxima Generacién (Novaseq 6000) de Illlumina.
Extraer datos genotipicos de las 18 poblaciones a partir del empleo del software
DArTsoft 1.4

Filtrar los datos genotipicos para la identificacion de marcadores moleculares
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) de alta calidad. Utilizar los SNPs
descriptos para calcular indices de diversidad genética dentro de las colectas

mediante la utilizacion del programa BIO-R.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Fuente de Germoplasma.

Se estudio un conjunto de 18 accesiones nativas pertenecientes a la Coleccion Nucleo
del Banco de Germoplasma de Maiz del CIMMYT, las cuales estan clasificadas como
pertenecientes a la raza Chapalote, sumando a ellas 7 accesiones testigos las cuales
5 eran pertenecientes a la clasificacion de la raza tuxpefio, esto con el objetivo de

hacer una diferenciacion notoria de las caracteristicas agromorfologicas.

En cuanto a los analisis genéticos, se sumaron 9 testigos de los cuales ya se tenian
datos genotipicos, esto con el objetivo de observar el agrupamiento y diferenciacion

en distanciamiento génico.

De las 18 accesiones de estudio de la raza Chapalote, 13 fueron colectados en México,
especificamente en el Estado de Sinaloa, 3 en el Estado de Sonora y una colectada

en Peru.

De acuerdo con la informacion de los datos de pasaporte proporcionada por el Banco
de Germoplasma, de las 18 accesiones principales en este estudio Unicamente 5 se
podrian considerar raza pura, el resto tiene a Chapalote como raza primaria o

secundaria (Tablal).
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SINA 2 Pob 1 Chapalote Raza pura Chapalote
SINA 6 Pob 2 Ocho carreras Chapalote Ocho carreras
SINA 13 Pob 3 Reventador Reventador Chapalote
SINA 15 Pob 4 Reventador Reventador Chapalote
SINA 22 Pob 5 Reventador negro |Reventador Chapalote
SINA 35 Pob 6 Chapalote Raza pura Chapalote
SINA 62 Pob 7 Chapalote Raza pura Chapalote
SINA 65 Pob 8 Chapalote Raza pura Chapalote
SINA 67 Pob 9 Chapalote Raza pura Chapalote
SINA 77 Pob 10 Chapalote Tuxpefio Chapalote
SINA 83 Pob 11 Pinoler ahumado ch{Chapalote Chapalote
SINA 113 Pob 12 Chapalote Raza pura Chapalote
SINA 114 Pob 13 Chapalote Chapalote Reventador
SINA 139 Pob 14 Reventador Chapalote Reventador
SONO 27 Pob 15 Reventador Reventador Chapalote
SONO 55 Pob 16 Chapalote Chapalote blandito de Sonora
SONO 60 Pob 17 Chapalote Chapalote Mezcla de razas
PERU 427 Pob 18 Amarillo matizado |Chaparrefio Mezcla de razas

Tabla 1: Informacién de pasaporte de las poblaciones de Chapalote del Banco de
Germoplasma del CIMMYT.

5.2 Localizacion del experimento para caracterizacion agromorfolégica.

La caracterizacion agromorfolégica de los materiales de estudio en este proyecto se
llevé a cabo en dos localidades, una en el municipio de Navolato y otra en el municipio
de Culiacan (Figura 6) ambos ubicados en la zona centro del estado de Sinaloa, en
una altitud promedio de 478 metros sobre el nivel del mar (msnm); su clima

predominante es calido subhimedo con lluvias principalmente en verano.

Sinaloa

Sonora

B Chihuahua

V "NaariVlA
gt

A1

Figura 6: Mapa del estado de Sinaloa, resaltando los municipios de Culiacan y Navolato.
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5. 3 Caracterizacion agromorfolégica.

5.3.1 Variables evaluadas.

Las 18 accesiones se evaluaron para un total de 17 variables, las cuales fueron
divididas en 4 categorias; a) variables vegetativas, en la que se incluyeron los
caracteres altura de planta (ALP), altura de mazorca (ALM), nimero de hojas arriba de
la mazorca (NHA) y numero de hojas debajo de la mazorca (NHB); b) variables de
espiga como, longitud de espiga (LOE), y numero de espiguillas (NES); c) variables de
mazorca, tomando en cuenta el numero de hileras de la mazorca (NHM), longitud de
mazorca (LOM), diametro de mazorca (DIM), peso de mazorca (PEM), peso de olote
(PEO) y didmetro de olote (DIO); d) variables de grano, como el grosor de grano
(GRG), ancho de grano (ANG), longitud de grano (LOG) y peso de 100 granos (PEG);

e) variable de productividad, representada por el rendimiento de grano (REG).

