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Resumen

La caracterizacion molecular y morfologica de aires de maiz dentro de un programa de
mejoramiento vegetal es de importante aplicaciofaegstimacion de relaciones genéticas para
la generacion de hibridos. En este trabajo se emgiel0 microsatélites y 4 caracteristicas
morfologicas para analizar y estimar el grado deci@n genética entre 24 accesiones
endocriadas de maiz moradéed mays L.) procedentes del Ecuador y del CIMMYT. A partir
del andlisis de distancia genética con el coefieieestadistico de asociacion SM (Simple
Matching) se construyé un dendograma para la irderém molecular con el que se obtuvo 7
grupos y un dendograma para la informacién morfodgon el que se obtuvo 5 grupos, ambos
dendogramas fueron generados bajo el método UGPMAdistancia genética entre las
accesiones fue confirmada con un andlisis de coadd#s principales. No se encontrd
correlacion entre las agrupaciones morfolégicaasydgrupaciones moleculares. Ademas, los
parametros poblacionales como el indice de fijagicel Test de Equilibrio Hardy-Weinberg
confirmaron que las accesiones analizadas fuerdeccsenadas y autofecundadas. Los
marcadores moleculares SSR permitieron una caizet&m molecular de las 24 accesiones de
maiz morado analizadas en este estudio.



Abstract

Molecular and morphological characterization of zealines from a breeding program has an
important application in the analysis of geneticedsity in order to generate hybrids lines. In
the present study, 10 microsatellites (SSR) and#phological traits were used to estimate the
genetic relationship among 24 inbred lines of prinplaize Zea mays L.) from Ecuador and
CIMMYT. Genetic distance was estimated using thmge Matching coefficient. As a result,
the 24 accessions were grouped in 5 clusters éomibrphological traits and in 7 clusters for the
molecular analysis using the UPGMA clustering. ria@pal component analysis confirmed the
results obtained from the cluster analysis. Th@@ason between the 24 inbred lines in the
cluster analysis based on SSR had no correlatidh thie association found in the cluster
analysis based on morphological traits. Populgb@arameters such as fixation index and Hardy-
Weinberg Equilibrium showed that the lines analyrethis study were under selection and self-
pollination. These results are in agreement withstacond cycle of self-pollination that lines had
undergone. SSR markers were effective to charaeténe 24 inbred lines of purple maize
analyzed in this study.
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1. Introduccion

El maiz Zea mays L.) se encuentra dentro del grupo de los cereafessimportantes a nivel
mundial. Los Estados Unidos es el principal proolucle este cereal seguido por China,
México, Argentina, Brasil, Francia, India e Ital{8leper, 2006). El maiz tiene una amplia
variedad de usos ya sea como alimento humano, rdbnmgara el ganado o como fuente de
productos industriales (Paliwal, 2001). Uno detipss de maiz, maiz morado, ha sido usado en
los Andes como colorante para alimentos y bebidakemas, debido a sus propiedades
anticarcinogénicas y antioxidantes es consideradwaun cultivo atractivo para el mercado de

alimentos funcionales y nutracéuticos (Pedres&@isperos-Zevallos, 2006).

1.1. Descripcion del cultivo
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1.1.1. Origen y caracteristicas del maiz

El maiz es conocido como uno de los cultivos masedbicados en la historia de la
agricultura, se estima que fue domesticado en Arméace unos 8000 afios y en la actualidad ya
no existe en su forma silvestre (Sleper, 2006).sifih geogréafico de origen de un cultivo se
determina mediante la ubicacion de areas que tigneamplio nimero de variedades de dicho
cultivo. Por ello, se estima que el maiz puedesgmario de las tierras altas del Peru, Ecuador
y Bolivia, o de la region del Sur de México y AméiCentral (Sleper, 2006).

El maiz moderno pudo ser producto de un procesondecion, seleccién natural y
selecciobn masal por los nativos americanos. Arpdeaque el maiz se originG en zonas
tropicales, el cultivo de de este cereal se hanelklo a una diversidad de ambientes. El maiz
crece desde regiones con 58° N hasta 35°-45°Ntitled I§Acquaah, 2007). Asi, al maiz se lo
clasifica en dos grandes grupos: maiz de zonacttbpimaiz de zona templada. El maiz tropical
a su vez abarca tres subclases de acuerdo atlal ajfteambiente que se lo cultive: de tierras

bajas, media altitud y de zonas altas (Paliwal 1200

El maiz es una planta de produccion anual, cuymaatiuede alcanzar hasta los 4.5 metros.
Es una planta monoica, la infloresencia mascutiaae una panicula (penacho) que se ubica en
la parte superior del tallo y la infloresencia feina (espiga) se encuentra distribuida a lo largo
del tallo en forma lateral. La espiga contiene ankzorca que al ser polinizada puede tener
desde ocho o méas filas de granos. Por lo genertdlianpuede tener entre 1-3 mazorcas. Las

hojas son alargadas, alternadas y se encuentralifedas en el tallo (Acquaah, 2007).



13

El maiz es diploid@n=20 y pertenece a la familia de las Poacea (Gramin&hgpgnero Zea
tiene cuatro especieZea mays, Zea diploperennis, Zea. luxurianas, y Zea perennis. De este
grupo solaZea mays ha sido cultivado con fines comerciales (Acquaalo?).

1.1.2. Razas de maiz

Una raza, en el caso del maiz, es un grupo deitchais que comparten caracteristicas que
permite su reconocimiento como grupo. Las razamaie en América Latina (Pilawal, 2001) se
encuentran distribuidas en seis grupos:

» Palomero toluquefio, maiz mexicano reventon puntiagu

= Complejo Chaplote-Nal-Nel, grupo de maices de Mgxic

» Pira Naranja, de Colombia con endoespermo naranja

= Confite morocho, de Perl progenitor de maices te blas

= Chulpi, de Peru progenitor de maiz dulce y corsaltacentracion de almidon.

= Kculli, maiz tintéreo peruano, progenitor de maios@n aleurona pericarpio
coloreado

Ademas, las razas en las Américas estan en un 4@taalas a tierras altas, 50% a

tierras bajas y 10% a ambientes intermedios (PRIRG®1).

1.1.3. Caracteristicas del maiz negro

El maiz negro se caracteriza por su contenido deciaminas. Las antocianinas son
compuestos fendlicos, flavonoides que se encuertistribuidas en las plantas y son las
responsables del color morado, azul y negro emadrytvegetales (Fukamachi et al., 2008). El
uso mas comun de las antocianinas es como colagariteindustria de alimentos. Sin embargo,
otros estudios demuestran sus propiedades teieggobmo anticancerigenos y antioxidantes

(Zhang et al., 1999).
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En un estudio realizado por Toufktsian (2008) seortrd que el consumo de
antocianinas derivadas de plantas hace que se tamiags defensas antioxidantes en el corazon.
En otro estudio se administré6 maiz morado con @tatenido de antocianinas a un grupo de

ratas y se encontré que se redujo la incidenc@adgnomas (Pascual et al., 2008).

El maiz morado tiene otros compuestos fendlicosrelites a las antocianinas. En un
estudio realizado pdPedreschi et al. (2006) se encontré que estos astgmifendlicos tienen

propiedades antimutagénicas.

1.2. Importancia econémica

En el Ecuador el tipo maiz de mayor produccion les@&z amarillo. De acuerdo a lo
publicado por el SICA en el 2006 la superficie igalla de maiz amarillo fue 130.000 ha. La
produccién de este tipo de maiz se concentra ecosta que abarca alrededor del 78%.
Principalmente, la produccion de maiz se destima [@aindustria avicola, y en un una menor
proporcion para la industria de harinas de consloumeano directo (Medina, 2003).