5.3.2 Variables vegetativas.

La variable altura de planta (ALP) se tomo a partir del punto en que la planta emerge
y tiene su contacto con superficie del suelo hasta la base de la espiga, se midié con
una regla y el resultado se expresé en centimetros. Para el caso de la altura de
mazorca (ALM), se midi6é a partir del punto inicial de la base de la planta del suelo
hasta el nudo del tallo donde se inserta la mazorca principal, y fue medido de la misma
manera que la variable anterior. Las variables numero de hojas arriba (NHA) y debajo
de la mazorca (NHB) se contabiliz6 el nimero de hojas encontradas por encima de la
mazorca principal y debajo de la misma (Figura 7).
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Figura 7: Demostracion de los espacios que cubre cada variable vegetativa.

5.3.3. Variables de espiga.

Para la medicion de la variable longitud de espiga (LOE), se midi6 desde la parte
inferior del peddnculo de la espiga, hasta el extremo superior de la espiga central y se
expresé en centimetros (cm). La toma del nimero de espiguillas (NES) se realizo
contando el nimero de espiguillas primarias, secundarias y terciarias encontradas en

la propia espiga.

5.3.4. Variables de mazorca.

El nimero de hileras de la mazorca (NHM), se obtuvo contando el nimero de hileras
o carreras de granos encontradas en la mazorca. La longitud de mazorca (LOM) fue
registrada con una regla métrica de 30 cm, desde la base hasta el apice de la mazorca.
El diametro de mazorca (DIM) se midi6é sobre la parte central de la mazorca principal,
para ello se utilizé un vernier digital y se expresé en milimetros (mm), esto mismo se
hizo para obtener los datos del (DIO). Por otro lado, el peso de mazorca (PEM) y el
peso del olote (PEO), se tomaron pesando individualmente cada mazorca y cada olote,

utilizando para ello una bascula digital y expresandolos en gramos (grs).
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5.3.5. Variables de grano.

El grosor de grano (GRG) se tomo de la parte central de la mazorca, para ello se
dejaron diez granos tal y como estan insertados en la mazorca y utilizando un vernier
digital se obtuvo el dato del grosor en mm. Para ancho de grano (ANG), se utilizaron
los mismos granos de la variable anterior, se colocaron de manera equidistantes uno
tras otro, y con un vernier digital se obtuvo este dato en mm. Mientras que para la
longitud de grano (LOG), se utilizaron los mismos granos, pero en esta ocasion, se
colocaron en fila por la parte longitudinal uno tras otro y con un vernier digital se obtuvo
este dato en mm. peso de grano (PEG), se evalud utilizando 100 granos provenientes
de cada mazorca evaluada individualmente, se colocaron sobre una balanza digital,

registrandose en grs los datos correspondientes.

Para la variable de rendimiento de grano (REG) solo fue necesario realizar la resta del
resultado obtenido del peso de la mazorca y posteriormente peso del olote, para con

ello calcular cual era el peso total de esta variable.

5.4 Caracterizacion Genética.

El analisis de caracterizacion genotipica se hizo, mediante la utilizacién de la
tecnologia de genotipificacion DArTseq, desarrollada por la empresa australiana
Diversity Arrays Technology, y se llevo a cabo en la plataforma de genotipificacion de
alto rendimiento del 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.

5.4.1 Obtencion de DNA gendmico

Las 18 accesiones del experimento fueron sembradas en charolas de unicel, bajo
condiciones controladas en el invernadero de CIMMYT, ubicado en la estacion
experimental de El Batan, con coordenadas19°31'46.6"N 98°50'42.5"W. Se usaron 30
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plantas elegidas al azar de cada accesion para hacer una muestra compuesta de ADN
(“bulk”). Se cosecharon hojas frescas y sanas de plantas de alrededor de 25 dias de
comenzada su germinacion. El tejido vegetal obtenido de estas plantulas se colecté en
bolsas de tipo glacin y se almacené a -80 °C, para posteriormente llevarse a cabo el
proceso liofilizacion. Una vez obtenido el tejido totalmente deshidratado, se corté un
disco de 30 mm de area de tejido de cada hoja. Este tejido fue depositado en tubos de
extraccion de 1.1 mililitros (ml), junto con una esfera metalica pequefia, la cual favorece
el proceso de molienda en el equipo Geno/grinder 2010. La extraccion de ADN
genomico de todas las accesiones se llevo a cabo mediante la utilizacion del método

bromuro trimetil amonio de cetilo (CTAB por sus siglas en inglés) (CIMMyT, 2006).

El ADN obtenido se purific6 mediante el kit de purificacibn de Symon, esto con la
finalidad de eliminar cualquier producto de desecho del proceso de extraccion, como
lipidos, proteinas etc. que puedan afectar en pasos posteriores. Una vez realizada la
purificacion, se cuantifico en un NanoDrop 8000, con la finalidad de conocer la
concentracion y calidad del producto obtenido a partir de la extraccion, para
posteriormente diluirlo a la misma concentraciéon (200 ng/ul) y presentarlo para su
procesamiento de genotipificacion por secuenciacion a través del método DArTseqTM,

en el Laboratorio de Servicio de Analisis Genéticos para la Agricultura (SAGA).

5.4.2 Reduccién de la complejidad gendmica.

El método de reduccién de complejidad se realiz6 con la utilizacién de dos enzimas de
restriccion, una de corte frecuente (Pstl) y una de corte especifico (Nspl). La primera
se combiné con la segunda enzima que actia de manera mas precisa sobre el genoma
de la especie Zea mays y es mas apropiada para estudios de diversidad genética en
esta especie debido a la cantidad de cortes que realiza a lo largo de todo el genoma,
lo cual ayuda a obtener una mayor cantidad de marcadores. Estas enzimas junto con
una enzima ligasa y un adaptador comun estaban contenidos en una mezcla conocida

como de digestién-ligacion.
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En el caso del adaptador comun, este contiene una secuencia afin al sitio de corte de
la enzima de corte especifico. Posteriormente, la mezcla se dispers6 en una placa de
96 pocillos con un volumen de 16 microlitros (pl) por pocillo. A través de la utilizacion
de un replicador, a esta placa se le agregaron 2ul de cada muestra de DNA y 2pl
adaptadores (barcodes), los que contenian la secuencia afin a la enzima de corte

frecuente.

Estos barcodes, que actuan como “codigos de barra”, permiten identificar a que
muestra de ADN pertenece cada uno de los fragmentos gendmicos obtenidos a partir
de la digestion con las enzimas. El resultado final de este procedimiento fue una placa
con la mezcla de digestion-ligacion, ADN de las 18 accesiones y bacordes, llegando a

un volumen total de 20ul por pocillo.

La placa fue posteriormente incubada en un termociclador por un periodo de 3 horas
a 37°C y 20 minutos a 60°C, condiciones necesarias para la activacién del complejo
de enzimas. Simultineamente, mientras el ADN era digerido y fragmentado, la ligasa
se encargaba de unir el par de adaptadores los cuales permitirian el manejo de las

muestras a lo largo del proceso (identificacién) y su amplificacién (coman).

5.4.3 Amplificacién de fragmentos.

En esta etapa se realiz6 la amplificacion de los fragmentos de ADN producidos por la
accion enzimética a través de una reaccion en cadena de la polimerasa o PCR
(Polymerase Chain Reaction). Esta solucion de PCR estaba compuesta por: Buffer de
PCR, dNTPs, EBPCR, Nspl primers y enzima RedTaq. Posteriormente la placa fue
nuevamente colocada en termociclador para darle las condiciones a la Redtaq
polimerasa de “construir’ miles de copias de cada uno de los fragmentos. Cada uno
de los ciclos fue programado con las siguientes condiciones: 20 seg. a 94°C, 30 seg.
a 58°C y 45 seq. a 72°C, esto fue durante 30 ciclos, adicionalmente se tuvo un ciclo
inicial de 1 min. de desnaturalizacion a 94°C y al final uno de elongacion de 7 min. a
72° C para después de este dejarse en modo reposo a 10°C durante 5 min.
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La amplificacion de estos fragmentos ocurrié gracias al uso de primers (cebadores)
complementarios a los adaptadores que fueron utilizados en la digestidon-ligacion.
Cabe destacar que estos cebadores también contenian secuencias adicionales en su

extremo 5’ para hacerlos compatibles con fragmentos unicos de secuenciacion.

Después de la amplificacion se reviso la calidad de los fragmentos (ahora llamados
targets) en un gel de agarosa con una concentracion de 1.2%. En este control de
calidad se busco obtener un pequefio barrido de ADN, lo que demostraba un rango de
tamanfo de diferentes fragmentos, evitando dimeros de primers. Los barridos de targets
deben ser uniformes en intensidad, tamafio y migracion en el gel. Aquellos targets que
presentaron una diferencia de migracion en el gel, ya sea que hayan sido desplazados
o fallidos, fueron removidos del proceso y no fueron secuenciados.

5.4.4 Purificaciéon y cuantificacion

Esta etapa comienza con el agrupamiento de los targets en una sola solucion, estos
conglomerados de muestras de ADN son llamados pools. Cada pool consiste en la
incorporacion de 10ml de cada pocillo de una placa de PCR con los fragmentos

amplificados exitosamente, en un Unico tubo de dos mililitros.

El objetivo es simplificar el manejo de los fragmentos a la hora de incorporarlos al
secuenciador. Posterior a este paso, se llevo a cabo la purificacion de los targets con
un kit comercial (QIAquick PCR Purification Kit).