Pese a las caracteristicas positivas del maizdopre existe informacion de su produccion
en el Ecuador. En el Perq, sin embargo, la exporitade este tipo de maiz se ha ido

incrementando en los udltimos afios (Pymex, 2009).

1.3. Métodos de mejoramiento del maiz

El maiz es una planta alégama y por este motiveepta un alto grado de heterocigosis. La
autofecundacion durante varias generaciones enaé& permite alcanzar un alto grado de

homocigosis que se mide por la disminucion de gegites en cada ciclo de autofecundacion.
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El maiz es un cultivo de polinizacion cruzada tjgee altos niveles de heterosis (mejor
rendimiento que parentales). Consecuentementeivedlde heterosis es altamente explotado en
los programas de mejoramiento para el maiz (Acqu@dv y Gethi et al., 2002).

Por lo mencionado anteriormente se usa la autapatibn para desarrollar lineas
homocigotas que pueden ser usadas para la produdedhibridos, pues ocurre que la
combinacion hibrida es superior a las lineas palesnitLa superioridad puede ser reflejada, por

ejemplo, en el aumento del vigor y productividakkgsr, 2006).

1.4. Estudio de la diversidad en el maiz a través de marcadores moleculares

El estudio de la diversidad genética en el maimeg usado por los mejoradores geneéticos
para agrupar las lineas endocriadas para que alismdas se tenga resultados acordes con el
alto potencial hibrido del maiz (Souza, 2008; Vaal ¢ 2004).

El conocimiento sobre la diversidad existente entregrupo de maices permite evaluar la
variabilidad existente en el grupo y a partir da& ie$ormacion escoger correctamente el material

vegetal que se va a usar en los programas deanmg@nrto genético (Carvalho et al. 2008).

Una herramienta en la actualidad muy usada porniegoradores genéticos son los
marcadores moleculares que permiten seleccionartaglacon caracteristicas agronomicas
deseables basandose en la informacion genéticagnna informacion fenotipica (Acquaah,

2007).

Los marcadores moleculares tienen la ventaja depgeeen identificar altos niveles de
polimorfismo, no tienen interaccion con el ambiegtpueden ser aplicados en cualquier estado
de desarrollo de una planta (Souza, 2008). Un rdarcanolecular ideal es aquel que es

altamente polimérfico, codominante, preciso, repoildle, y de bajo costo (Jones, 2007). La
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codominancia de un marcador ofrece una ventajdefraios otros marcadores porque permite

distinguir individuos homocigotos de heterocigdti€esman et al., 2005).

Los marcadores RAPDs (Random amplified polymorf@WA) no son de amplio uso en el
estudio del maiz porque no se han tenido altagleaiones con resultados obtenidos con otros
tipos de marcadores como AFLPs (Amplified Fragmésingth Polymorphism) y los
microsatélites SSRs (Simple Sequence Repeats)miansadores AFLPs y SSRs tienen muy
buena reproducibilidad, pero, tienen diferenteadaaristicas que afectan su utilidad para el uso
de analisis genético. Los AFLPs pueden ser usagmsdo no existe informacién previa sobre
las secuencias de ADN de la planta en estudio (dabet al, 2005). En cambio los SSRs son
abundantes y se encuentran altamente distribuidtis largo del genoma, son de caracter
codominante y polimérfico (Xu et al., 2004). Adem#&ss microsatélites producen mayor
informacién que otros tipos de marcadores como AFIEAPDs y RFLPs en términos de

numero de alelos por locus (Gethi, 2002).

1.5. Marcadores Moleculares, Microsatélites

Los microsatélites son secuencias cortas de nitdsotde alrededor 1-6 pares de bases de
longitud que se repiten en tdndem a lo largo deloge. El alto nivel polimorfico que
caracteriza a estos marcadores moleculares se dradas diferencias en el numero de
repeticiones en cada locus (Smith et al, 1997).

La técnica de SSR se basa en la amplificacion @&t fPolymerase Chain Reaction) usando
primers que son complementarios a las regionedlgoguean los microsatélites (Senior et al.,
1998). El producto generado por PCR es separadotr@dméticamente en geles de

poliacrilamida visualizados por tincion con nitrate plata o sustancias fluorescentes que son
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detectadas por un secuenciador (Becerra y Par@f$s Reif, 2005). Ademas, en el caso de
maiz existe informacion sobre regiones microsagglitpor lo que el genoma puede ser
uniformemente estudiado (Warburton et al., 2002).

El uso de microsatélites se ha extendido y se ngslea para el estudio de mapeamiento
genético, estudios de poblaciones, evolucion, eogrpmas de mejoramiento geneético,
caracterizacion de lineas endocriadas y varieddelggantas cultivadas (Vigouroux et al., 2002;
Reif et al., 2003)

En un estudio realizado para determinar la relagénética entre lineas de maiz usando
marcadores SSR, se utilizdé 8 microsatélites corglesse estimo el grado de relacion genética
entre 21 lineas introducidas del CIMMYT. El and&lisinediante microsatélites permitid
diferenciar a las lineas analizadas y con ello ¢obgr su utilidad en un programa de

mejoramiento genético de maiz (Fernandez, 2006).

Por otro lado, la diversidad genética existenterencoleccion de 54 accesiones de maiz fue
estudiada mediante el uso de 15 microsatélitesesin estudio los SSRs fueron efectivos en la
caracterizacion e identificacion de lineas enddasade maiz, ademas se logré establecer

asociaciones entre las accesiones analizadas Z064).

En la presente investigacion se realizo la canaet&don molecular de 24 accesiones de maiz
negro provenientes de un segundo ciclo de autofiemidn mediante 10 pares de primers
especificos para regiones microsatélite de mags gatrones establecidos por el andlisis de los
microsatélites se utilizaron en la creacion dema#iz de disimilitud entre las 24 accesiones, un
dendrograma de agrupamientos de las accesionésmdeacion indice de fijacion y el test de

equibilibrio Hardy-Weinberg. Ademas, se analiz@glupamiento de las accesiones estudiadas
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mediante caracteristicas morfologicas. Finalmest, comparé los agrupamientos de las
accesiones por caracteristicas morfologicas y parosatélites para determinar si las

agrupaciones eran similares.

2. Objetivos

2.1. Objetivo general

El objetivo principal de esta investigacion fuedaacterizacion morfoldgica y molecular de 24

accesiones de maiz negro mediante un analisigyames microsatélite.

2.2. Objetivos especificos

» Estimar la similud genética y a partir de dichainfacion establecer un dendograma
de las 24 accesiones de maiz negro analizadas.

» Determinar el indice de fijacion y el equilibrio tdg-Weinberg.

> Establecer una correlacién entre los agrupamiet¢oks accesiones obtenidas por

caracteristicas morfoldgicas y por marcadores mtdees, microsatélites.

3. Justificacion

La caracterizacion molecular y morfolégica del msdn procesos muy importantes para el
desarrollo de lineas endocriadas que seran usadasapbtencion de hibridos de maiz con alto
potencial agronémico en programas de mejoramieznetgo.

Debido al potencial del maiz morado por sus carnatizas de alimento funcional en el
mercado de alimentos nutraceulticos, se requieradetuado programa de mejoramiento
genético para la produccion de lineas o variedagles puedan ser utilizadas como fuente para

la obtencion de hibridos de valor comercial. Ladpiccion de este tipo de maiz en el Ecuador



19

abre nuevas posibilidades de produccion, que a lalago se veran traducidas en la incursion
del Ecuador en mercados internacionales en losla@udemanda de maiz morado ha ido

creciendo en los ultimos afios (Pymex, 2009).