Una vez purificada la biblioteca de fragmentos, se realizé el proceso de cuantificacion
con lafinalidad de conocer la concentracion exacta en la que se encontraba el producto
para realizar los calculos pertinentes en el proceso de dilucidn y secuenciar la cantidad
correcta que nos garantice un mejor resultado al momento de obtener los marcadores

moleculares.
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Este proceso de cuantificacion se realizo con el equipo CUBIT, mediante la lectura de
la florescencia emitida por los fragmentos, los cuales fueron tefiidos con los flor6foros

del kit del equipo antes mencionado.

5. 4.5 Secuenciacion.

Para el proceso de secuenciacion fue necesario realizar una dilucion de la biblioteca
para llevarla a la concentracion de trabajo, siendo de 0.7 picomolar, una vez realizada
la dilucién, se procedio6 a cargar el producto en el cartucho de reactivos para iniciar el
proceso de corrida en el equipo de Tecnologia illumina denominado NOVASEQ 6000.
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VI. RESULTADOS
Analisis agromorfologicos

Teniendo a consideracion los resultados obtenidos por la observacion y andlisis fisico
de las mazorcas obtenidos a partir de las 18 poblaciones principales de Chapalote, las
mazorcas de Chapalote se tipificaron como: mazorcas débilmente tunicadas en forma
de puro, con granos pequefios, redondos lisos, cristalinos de caracter reventador, y
predominantemente de color café, pero que puede presentarse en rosado o rojo en el
cruzamiento con otras razas. Al tomar fotografias de las mazorcas mencionadas,
pudimos hacer una preclasificacion de las poblaciones que si coincidian con dichos

aspectos fenotipicos.

Figura 8: fotografia tomada a la colecta de mazorcas de cada poblacion.
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Asi 12 de las 18 poblaciones clasificadas originalmente como Chapalote por parte del
banco de germoplasma de CIMMYT (informacion de pasaporte), cumplieron

estrictamente con las caracteristicas fisicas de esta raza (Figura 8).

Seis poblaciones (Pob3, Pob5, Pobl0, Pobl3, Pobl7 y Pobl8) se mostraron
fisicamente diferentes de aquellas con caracteristicas exclusivas de Chapalote,
particularmente la poblacion 5 tiene rasgos mayormente similares a la raza elotero de
Sinaloa o reventador negro, tanto por su tamafio de mazorca, como por su didmetro y

principalmente el color del grano.

Los analisis de varianza realizados a los datos agromorfoldgicos obtenidos nos indican
que las poblaciones de Chapalote analizadas en este estudio se diferencian
significativamente entre ellas para las variables relacionadas con caracteres
vegetativos, caracteres de la mazorca, caracteres de espiga, de grano y rendimiento
de grano, esto dado que se encontraron diferencias estadisticas entre poblaciones
para las 17 variables de respuesta estudiadas (Tabla 2).

También se verifico si existia alguna diferencia estadisticamente significativa entre los
ambientes o localidades utilizadas en el estudio, dando como resultado positivo sobre
la influencia de este factor en 10 de las 17 variables (altura de mazorca, altura de
planta, nimero de hojas arriba de la mazorca, numero de hojas bajo la mazorca,
longitud de espiga, numero de espiguillas, longitud de mazorca, peso de olote, longitud

de grano y peso de grano).
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Variables Cuadrados medios

Caracteres vegetativos Localidad Poblacién Repeticion Pob x loc  Error
Altura de mazorca (cm) 56022.18** 8899.86** 1709.08* 3073.78** 429.37
Altura de planta (cm) 35252.27** 18926.69** 14899.82** 3565.90** 935.3
Numero de hojas arriba de la

mazorca 30.64** 5.07** 0.12 ns 1.57* 0.66
NUmero de hojas bajo la mazorca  39.53** 16.75** 0.00 ns 7.36** 1.13
Caracteres de espiga

Longitud de espiga (cm) 1899.28** 590.47**  350.45ns 339.90** 108.51
Numero de espiguillas 403.22**  285.84** 292.37* 123.47** 20.35
Caracteres de mazorca

NUmero de hileras en la mazorca 21.77* 66.54** 6.36 ns 7.70* 3.68
Peso de mazorca (g) 3922.30 ns 63887.42** 8441.10* 5913.88** 1928.3
Longitud de mazorca (cm) 394 .47** 98.93** 18.66 ns 18.07* 8.11
Diametro de mazorca (mm) 26.81 ns 1229.72** 19.78 ns 231.69** 18.68
Peso de olote (g) 1645.35** 1112.39** 450.86* 177.78** 66.47
Diametro de olote (mm) 90.11* 290.62** 41.43 ns 43.45** 13
Caracteres de grano

Grosor de grano (mm) 221.97* 356.50** 169.61 ns 111.26** 42.55
Ancho de grano (mm) 669.40* 3611.81** 28.34ns  345.45** 114.11
Longitud de grano (mm) 2452.19** 9434.02** 1007.76* 612.89** 146.9
Peso de grano (g) 1840.29** 2683.96** 435.01* 136.86** 50.21

Caracteres de productividad

Rendimiento de grano por mazorca 11228.5*

49930.03** 5267.60 ns 4907.35** 1522.4

* =P <0.05, **= P< 0.01 ns= no significante

Tabla 2: Resultados de los cuadrados medios de efectos para las 17 variables de estudio en

las 18 poblaciones de interés.

Andlisis de comparacién de medias.

El analisis de comparacion de medias utilizando la metodologia de Tukey, se realiz6
en el programa JMP, el cual facilité en gran medida el manejo de los datos obtenidos
de la caracterizacién agromorfolégica debido a que abarcaba todos los temas de la

estadistica, control de calidad estadistica, confiabilidad y disefio de experimentos.

Al analizar el comportamiento de los resultados de las variables vegetativas, se
observo que las poblaciones 17, 298 y 35 son las que poseen los mayores promedios,
principalmente en los caracteres de altura de planta y altura de mazorca con valores

de 288cm, 250cm y 295cm (altura de planta) y 144 cm, 132cm y 112cm (altura de
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mazorca) respectivamente, siendo las dos ultimas (pob-298 y pob-35) poblaciones
testigo. Pob. 17 clasificada como Chapalote previamente, no presentd rasgos
fenotipicos coincidentes con la preclasificacion de un individuo de esta raza. Mientras
gue aquellas que se catalogaron en este estudio como pertenecientes a la raza, tienen

promedios muy bajos en sus variables vegetativas (Figura 9).
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Figura 9: Comparacion de medias de las variables vegetativas, donde se encuentran los caracteres
altura de planta (cm), altura de mazorca (cm), numero de hojas arriba y numero de hojas bajo la
mazorca. Medias con letras distintas en cada medicion indican diferencias significativas (Tukey, p< 0.05)
sefialando de color verde la poblacién con la media mas baja y con rojo la poblacién que obtuvo la media

mas alta.

La medicion del comportamiento de las medias pertenecientes a la categoria de
variables de espiga nos arrojo resultados similares a los mostrados por las variables
vegetativas, ya que siguen predominando la poblacion 17 y la poblacion 35 con los
promedios mas altos en los caracteres de espiga obtenidos (56cm y 55cm

respectivamente) (Figura 10).
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Figura 10: Comparacién de medias de las variables de espiga, donde se encuentran los caracteres de

longitud de espiga y numero de espiguillas. Medias con letras distintas en cada medicién indican
diferencias significativas (Tukey, p< 0.05).

Los resultados obtenidos en relacion con las variables de mazorca nos mostraron
datos muy interesantes, ya que el promedio mas bajo de estos caracteres fue siempre
expresado por alguna de las poblaciones clasificadas inicialmente como Chapalote.
Por ejemplo, en las variables de peso de mazorca y diametro de esta, la poblacién con
la media mas baja fue la numero 7 con 72 grs. de peso y 29 mm de didmetro,
cumpliendo con la mayoria, si no es que todos, los caracteres fenotipicos de la raza
nativa en cuestion. Mientras que, para las variables de peso de olote y diametro de
olote, la poblacion que predomindé con los promedios mas bajos fue la pob-4 (13 grs
de peso y 19 mm de diametro respectivamente), preclasificada también como
Chapalote por el Banco de Germoplasma (Figura 11).

Al analizar los datos obtenidos para las variables de categoria de variables de grano,
pudimos observar que las poblaciones testigos (pob-35 y pob-298) presentaron los
promedios mas altos en esta categoria. Asi pob. 35 clasificada como elotero de Sinaloa

manifesto las medias mas altas en 3 de las 4 variables evaluadas (Figura 12).
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Figura 11: Comparacion de medias de las variables de mazorca: numero de hileras, peso, longitud y

diametro de mazorca, asi como peso y diametro del olote. Medias con letras distintas en cada medicién

indican diferencias significativas (Tukey, p< 0.05).

Por ultimo, la categoria que se analiz6 al final de todas y de las mas importantes para

poder concluir con los resultados, fue la de productividad, en la cual se encontraba la

variable de rendimiento de grano por mazorca (Figura 13).
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Figura 12: Comparacion de medias de las variables de grano: Longitud de grano (mm), peso de grano
(grs), grosor de grano (mm), longitud de grano (mm) y ancho de grano (mm). Medias con letras distintas

en cada medicion indican diferencias significativas (Tukey, p< 0.05).
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Figura 13: Comparacion de medias de la variable rendimiento de grano (grs). Medias con letras distintas

en cada medicion indican diferencias significativas (Tukey, p< 0.05).
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Como se puede observar en la Figura 13, tenemos como resultado que la poblacién
con el promedio mas bajo en el caracter de productividad del grano es la numero 7,
esto era de esperarse ya que, al analizar las variables de mazorca, dicha poblacion
era la que tenia menor peso y el diametro de sus mazorcas fue el mas pequefio.
Seguida como se observa por la poblacién 1, quien, a lo largo de los andlisis de la
comparacion de medias en cada una de las variables procesadas, siguié en su mayoria

el mismo comportamiento que la 7.