Ademas, estudios sobre la diversidad genética eataesiones demuestran la gran
aplicabilidad que puede tener la biotecnologia a&madricultura. Existe una alta tendencia a
combinar disciplinas como la biotecnologia y ebrfiejoramiento para un 6ptimo desarrollo de
los programas de mejoramiento genético. La comhiinaide las dos técnicas permite disminuir
costos y alcanzar en periodos mas cortos de tidogpabjetivos de los fitomejoradores.
Especificamente el uso de marcadores moleculamre® ¢os microsatélites permite tener un
poder discriminatorio entre accesiones de un bdeogermoplasma, lo cual facilita la deteccion
de lineas élite de maiz. Por lo que la caractadmamolecular de las 24 accesiones de maiz
morado en el presente estudio sera beneficiosbmograma de mejoramiento genético de este

tipo de maiz en el pais.

4. Area de estudio

Este proyecto se realiz0 en el laboratorio de Braiogia Vegetal del Colegio de Ciencias
Bioldgicas y Ambientales de la Universidad San Eisoo de Quito, Cumbayda, Ecuador.

5. Materiales, reactivos y equipos

5.1. Material Vegetal

Se tomoO hojas jovenes de 24 accesiones de maip megta Granja Experimental
Tumbaco-USFQ-INIAP. Las accesiones estan confoas\@dr dos grupos. El grupo B abarca
18 individuos del segundo ciclo de autofecundaciérparentales recolectados en la zona del

Quinche, provincia de Pichincha, Ecuador. EIl grédpcorresponde a 6 individuos del segundo
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ciclo de de autofecundacion cuyos parentales fugeosegregantes (grano negro) del cruce entre
Pool 5y Pool 6 del CIMMYT (Tabla 1). El Pool %5yson reservorios genéticos constituidos por

maices de altura (www.cimmyt.org).

5.2. Extraccion de ADN

CTAB (2X)

* B — Mercaptoetanol

* Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1)

* Isopropanol

* Etanol (76%)

e Tris- EDTA Estéril (10mM Tris-HCI, 1 M EDTA)
* Tubos Eppendorf (1,5ml)

* Bloque Calentador con arena

» Centrigufa Eppendorf 5415D

5.3. Cuantificacion de ADN

* Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)

5.4. Amplificacion de Microsatélites

¢ Agua Estéril libre de DNAsa-RNAsa (Gibco)
e Buffer para PCR 10X sin Mg (INVITROGEN)
¢ Cloruro de Magnesio 50 mM (INVITROGEN)

* dNTP’s 20 mM (INVITROGEN)
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e Taq Polimerasa 5 U/uL (INVITROGEN)

* Primers para amplificacion de microsatélites (Waduet al .,2002)
0 Las secuencias especificas y posicion gendomidasdiiez pares de primers

utilizados en esta investigacion se presentan €abia 2.

¢ Termociclador ( Techne TC-142)

5.5. Resolucidn Electroforética en Geles de Agarosa

* Agarosa

* TBE 1X (Tris-base 89 mM, acido borico 89 mM, EDTAIR)

e Camara de eletroforesis (THERMO EC)

e SYBR® Safe DNA gel stain (INVITROGEN)

* Buffer de carga (10X Blue Juice, Gel Loading ByffalVITROGEN)

e Ladder 100bp (TracKi'/INVITROGEN)

5.6. Resolucion Electroforética en Geles de Acrilamida

» Acrilamida (INVITROGEN)

* Bis-acrilamida (INVITROGEN)

» Tris-Borato EDTA (TBE 10X)

» Urea de grado analitico

* Persulfato de amonio al 10%
 TEMED (N-Tetramethilethilenediamine)

» Cémara vertical de electroforesis BIORAD Sequi-Gdn
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* Fuente de poder BIORAD PowerPac HV

* Bind-Silane (3-Methacryloxypropyltrimethoxysilane)

* Repelente de Lluvia “Rainex”

* Solucion de etanol 96% / Ac. Acético 0.5%

» Etanol 70%

» Buffer de carga 6X (formamida, 940uL/mL; EDTA O/ 50 uL/mL: azul de

bromofenol, 0,5 mg/mL)

Ladder 30-330 bp (INVITROGEN)

5.7. Tincion de Plata

Solucién de etanol al 10% y &cido acético al 0.5%

Solucion de nitrato de plata (1.5g/L)

Solucion de hidroxido de sodio (15g/L

Formaldehido al 37%

6. Metodologia

6.1. Recoleccion y Almacenamiento de Material Vegetal

Para cada una de las 24 accesiones de maiz ndgcoi@@0 hojas jovenes de plantas de
maiz negro (segunda autofecundacion), las cualesorfuempacadas en fundas plasticas

impermeables, y almacenadas a -20° C.

6.2. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé usando el protat#scrito por Shagai-Maroof et al

(1984). De cada una de las 24 accesiones analjzeglasd 0.25 g de hoja, lo cual se coloco
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dentro de un mortero estéril. Al mortero se afi@&dio pul de una solucién de CTAB 2X y 10 pl
de B-mercaptoetanol. Se macero las hojas hasta obter@emezcla verde liquida, la cual se
transfirid a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se luimd a 62° en un bloque calentador con arena
durante una hora con agitacion del tubo cada bbitws. Después, se afiadio a cada tubo 500 pl
de una solucién de Cloroformo-alcohol isoamilicd:12, se agitd el tubo vigorosamente y se
dej6é reposar durante 20 minutos a temperatura aebieluego, las muestras fueron
centrifugadas a 14000 r.p.m durante 20 minutossdfjuida se recuperd la parte superficial de
color amarillo con una micropipeta y se transfaion nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml.

Al sobrenadante recuperado en el nuevo tubo aéddio 650 pl de isopropanol frio (4°
C), y se lo invirti6 suavemente. A continuacioncseatrifugd los tubos a 5000 r.p.m durante 5
minutos. El sobrenadante se descart6 y en la jpéetgor se obtuvo un pellet de color blanco. Se
afnadio 800 pl de etanol al 76% para lavar el peBeguidamente, se retir6 el etanol con una
micropipeta y se dejo secar la muestra para elimmestos de etanol. Finalmente, se afiadié 70

ul de TE estéril para resuspender el pellet ymaednd las muestras a -20° C.

6.3. Cuantificacion y Dilucion de ADN

Las muestras de ADN fueron cuantificadas en elasgetdmetro NANODROP-1000. Para
calibrar el NANODROP, se us6 2ul de agua destitdéril. A continuacion, se afiadié 2 pl de
ADN de cada una de las 24 muestras. Finalmentastizt ge las concentraciones obtenidas, cada
una de las muestras de ADN fue diluida a una cdragan final de 20ng/ pl que constituye la
concentracion necesaria para realizar la amplificace microsatélites. Las diluciones se

realizaron con TE estéril y fueron mantenidast8

6.4. Seleccion de primers para la amplificacion de microsatélites
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Los microsatelites utilizados en esta investigadi@mon seleccionados de la publicacion
de Warburton, et al. 2002, en la que se determinéconjunto de primers altamente
discriminatorios usados en la caracterizacion nutdede lineas élites de maiz en el CIMMYT.

Un grupo de 10 pares de primes especificos para foraiseleccionado de acuerdo a su
posicién genomica, con el fin de cubrir los 10 cogomas del genoma del maiz, se selecciond
un par de primer por cada cromosoma. Ademas,adetios primers especificados para cada
cromosoma, se eligio el de mayor Contenido de in&mion Polimorfica (PIC). Las secuencias y
posicién gendmica de los primers seleccionadosgseaestudio se detallan en la Tabla 2.