Analisis de conglomerados de datos agromorfoldgicos.

El analisis de conglomerados dio como resultado la diferenciacion de 3 grupos muy

bien definidos, Grupo I, Il 'y 1ll, formados por 12, 8 y 5 poblaciones respectivamente.

El grupo | se formé por todas las poblaciones que cumplen con las caracteristicas
fisicas tipicas de la raza de maiz Chapalote; Poblacion 1, 2, 4, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 14,

ademas de la poblacion 16 y una de las poblaciones testigo (poblacion 271).

El grupo Il estuvo constituido por las poblaciones 3, 5, 10, 13, 15, 17, 18 y una de las
poblaciones testigo 35, lo cual es congruente con lo esperado ya que tanto esta
poblacion como la poblacién nimero 5 de los 18 originales, tienen el aspecto fisico de
la raza Elotero de Sinaloa.

El grupo numero Il se conforma6 por las 5 poblaciones testigo restantes, lo cual es muy

oportuno de acuerdo con lo que se esperaba puesto que estas 5 poblaciones (296,

297, 298, 299 y 300) pertenecen al grupo de Tuxpefio.

47



Agglomerative Coefficient = 0.67
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Figura 14: Dendograma de las 18 poblaciones analizadas en este estudio méas las poblaciones testigo.
De color rojo de distingue las poblaciones del grupo I, de color verde las pertenecientes al grupo Il y
finalmente de color azul se distingue al grupo namero IlI.

Control de calidad y seleccion de los marcadores

Un total de 109,298 marcadores moleculares codominantes, polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP), fueron reconocidos y denominados con éxito dentro del conjunto de

datos obtenidos a partir de las 18 colecciones evaluadas en este estudio.

Estos SNPs fueron condicionados a cumplir con ciertos requisitos en relacion con
algunas caracteristicas cualitativas. Para ello, un proceso de filtrado de calidad de

datos fue aplicado eliminAndose en primera instancia todos los marcadores
monomorficos.
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Al mismo tiempo, se observo la tasa de llamada de los SNPs y la reproducibilidad o
consenso entre los datos generados para una muestra y su réplica técnica,
descartando aquellos marcadores que no cumplieran con al menos el 70% de datos
existentes para cada marcador en el conjunto de muestras evaluadas, y el 95% de

reproducibilidad.

Finalmente fueron descartados también aquellos marcadores que presentaron una

menor frecuencia alélica (MFA) del 5 % o mayor al 95%.

Estas exigencias eliminaron un 74% de los marcadores totales, dejando solo aquellos

que mostraron la calidad necesaria para cumplir con los objetivos de nuestro andlisis.

Asi, se selecciond un total de 28, 317 SNPs de excelente calidad, los que fueron
calificados como los mas informativos para poder llevar a cabo este estudio de

diversidad genética.
En la Tabla 3 se muestra el nUmero exacto de marcadores eliminados por cada uno
de los parametros de filtrado anteriormente mencionados y aplicados al nimero inicial

de marcadores.

Parametros de filtrado de los marcadores NuUmero de

marcadores
NuUmero inicial de marcadores 109,298
Proporcién de datos monomarficos 4,312
- Marcadores con reproducibilidad< 0.97 30,847
-Marcadores con MFA< 0.95 - > 0.05 45,822
Numero final de marcadores 28,317

Tabla 3: Pardmetros aplicados para el proceso de filtrado de calidad de los SNPs y el nimero de

marcadores eliminados a partir de la aplicacién de cada uno de ellos.
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Figura 15: Distribucion de frecuencia del contenido de informaciéon polimérfica (PIC) de los SNPs

obtenidos en este estudio.

Los marcadores SNPs mostraron una amplitud en los valores de contenido de
informacion polimorfica (PIC) de entre 0.10 y 0.99 (Figura 15). Este parametro es
importante, ya que indica el valor relativo de cada marcador con respecto a la cantidad

de polimorfismo exhibido.

El valor promedio de PIC encontrado en este estudio fue de 0.73, manteniéndose por
encima de 0.09 como valor minimo encontrado. Asi, el mayor porcentaje de los SNPs
identificados (43.82%) tuvo valores altos de contenido polimérfico (PIC >0.99),
mientras que el segundo mayor porcentaje de estos (~15%) también se mantuvo en
un rango alto de PIC (<0.90-80), siendo que solo el 12.53% de los SNPs present6 un
PIC menor a 0.5. Por lo tanto, los marcadores obtenidos en este trabajo son
considerados como informativos para poder llevar a cabo un andlisis de diversidad

genética de manera confiable.