6.5. Amplificacion

En primer lugar, para cada par de primers, se r@térla temperatura de hibridacion
adecuada, asi los primers fueron evaluados indilrigente de acuerdo a la reaccion descrita en
la Tabla 3 que consistié en una fase de denatacédiz a 94° C durante 2 minutos, 30 ciclos de
amplificacién y una fase de elongacion final de iButos a 72° C. El ciclo de amplificacion
consiste en una fase de denaturalizacion a 94 G(psegundos, una fase de hibridacion de 1
minuto, y una fase de elongacion de 72° C por LitoirJna vez determinada la temperatura de
hibridacion de cada par de primer, se realizo lplificacion de cada par de primers para las 24
muestras. Para ello, se prepard una mezcla (Maig)gpara 25 reacciones. La cantidad de cada

uno de los reactivos para la preparacion del Miaxstese muestra en la Tabla 4.

Se repartio 8 pl del Mastermix en 24 tubos Eppdrtn 0.2 mL y a cada tubo se afiadi
2 ul de ADN [20 ng/ul] de cada una de las 24 aores. Finalmente, se colocaron los tubos en
el termociclador para la amplificacion de los mgat@lites de acuerdo al programa descrito

anteriormente y que se detalla en la Tabla 3.

6.6. Resolucion en geles de agarosa
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Para determinar la temperatura de hibridaciorcadia par de primers, el producto de la
amplificacion fue evaluado en geles de agaros&amhs SYBR (1uL/ml). Al producto de PCR
se le agrego 5uL de buffer de carga Blue Juice BEiXcada pocillo del gel de agarosa se cargo
4 uL del producto, y para identificar el peso dédada esperado por cada primer, también, se
cargo en el gel 3 pL de ladder 100bp. Se corrédetroforesis durante 2 horas a 80V. Despues,
de transcurrido el tiempo de la electroforesigtsgervé los resultados con luz UV. Entonces, de
acuerdo a la presencia y calidad de banda se detetmtemperatura de hibridacion apropiada

para cada par de primers utilizados en esta imazstin.

6.7. Resolucion en geles desnaturalizantes de acrilamida

Una vez determinadas las mejores condiciones delifeacion, se realizd la
amplificacion definitiva de las 24 accesiones cadacuno de los primers. El producto del PCR
de las 24 accesiones con cada uno de los paresrpribe analizada en geles de acrilamida,
debido a su alta resolucion. Para la preparacidbgale se mezcldo 100 ml de una solucion de
acrilamida al 6% y urea 5M, 545 pL de persulfatoathonio al 10% y 109 uL de TEMED.
Esta solucion se introdujo entre los dos vidriodadeamara vertical de electroforesis BIORAD,
evitando que se formen burbujas. Después, se pieebrgel a 85W durante una hora y media,
hasta alcanzar una temperatura constante de 42° C.

Se denaturalizé las muestras de ADN amplificadosl@armociclador a 95° C durante 5
minutos, luego se cargd en los pocillos del geladdlamida 4 pL del producto de la
amplificacion y para determinar el tamafio de laslba amplificadas se cargé también 3 pL de
ladder 30-330 bp en el primer y ultimo pocillo dgll. Finalmente, el gel se corri6 a 85W

durante 2 horas y media.
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6.8. Tincion de Plata

Para la visualizacion de las bandas en el gel diam@da se siguid el protocolo de
tincion de Benbouza et al 2006. Se sumergié alugel solucion fijadora (Etanol 10%, Ac.
Acético 0.5%) durante 5 minutos. Después, se camlbgel a la solucion de tincion (Nitrato de
plata 1.5 g/L y Formaldehido 37%) en la que se mantlurante 7 minutos. A continuacion se
sumergio el gel en agua destilada por 8 segundegolde lo cual se coloco al gel en la solucion
reveladora (Hidréxido de sodio y Formaldehido 37éf)Ja misma que se mantuvo hasta que se
observaron las bandas. Los pasos de tincion yadwese efectuaron en oscuridad y con
agitacion constante. Finalmente, se sumergio alegela solucion fijadora (Etanol 10%, Ac.
Acético 0.5%)) por 3 minutos, se dejo secar elyge# observo los resultados con la ayuda de un
transiluminador de luz blanca. Los detalles de gad@ para la tincion, asi como la composicién

de cada solucién se describen en la Tabla 5.

6.9. Toma de datos

Para determinar el tamafio de las bandas (ale®s$)dio la distancia en centimetros de la
migracién del ladder 30-330 pb y de las bandadas) de cada muestra. En base a estos datos
se realizd una regresion lineal en Microsoft Excel través de la formula de la regresion se
determiné el tamafio en pares de bases para céola ale
6.10 Analisis Estadistico para la informacidon molecular

Para el calculo de la frecuencia alélica, se uggradrama GenAlEx 6.2 en el que para

datos codominantes usa la siguiente formula:
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2Nxx+ Nxy

Frecuencia alélica = e
il

Con esta formula se determiné la frecuencia al@ea cada locus. Entoncééxx es
igual al numero de individuos homocigotos, Nxy es igual al numero de individuos
heterocigotos; N es el numero total de muestras.

Ademas, con la informacioén de la frecuencia aléfieacalculé el PIC (Contenido de

Informacion Polimérfica), de acuerdo a la siguieidtenula:
PIC=1- Z £

Enla ques f;? es la suma de las frecuencias alélicas al cuadrad
Ademas, a través del programa GenAlEx 6.2 se dalkeuindice de fijacion y la prueba
de chi cuadrado para el equilibrio Hardy-Weinbdagformula en la que el programa se basa

para cada una de los métodos estadisticos desantirsormente se detallan en la Tabla 6.

Posteriormente, a partir de la matriz de datos ex@er® una matriz de disimilitud
genética, usando el coeficiente SM (Simple Matchingediante el programa DARwin 5.0. A
partir de la matriz de disimilitud se obtuvo un degrama para representar de forma gréfica los
agrupamientos, para ello se utilizé el algoritmoQMA. El coeficiente de SM se calcula de

acuerdo a la siguiente formula:
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En la que gles la disimilitud entre dos unidadegj, L es el nimero de loct, la ploidia,
y myel nimero de coincidencias entre los alelos palaces!.

También, se realizé un analisis de coordenadasipales PCoA, para ello se procesé la
matriz de alelos en el programa GenAlEx 6.2

Finalmente, se realizé una comparacion entre logpagientos generados mediante el
analisis de coordenadas PCoA a partir de los dateculares y cada una de las variables
morfoldgicas, esto se realizo utilizando el progra@enAlEx 6.2. También, en Excel se calculo

la correlacion entre la matriz de distancia dedmt®s morfoldgicos y los datos moleculares.

6.11. Andlisis estadistico para caracteristicas morfoldgicas

En este estudio se consideraron cuatro caractesstiorfologicas del maiz: altura de la planta,
altura de insercion de la mazorca, color del tgliipo de espiga. Asi, para cada accesion se
obtuvo la informacién morfologica y del grupo dea&tesiones se calculo la media, desviacion
estandar y rango. Para los datos cuantitativoetendind una escala de acuerdo al nUmero de
clases y para los datos cualitativos se mantuesdala de acuerdo la informacion recolectada en
campo, el detalle de las escalas se puede ver €abla 7. De esta manera, se elabord una
matriz de datos morfolégicos en Microsoft Excelrapaespués ser analizada mediante el
coeficiente estadistico de asociacion SM (SimplécMag), en el programa NT-SYS 2.0. Este
coeficiente matematico, permite calcular el nivelsimilitud que existe entre los individuos de

un estudio, midiendo las coincidencias y diferemicjae presentan estos Ultimos para cada uno
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de los caracteres analizados. Finalmente, a p#etiresultado del andlisis estadistico con el
coeficiente SM se gener60 un dendograma bajo ebdoétUPGMA para visualizar el

agrupamiento de las accesiones a partir de caigtttas morfologicas.

7. Resultados

7.1. Extraccion y cuantificacion de ADN

La cantidad inicial de 0.25 g de hoja fue Optimeada extraccion de ADN, ya que se alcanzé
una concentracion promedio de 2082.27 ng/uL (T&)laA partir de las concentraciones
obtenidas se realizo diluciones para alcanzar aneentracion final de 20 ng/ pL utilizada para
la amplificacion.
7.2. Eleccion de primers para la amplificacion

Para los primers phi 032, phi 034, phi 078 y pl6 Gsitemperatura de hibridacion vario
ligeramente de la temperatura registrada por Weobuet al, 2002 como se muestra en la Tabla

9, para.

7.3. Analisis de diversidad alélica

De los 10 pares de primers ensayados se obtuwerdotal de 43 alelos con un rango de
tamafio entre 67-265 bp. Los alelos obtenidos gaata par de primer se detallan en la Tabla 9,
en la que se observa que el primer phi 233376 slackecon el mayor niumero de alelos (8) que
varian en tamafio de 147-179 pb.

La frecuencia alélica para cada locus (primer) sedp observar en la Figura 1. Se
destaca la frecuencia del alelo 176 del locus ghdaino el de mayor frecuencia, 81% y el alelo
255 del locus phi056 como el de menor frecuené®, 2n cuanto al PIC se obtuvo una media

de. 0.59 £0.15 y un rango entre 0.30 y 0.83. Enalbla 9 se muestra el PIC y el nimero de
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alelos por locus. También, en la Figura 2 se pwsittenciar los 5 alelos detectados para el
locus phi 087 que le dan al locus un nivel de potiramo de PIC de 0.75.

Por otro lado, el numero de alelos promedio fuel.@e+ 2.06 y un rango entre 2 y 8
alelos. Se obtuvo un 100% de polimorfismo, estded®e a que cada locus produjo mas de un

alelo y no se tuvieron locus monomorficos.

7.4. Andlisis de distancia genética

Una vez conocido el tamafio de los alelos para pedeer, se elaboré una matriz alélica en
la que consta el tamafio de los alelos en paresskstpara cada una de las 24 accesiones por
cada par de primer. A partir de la matriz aléli€alfla 10) se construyé la matriz de disimilitud
genética en base al coeficiente de asociacion Skhple Matching) para todas las
combinaciones posibles entre las 24 accesionds, gige se obtuvo un coeficiente de distancia
genética de aproximadamente 0.60+0.14, y un range 6.15 y 0.90. Asi, las accesiones con
mayor disimilitud 90% fueron e2-el7, e8-e12 y e8ar6 cambio solo una combinacién tuvo la
menor disimilitud 15% entre e3 y el, las leegarresponde a accesiones del Ecuador y la letra
c corresponde a accesiones del CIMMYT (Ver Tabla Hl)anélisis de agrupamiento UPGMA,
por otro lado, produjo un dendograma de relacigmeticas entres las 24 accesiones de maiz
negro en el que se puede ver dos grandes gruposl lyydentro de ellos se observa el
agrupamiento de las accesiones en 7 subgrupos#&Ryu

El Andlisis de Coordenadas Principales (Figureeflgjo un agrupamiento similar al que
mostrd el dendograma (Figura 3). El PCoA con dasdenadas principales muestra el 51.01%
de la variacion total existente entre las 24 accesi de maiz morado analizadas en esta
investigacion. Asi, la primera coordenada (eje Xiliea el 31.56% de la variabilidad total y

coincide con los dos grandes grupos | y Il formaelo®l dendograma. La segunda coordenada
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(eje 2) explica el 22.45% de la variabilidad gergéténtre las 24 accesiones de maiz negro
analizadas. De esta manera, en los dos ejes, secaleslos grupos correspondientes al
dendograma A, B, C, D y G (Figura 3). No se obsema agrupacion independiente de las 6

accesiones procedentes del CIMMYT en el dendograrea el PCoA.

7.5. Andlisis de homocigocidad

A partir de la matriz alélica (Tabla 10), se idéofi para cada accesion, los loci
homocigotos y heterocigotos. De esta manera se/@letn promedio 82% de homocigocidad en
las 24 accesiones de maiz para los 10 loci anakzad

Valores mayores a cero en el indice de fijacionceanrd que el grupo estudiado ha estado
bajo un proceso de seleccion (inbreeding) y queamotenido cruces al azar. En base a ello, para
los locus analizados se obtuvo un indice de fifaglmedio de 0.69+0.18, en el que el indice
de menor valor, 0.39, corresponde al locus phiyo8Rindice de mayor valor, 0.92, corresponde
al locus phi 109642 (Tabla 12). Ademas, en la féigbl se puede ver el gel en el que se
evidencia el alto indice de fijacion para el lophs 109642 porque en su mayoria las accesiones
estudiadas son homocigotas.

Por otra parte, para cada locus en el test deileguiHardy-Weinberg se obtuvo un nivel
de significancia p< 0.05 lo cual indica que lasea@mnes estuvieron sometidas a seleccion

debido a que fueron autofecundadas.

7.6. Variacion morfologica

Entre los datos morfologicos cuantitativos, laratde planta varié entre 96 y 170 cm,
con una media de 129 +22 cm; la altura de inserd@ta mazorca varié entre 58 y 94 cm, con
una media de 75+ 10 cm. El detalle de los datodat@gicos cuantitativos se presenta en la

Tabla 13. En cuanto a los datos morfolégicos tatalds, el color del tallo estuvo representado
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en las 24 accesiones por 50% verde, 25% morado% @&¢é; el tipo de espiga estuvo
representado por 42% primaria-secundaria y 58%gui@ssecundaria-terciaria, el resumen de

estos datos se presentan la Figura 6 para elaeldallo y en la Figura 7 para el tipo de espiga.

En base a los datos morfolégicos y el coeficiemesbciacion SM (Simple Matching),
se calculd para las 24 accesiones un coeficientistincia de aproximadamente 0.67. Por otro
lado, el andlisis de agrupamiento en base a lasctesisticas morfoldgicas produjo un
dendograma que divide a las 24 accesiones en bgogmo se puede observar en la Figura 8.

El dendograma agrupa a las accesiones en grupamparten dos o tres caracteristicas
morfologicas. El grupo A abarca individuos con i@tde la planta de 106-120 cm y tipo de
espiga primaria-secundaria. El grupo B contienéviddos con altura de insercion de la mazorca
61-70 cm y tipo de espiga primaria-secundaria#eieci En el grupo C se distinguen dos
subgrupos, el primero abarca individuos con aldeaplanta de 151-165 cm, altura de la
mazorca de 81-90 cm vy tallo verde; el segundo grgaiene a individuos con altura de
insercion de la mazorca 91-100 cm y espiga prirse@ndaria-terciaria. ElI grupo D incluye
individuos con altura de la planta de 121-135 caityra de insercién de la mazorca de 71-80
cm. Finalmente, el grupo E comprende individuos @itura de 136-140 cm, tallo café y espiga
primaria-secundaria-terciaria.