Analisis de conglomerados

El andlisis de conglomerados basado en el método de Ward (Ward, 1963), utilizando
la distancia genética de Rogers (Wright, 1978).
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La Figura 16 presenta un dendograma donde se distinguen claramente dos grandes
grupos, el grupo | con 6 de las 9 poblaciones que se agregaron al analisis como
muestras testigo y grupo I, en donde se encuentran 17 de las 18 poblaciones de
interés (esto debido a que la poblacién 1 (SINA 2) fue descartada en el proceso de
secuenciacion debido a que no paso el filtrado de calidad en el proceso de
amplificacion de fragmentos). A este grupo (Il) se le suman las 3 poblaciones testigo
restantes pertenecientes a la raza reventador. Se esperaba que la raza reventador se
agrupara con las accesiones de interés ya que tanto la primera, como la segunda

comparten grupo en su clasificacion general, ambas pertenecientes al grupo de los

Agglomerative Coefficient = 0.56
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Figura 16: Dendograma jerarquico de las distancias genéticas entre las 18 poblaciones de interés en el
estudio, mas 9 poblaciones utilizadas como testigo para este andlisis. Pob-1 a Pob-18 identifican a cada
poblacién registrada como Chapalote, de color rojo identificadas aquellas que tienen el aspecto fisico
propio de la raza, y de color verde aquellas que no cumplen con este criterio. (Tux1-3) son muestras
de la raza tuxpefo utilizadas como testigos, al igual que la raza ratén (Ratl-3) y la raza reventador (1-
3).
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Otro estudio realizado con datos genotipicos obtenidos fue la realizacion del analisis
de varianza molecular (AMOVA). Como se puede observar en la Tabla 4, la mayor
fuente de variabilidad se encontré dentro de las poblaciones (92.9%) y no entre ellas
(7.09%), dandonos como resultado, que las 18 poblaciones de interés en el estudio,
no presentan diferencias genotipicas significativas entre si dado que el valor de la
prueba de hipotesis de diferenciacion entre poblaciones es $¢=0.07 un valor pequefio,
indicandonos que pese a que algunas de las poblaciones son consideradas como
mezcla de dos razas, la raza Chapalote tiene mucha influencia en su comportamiento
genotipico, ya que estos materiales no se separan genéticamente de aquellos que son

clasificados como Chapalote de raza pura.

Fuente Grados de Suma de Pr>F % Variabilidad Phi
libertad Cuadrados
Entre grupos 2 0.2552 0.0005 7.0956 0.0709
Dentro de grupos 23 1.7661 92.9044
Total 25 2.0214 100

Tabla 4: Andlisis de varianza molecular (AMOVA) de las 18 poblaciones de interés.

En la Figura 17 se observa el comportamiento por pares de genotipo pertenecientes a
Chapalote (puntos rojos) estos tienen valores mas bajos comparados con el par donde
se incluye un genotipo de Chapalote y un genotipo de material con caracteristicas
fisicas distintas a esta raza (puntos amarillos); y con el par de genotipos donde ambos

pertenecen a materiales con caracteristicas fisicas distintas (puntos verdes).

No se encuentra una correlacion clara entre las distancias genéticas y
agromorfolégicas (r°=0.173), lo que nos confirma las discrepancias entre las
agrupaciones encontradas con las caracteristicas fisicas tipicas de la raza Chapalote,
las cuales, son diferentes a las agrupaciones obtenidas mediante los andlisis

genéticos.
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VII. DISCUSIONES

El valor promedio del PIC obtenido en este estudio fue del 0.73 esto fue notablemente
superior al obtenido por Zhang et. al. (2016), reportaron un valor de PIC mayor a 0.35.
al estudiar la diversidad genética en 10 razas nativas de maiz. De esto se deduce que
los marcadores identificados en el estudio son polimérficos, confiables e igualmente
informativos que los SNPs reportados en las publicaciones mencionadas.

Las relaciones genéticas entre las muestras de la raza Chapalote y aquella que estaba
clasificada como raza Reventador, estuvieron relacionadas basicamente a patrones
altitudinales y geografico ya que como lo menciona Ruiz et. al. 2008, ambas razas
comparten caracteristicas de adaptacion a climas semicalidos, de 20-27 °C con 500-
870 mm. de precipitaciéon. Ademas de que ambas razas, como se menciona en el
apartado de antecedentes, pertenecen efectivamente al grupo de los Chapalotes
(CONABIO, 2011), (Sanchez, 2011), (Wellhausen et al. 1951). Lo que explica que
genéticamente tengan mas cercania en el analisis de conglomerado de datos
genéticos, que las otras de razas utilizadas como testigo (Tuxpefio y Raton). Estos
resultados coinciden con lo reportado por Barrera-Solano (2020) donde analizaron 54
muestras representativas de razas mexicanas de maiz caracterizadas con diez

marcadores moleculares ISSR.