7.7. Comparacion de la informacion morfologica y molecular

Las agrupaciones obtenidas en el dendograma erabeam@cteristicas morfoldgicas no
tienen correspondencia con las agrupaciones obiteeid base a las caracteristicas moleculares.
El factor de correlacioén, r= -0.01 (Figura 9) iraligue no existe una correlacién fenotipica y

genotipica significativa entre las distancias midgdicas y moleculares.
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Se realizé un andlisis de coordenadas principalga pleterminar si las agrupaciones
obtenidas con la distancia genética tenian relagiguna de las caracteristicas morfologicas.
Con ninguna de las caracteristicas, tamafo dealstgyltamafio de la mazorca, color de tallo y
tipo de espiga se logré una agrupacion que pergigaionar la informacion morfolégica con la

molecular. EI PCoA para cada una de las caradtarsste puede observar en la Figura 10.

8. Discusion

8.1. Diversidad alélica

El tamafio de los alelos (en pares de bases) pdaauc® de los pares de primers descritos en
la Tabla 9 se encuentran dentro de los rangosndafita esperado de acuerdo a la informacion
disponible en la base de datos para microsatélitesaiz en la péagina “MaizeGDB” disponible
en www.maize.gdb.org. Ademas, se obtuvo un nivepal@norfismo del 100% igual que el
reportado por Souza et al., 2008, en el que sg&diésia distancia genética entre lineas
endocriadas de maiz. El alto polimorfismo detectadmbién, tiene concordancia con los
primers utilizados en esta investigacion, ya qusedecciond aquellos que tenian un PIC alto, es

decir eran polimorficos.

El valor PIC es considerado como el método masgoeara medir la distribucion de alelos
dentro del germoplasma estudiado (Jones, 200Aalgt PIC promedio de 0.59 para los loci
analizados en esta investigacion estan de acuenttosestudios como el de Enoki et al (2002)
en el que obtuvieron un PIC promedio de 0.69, Seiithl. (1997) 0.62 y Senior et al. (1998)
0.59. En general estos valores indican el altcepalscriminatorio de los primers utilizados
para analizar la diversidad existente entre laac2ésiones de maiz morado porque valores altos

de PIC indican mayor numero de alelos detectadokpos.
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Entonces, el PIC de 0.59 es un indicio del alt@lnde diversidad alélica en el grupo de 24
accesiones de maiz negro utilizadas en este esfdigmas, el maiz es una planta alogama por
lo que se espera que tenga una alta variabilidditalcomo producto de la alogamia a la que se

encuentra sometida en el campo (Ramirez, 2006)

8.2 Distancia genética

La distancia genética es la medida de la relaciénética entre las muestras de una
poblacién, asi una matriz de disimilitud genétiemnite analizar las posibles combinaciones
entre los individuos que se van a caracterizarrenpoblacion (Kosman, 2005). En el presente
estudio se utilizo la matriz de disimilitud genétimon el coeficiente SM (Simple Matching) en la
gue se obtuvo un valor de 0.60+0.14 de disimilitagtos resultados estan de acuerdo a otros
estudios en lineas endocriadas de maiz usandosaiélites (Smith et al., 1997; Senior et al.,
1998 y Legesse et al., 2008). Ademas, se confifrpader discriminativo de los microsatélites,
ya que la distancia genética minima fue de 15%eee® y el. El promedio de diversidad
genética 0.6 concuerda con otros estudios. Legatssé (2008) obtuvieron un promedio de
diversidad genética entre lineas endocriadas de deab9%, y en base a ello concluyeron que
entre las lineas de maiz estudiadas existio uriraltoe de polimorfismo.

Las agrupaciones obtenidas en el dendograma y RieoAitieron obtener agrupaciones
entre las lineas autofecundadas de maiz negro.olteidencia en las agrupaciones de las
accesiones por los dos métodos es un indicativgudeéste es al agrupamiento real que existe
entre los genotipos de las accesiones analizadaraidez, et al., 2006) Estas dos formas de
agrupacion establecen las relaciones genéticas Bnéas endocriadas lo cual es muy util en

programas de mejoramiento genético para la gerderaei hibridos (Enoki, 2002).

8.3. Homocigocidad
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En primer lugar se debe considerar que las acaEsiale maiz negro analizadas
corresponden a la segunda generacion de autofemandd&En programas de mejoramiento
genético en los que se usa la autofecundaciongeswerar lineas puras que la heterocigocidad se
reduzca en un 50% en cada ciclo de autofecundé8iéper, 2006). En el presente estudio se
encontro que para tres accesiones: 12e, 16e YyaE3&0 loci analizados fueron homocigotos. En
cambio para las accesiones 21 c y 22 c¢ se obtugaiqb0% de los 10 loci analizados fueron
homocigotos. Por lo que el 82% de homocigocidadrinado para los 10 loci analizados en las
24 accesiones de maiz negro indica que se redietézocigocidad de las accesiones producto
de la autofecundacién que tiene como principal tolgereducir la heterocigosis (Fernandez,
2006)

En cuanto al indice de fijacion (Valor F), los val® cercanos a 1 indican una disminucién de
la heterocigocidad producto de que no existe cratazar (Qi-Lun, 2008). Por lo que el grupo
de accesiones estudiadas con un indice de fija#00.69 es un indicativo que en los loci
analizados en esta investigacion se tiene unradiod de homocigocidad, que tiene relacién con
lo antes mencionado sobre el aumento de la honmmsigoediante las autofecundaciones del
maiz.

Se espera que las accesiones no se encuentrenikoriegHardy-Weinber porque han sido
seleccionadas y autofecundadas. Por ello, loseslde significancia p<0.05 obtenidos para la
prueba de chi cuadrado indican que los individuosestan equilibrio Hardy-Weinberg. De
acuerdo a Reif et al. 2005, la desviacion del dmquwl Hardy- Weinberg se debe a homogamia

dada por la autopolinizacion.

8.4. Morfologico
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En base al coeficiente de similitud SM (Simple dhatg), la distancia promedio de 0.67 indica
gue existe variabilidad entre las accesiones entoua las caracteristicas morfologicas. En el
maiz las caracteristicas morfolégicas pueden spava una caracterizacion de los individuos de
un grupo, la altura de la planta es un tipo deataristica que pueden presentar un alto rango de
variabilidad (Carvalho et al., 2008).

Ademas, en el dendograma se pudo distinguir lapagidn de las accesiones en 5 grupos.
Estos resultados tienen relacion con lo publicaoloHarting et al. (2008), en el que en base a
caracteristicas morfologicas, se dividié a 54edades locales en cuatro grupos. Al igual que en
este estudio los grupos compartian mas de unatedsdica morfologica. Sin embargo, es
necesario mencionar que en el estudio de Harting. ef2008), se utiliz6 20 caracteristicas

morfologicas para el analisis.

8.5. Comparacion

De acuerdo a Hartings et al. (2008), el maiz esultivo que tiene alta diversidad tanto en
caracteristicas fenotipicas como a nivel moleci8ar.embargo, las caracteristicas morfologicas
no son confiables para distinguir o estudiar laadirdad existente entre un grupo de individuos
porque estan influenciadas por el ambiente. Al remitt las caracteristicas genéticas no tiene
relacion o no estan afectadas por el ambiente (EROB2; Vaz, 2004).

Para que exista correlacion entre dos variablealet de r debe ser 1 o -1 o estar cercano a
dichos valores. El coeficiente de correlacion efdsecaracteristicas morfolégicas y moleculares
en este estudio fue r=-0.01. Por otro lado, emélisis de coordenadas principales tampoco se
encontrd que las agrupaciones obtenidas de acaela@informacion genética guarden relacion
con cada una de las caracteristicas morfolégicstm pudo darse porque se usO un numero

limitado de primers y accesiones, ademas quedosadnalizados no necesariamente estan
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relacionados las caracteristicas morfologicas zaxddis en este estudio. Vaz et al (2004),
encontro que caracteristicas como altura de laglattura de insercién de la mazorca y el tipo
de grano no estan relacionadas con la variacioectdégta por 15 microsatélites usados que al
igual que el presente estudio fueron selecciondéoacuerdo a la posicibn cromosoémica y no
por genes relacionados con caracteristicas agreasmi

Ademas, la mayoria de caracteristicas morfologteasen una herencia poligénica y su
expresion tiene influencia ambiental. En cambigyaimorfismo detectado por los marcadores

moleculares se debe a variacion en la secuencialiél(Hartings, 2008).

9. Conclusiones

Los marcadores moleculares microsatélites (SSRBe)ifieron una caracterizacion molecular
gue es complementaria a la caracterizacion morifitdode las 24 accesiones de maiz negro
analizadas en este proyecto que pueden ser d#gadtéin programas de mejoramiento de este

tipo de maiz.

El nivel de polimorfismo detectado por los 10 mgatglites analizados en este estudio,
indica que en este grupo de maiz negro existe ltenaaiabilidad genética ya que el indice de
disimilitud fue alrededor del 60%. En cambio elorade similitud de la caracterizacion
morfoldgica fue de 67%. Pese a ello se debe meacure no se encontrd una correlacion entre
las agrupaciones morfologicas y moleculares. Sibaggo, la diversidad entre las accesiones
detectada por los microsatélites puede ser comsldamas precisa porque no esta influenciada
por el ambiente y sobre todo indica la diversidamval de las secuencias de ADN a diferencia

de la diversidad detectada mediante caracteristicaf®ldgicas.



38

Ademas, se pudo identificar lineas endocriadasferedtes grupos basados en las distancias
geneéticas, por lo que los grupos mas distantestigam®&nte podrian usarse en cruces para
generacion de hibridos. Como complemento de estologe determinar el nivel de
homocigocidad de este grupo que fue de 0.82, Ibicdi@a que el método de autopolinizacion e
aumento la homocigosis lo cual tiene relacion @pédrdida de la heterocigosidad a través del
método de autofecundaciones usado en los progrdmasejoramiento genético para obtener

lineas endocriadas de maiz.

10. Recomendaciones

Debido a la informacion existente sobre el genoelanthiz se podrian escoger primers que
se encuentren ligados a genes de interés. Espeaéite en el caso del maiz morado, se podria
utilizar loci que estén ligados a genes que paditien la sintesis de antocianinas, ademas de
otros genes de importancia agronoémica que pernagnupar a los individuos por estas

caracteristicas.

También se deberian considerar, un mayor numerocatacteristicas morfologicas,
especialmente aquellas que sean de importancia@ygrca como rendimiento, numero de
hileras de granos en la mazorca, nimero de gramos@zorca, entre otras. Asi se podran
complementar los dos tipos de caracterizacion mtdey morfoldgica lo cual ser4 de mucha

utilidad en los programas de mejoramiento genéemaiz morado.
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Figura 1. Frecuencia alélica para cada uno los locus analizados.

Se observa la variacion en la frecuencia de alelodas 24 accesiones de maiz morado
analizados. Se destaca en el locus phi 059, el el 176pb como el de mayor frecuencia.

Figura 2. Resolucidn electroforética de los productos amplificados con el primer phi 087
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Las accesiones analizadas se encuentran enumegdbsl 24, la identificacion e indica que
son accesiones del Ecuador y la identificacion falseque son accesiones provenientes del
CYMMYT. En la primera y ultima columna se encuerdtanarcador de peso molecular (L). En
esta figura se observa la variabilidad alélicasie primer, se observan bandas entre 170-200 pb.
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Figura 3. Dendograma construido con el algoritmo UPGMA a partir de la matriz de disimilitud entre las 24 accesiones de maiz
morado.

Se observa el agrupamiento de las 24 accesionégyaipos, identificados de la A-G. Ademas, se alasgque las 6 accesiones
procedentes del CIMMYT (color rojo) no forman unosgrupo, sino que se encuentran distribuidas gigiopos A, D y F.
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Figura 4. Andlisis de coordenadas principales en base informacién molecular

La variabilidad genética entre las 24 accesiongs@glicada en un 31.56% para el eje
en un 22.45% para el eje2. En el gréafico se pueliearvar 5 grupos que corresponden
agrum@ciones obtenidas en el dendograma. Los gruposuguen similares son A, B, C,

G. En color naranja se indica las agrupacionessladcesiones procedentes del CIMNV

Figura 5. Resolucion electroforética de los productos amplificados con el phi 109642

Las accesiones se encuentran enumeradas-24, en las que la letra e y ¢ corresponc
accesiones procedentes del Ecuador o del CIMMY peas/amente. En los extremos
encuentran los marcadores de peso molecular (h)eske gel se puede evidenque para este
locus las muestras en su mayoria son homocigotesxa@pcion de la accesion 1
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Color de tallo

m Verde m Morado m Café

Figura 6. Distribucién de las 24 accesiones de maimrado de acuerdo al color del tallc
en porcentaje

Se puede observar que el 50% de las accesioneaidenmarado tiene el tallo de color ver
mientras que los de tallo de color morado y caéheth un 25% de representac
respectivamente.

Tipo de Espiga

® Primaria-Secundaria Primaria-secundaria-terciaria

58%

Figura 7. Distribucion de las 24 accesiones de maiz morado de acuerdo al tipo de espiga en
porcentaje
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Se puede ver que el tipo de espiga primaria-seciaatgiciaria esta representada en el grupo
de las 24 accesiones de maiz morado en aproximatame 58%, mientras que el tipo de
espiga primaria-secundaria tiene un 42% de rept@sién.
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Figura 8. Dendograma en base a caracteristicas morfologicas

En este dendograma se puede ver que se agrup@ecksones en 5 grupos denotadas con las
letras A, B, C, D y E, las letras e correspondecesiones del Ecuador y la letra ¢ corresponde a
accesiones del CIMMYT. No se observan una agropacadependiente de las 6 accesiones del
CIMMYT.
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Figura 9. Grafico de correlacidn en la distancia morfoldgica y genética
En base al gréfico se puede evidenciar que no se/@luna correlacion lineal entre las
distancias genéticas y morfolégicas.
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Figura 10. Andlisis de coordenadas principales en base a una caracteristica morfoldgica y la informacion molecular

En los graficos A (altura de la planta), B (tipoes$piga), C (color del tallo) y D (altura de la m@a) se puede observar que las
agrupaciones moleculares no guardan relacion emuna de las caracteristicas morfologicas.



13.Tablas

Tabla 1. Lista de accesiones analizadas

No Fenotipo |Lugar de origen
1| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
2 | Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
3| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
4| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
5| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
6 | Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
7 | Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
8 | Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
9| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
10| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
11| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
12| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
13| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
14| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
15| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
16| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
17| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
18| Negro B Quinche-Pichincha, Ecuado
19| Negro A CIMMYT (maices de altura)
20| Negro A CIMMYT (maices de altura)
21| Negro A CIMMYT (maices de altura)
22| Negro A CIMMYT (maices de altura)
23| Negro A CIMMYT (maices de altura)
24| Negro A CIMMYT (maices de altura)