Wellhausen et. al. (1952) y mas tarde Vega-Alvarez et. al. (2017) mencionan que
estudios basados en caracteristicas morfolégicas indican que algunas de las
variedades locales surgen de la hibridacibn de otras razas. Se considera que
Chapalote y Reventador, mediante la intervencién de Teocinte, dieron lugar a otras
razas o introgresaron caracteristicas propias (mazorcas elipticas, coloraciones de

grano) a razas similares en el noroeste de México (Wellhausen et al. 1951).

Resultados similares a los de esta investigacibn son reportados por Rocandio-
Rodriguez et. al. (2014), en un estudio de caracterizacion morfologica y agronomica
de siete razas de maiz de los Valles Altos de México, donde confirmaron que los
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agrupamientos e interrelaciones raciales son mas precisos, si se utilizan testigos con

caracteristicas morfolégicas totalmente contrastantes.

En este estudio, las accesiones que contenian dos componentes raciales pudieron
expresar fenotipicamente las caracteristicas de una sola raza, aunque genéticamente
no se refleja su pertenencia total a la raza expresada, esto coincide con lo reportado
por Linares-Holguin (2019) al realizar caracterizacion de maices nativos del Estado de
Sinaloa. Aunque fenotipicamente se expreso la raza distinta a Chapalote (Reventador
o Tuxpefo), genéticamente siguen estando relacionados y agrupados con aquellos

Chapalote de raza pura.

En otro estudio se determind que, si el flujo génico entre las razas mexicanas de maiz
analizadas era bajo, se presenta diferenciacion genética entre las poblaciones; y de
ser alto, se promueve la homogeneidad genética de dichas poblaciones (Barrera et. al
2020). Esto quedd demostrado con el AMOVA realizado en este estudio, donde se

utilizaron testigos sin flujo génico con las poblaciones de interés.

Los resultados de germinacion mostraron que la raza Chapalote sigue siendo una de
las razas que posee potencial para ser considerada como resistente, con gran
porcentaje de adaptabilidad y mayor poder germinativo, esto quedé demostrado ya
gue aquellas que no estaban consideradas como raza pura de Chapalote, segun sus
datos de pasaporte, se vieron afectadas en el proceso de germinacion y la mayoria de
las plantas que lograron germinar y desarrollarse, su mazorca fue deficiente (pequefia,
con ausencia de grano). Esto coincide con lo obtenido por Ruiz-Corral et. al. (2011) en
el estudio realizado a razas mexicanas de maiz como fuente de germoplasma para la
adaptacion al cambio climatico, en donde logré caracterizar a la raza Chapalote como
raza rustica, debido a que se desarrolla en las condiciones mas adversas tanto de

temperatura como de humedad.

Las evidencias mostradas en este estudio nos indica que Chapalote se puede
considerar como una fuente de potencial de germoplasma para proyectos de

premejoramiento, puesto que en ella podemos explotar caracteristicas de importancia
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agronomica que nos ayudarian a generar lineas de mayor resistencia o adaptabilidad.
Esta estrategia fue recomendada también por Vazquez-Carrillo et. al (2003) por sus
resultados en el estudio de calidad de grano y tortillas de maices criollos y sus
retrocruzas, donde se pudo observar que la raza Chapalote es de las pocas razas que
cumple con el requerimiento de la industria de harina nixtamalizada por sus optimas

caracteristicas de grano.

Las diferencias mostradas en el agrupamiento y distanciamiento entre poblaciones en
los dos tipos de caracterizacion realizada en este estudio (agromorfolégica y
genotipica) se deben principalmente a que, a nivel fenotipo, los marcadores
morfologicos o la expresion de las caracteristicas fisicas, puede ser afectada por
factores ambientales, mientras que a nivel molecular o de DNA, se define un

agrupamiento genético completo (Govindaraj et. al. 2015).
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VIIl. CONCLUSIONES

Tomando en consideracion las 18 principales poblaciones evaluadas en este estudio,
podriamos concluir que, de estas Unicamente 12 de ellas cumplen con las

caracteristicas fisicas propias de esta raza de maiz nativo.

El darle un valor agronémico a la raza Chapalote nos permitira tener alternativas que
ayuden a su conservacion, misma que es necesario promover, ya que ayudara a
mantener el acervo genético disponible, asi como la conservacion de la diversidad

genética presente en los maices del Estado de Sinaloa.

La diversidad registrada en este estudio, en cierta forma, es una evidencia que
contribuye a ilustrar la riqueza que contienen las poblaciones de maices que se
encuentran resguardadas en el Banco de Germoplasma de CIMMYT. De alguna
manera este estudid nos servira para hacer una recomendacién al Banco de
Germoplasma para la implementacion de un control de calidad que esté
complementado con datos agromorfolégicos y genotipicos para comprobar la pureza

de las lineas clasificadas como raza pura.
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