50
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Tabla 2. Lista de primers utilizados en esta investigacion con su secuencias y posicion

gendmica
Primer Pos,|cu_)n Secuencia
genomica

CTCCAGCAAGTGATGCTGGAC

phi 032 9.04 GACACCCGGATCAATGATGGAAC
AAGCTAATTAAGGCCGGTCATCCC

phi 059 10.02 TCCGTGTACTCGGCGGACTC
TAGCGACAGGATGGCCTCTTCT

phi 034 7.02 GGGGAGCACGCCTTCGTTCT
ACTTGCTTGCCTGCCGTTAC

phi 056 1.01 CGCACACCACTTCCCAGAA
CAGCACCAGACTACATGACGTGTAA

phi 078 6.05 GGGCCGCGAGTGATGTGAGT
GAGAGGAGGTGTTGTTTGACACAC

phi 087 5.06 ACAACCGGACAAGTCAGCAGATTG
TTCTTCCGCGGCTTCAATTTGACC

phi 076 4.11 GCATCAGGACCCGCAGAGTC
CCGGCAGTCGATTACTCC

phi 233376 8.03 CGAGACCAAGAGAACCCTCA
CTCTCTTTCCTTCCGACTTTCC
phi 109642 2.00 GAGCGAGCGAGAGAGATCG

ATCTCGCGAACGTGTGCAGATTCT

phi 046 3.08 TCGATCTTTCCCGGAACTCTGAC




Tabla 3. Programa de amplificacidon de fragmentos microsatélites por PCR

Denaturacion

dAC por 2 minutos

Denaturacior

95°C por 30
1segundos

30 ciclos :
Annealing

X C por 1 minuto

Extensioén

72C por 1 minuto

Extension final

72C por 5 minutos

Pausa

AC (pausa)

**X, la temperatura cambia en la reaccion de acnetdipo de primer

Tabla 4. Mezcla de reaccion para la amplificacidon de microsatélites

Reactivo Cantidad
Agua libre de

DNAsa/RNAsa 125 pl
Buffer (1X) 25 pl
MgCl, 2mM) 10 pl
dNTP’s (0.4mM) 10 pl
Primer Forward (0.2mM) 12.5 pul
Primer Reverse (0.2mM) 125
Tag polimerasa (1U) 5 ul

Tabla 5. Protocolo de tincidn con plata para geles de acrilamida (Benbouza et al., 2006)
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DS

Solucién Composicion Tiempo
Fijadora Etanol absoluto al 10% y Acido acétic6.8Ro 5 minutos
Tincion Nitrato de plata (1.5 g/L) y Formaldehide?8 (1.5mL/L) | 7 minutos
Lavado Agua destilada 8 segundg

Reveladora| Hidroxido de sodio (15 g/L), Formaldet3d@% (2mL/L) | 5-7 minutos
Fijadora Etanol absoluto al 10% y Acido acétic6.aPo 2 minutos




Tabla 6. Descripcidn de los estadisticos que usa el Programa GenAlEx 6.2

Estadistico Formula Descripcion
indice de Fijacion En la que He es Ia
heterocigocidad
He — Ho
F=—— esperada y Ho es |a

He

heterocigocidad

observada.

Chi cuadrado

. i(O;E)E

En la que O es ¢
nimero observado d

individuos con e

e

=1 genotipoi, y E es el
namero esperado.
DF (Grados de En la que Na es ¢
libertad) namero de alelos en
[Na (Na —1)] locus

|14

)
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Tabla 7. Descripcion de las escalas utilizada para las caracteristicas morfoldgicas de las
accesiones analizadas en esta investigacion.



Datos cuantitativos

Altura de insercién
de la mazorca

m
o
O
o
o

Tamarfo (cm)

50-60

60 -70

70-80

80-90

90-100

Altura de la planta

90-105

106-120

121-135

136-150

151-165

OO ARWINIFRIORAWN|EF

161-180

Datos cualitativos

Color de tallo

m
0
Q
D
o

Caracteristica

Verde

Rojo sol

Rojo sol

Morado

Café

Tipo de espiga

Primaria

Primaria-Secundaria

WIN(FRP|IOIAWIN|F

Primaria-Secundaria-Terciar

a
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Tabla 8. Concentracion de ADN extraido para cada una de las 24 muestras de maiz negro

analizadas

NUimero de muestras

Concentracion ADN

(ng/ul)
1 2153.68
2 2671.2
3 2013.32
4 2750.06
5 2296.67
6 1021.29
7 2268.35
8 2308.65
9 2434.8
10 2016.07
11 1794.81
12 2480.92
13 1097.14
14 1221.19
15 1754.33
16 1962.54
17 1909.73
18 1448.52
19 2317.87
20 2152.44
21 2554.2
22 1839.21
23 2836.88
24 2670.7
Media 2082.27




Tabla 9. Temperatura de hibridacion para cada par de primer
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Locus

Temperatura de hibridacion (C)

Warburton et al., 2002

Esta investigacion

Alelos (pb)

PIC

phi 032

56

60

249

251

255

257

261

265

0.68

phi 059

60

60

158

176

0.30

phi 034

56

60

114

120

122

124

126

128

0.61

phi 056

56

56

251

255

257

259

0.55

phi 078

56

60

136

138

0.66

phi 087

54

54

0.75

phi 076

60

60

0.52

phi 233376

54

54

0.83

phi 109642

54

54

0.49

phi 046

54

56

0.47
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Tabla 10. Matriz alélica por primer y accesién

phi phi phi phi phi phi phi phi phi | phi %
Loci
ACCESION 32 59 34 56 078 87 76 | 233376| 109642| 046 [homocigotos

1e| 255| 255| 176 176| 124 | 120] 259 | 259 | 142 142\ 173 173 172| 172| 179 153 | 172| 172 73| 73 80%
2e| 257 | 257 | 176 176 124| 120| 259 | 259 | 142 142 | 173 | 173 172 190| 179 157 | 172| 172| 73| 73 70%
3e| 255 249 176| 176 | 124 | 124 259| 259 | 142 142 173 173 172 | 172 179 157 | 172 172 73| 73 80%
4e| 257| 257 | 158| 158 | 128 | 128 | 259 | 257 | 142 142 173 183 172 172 179 147 | 184 | 184| 67| 67 70%
5e| 255| 255| 176 176| 128| 128 259 | 259| 142 142 199 | 183 172| 172 179| 161| 184 | 184| 67| 67 80%
6e| 249| 265| 176 176 | 126| 126| 257 | 257 | 142 142 189 | 189 172 172 179 147 | 184 | 184 | 67| 67 80%
Te| 249 265| 176| 176 | 124 | 124 | 257 | 257 | 142 142 197 | 197 | 184 184 | 165| 165| 172| 172 67| 67 90%
8e| 257| 249| 158| 158 | 124 | 124 | 257 | 257 | 142 142 197 | 197 | 184 184 | 147 | 147 | 172| 172| 67| 67 90%
9e| 255 255| 176 158 | 124 | 124 | 257 | 257| 140 140 197 | 197 | 184 | 184 | 147 | 147| 172 172 73| 73 90%
10e| 249| 265| 176 158 | 124 | 124 | 257 | 257 | 140 140 199 | 199 | 184 | 184 | 147 | 147 | 172| 172| 67| 67 80%
11e| 249| 265| 176 | 176 | 124 | 124| 257 | 257 | 140 140 197 | 197 184 184 | 163| 153 | 184 | 184 73| 73 90%
12e| 255| 255| 176 176 128| 128| 257 | 257| 136 136 | 199 | 199 | 172 172 157| 157 | 184| 184 73| 73 100%
13e| 255| 255| 176 | 176| 124 | 124] 255| 257 | 140 140 173 173 184 184 | 157 | 157 | 184 | 184 73| 73 90%
14e| 257 249 176 | 176 | 124 | 124 | 257 | 257 | 138 136 | 199 199 172 172 169| 169 | 184 | 184 | 67| 67 80%
15e| 249| 255| 158 | 158 | 124 | 124 | 251| 257| 140 140 197 | 197 | 172 172 147| 147 | 184 | 184| 67| 73 70%
16e| 255| 255| 176 176| 124 | 124| 257 | 257| 140 140 173 173 172 172 161| 161| 184 | 184 | 67| 67 100%
17e| 255| 255| 176 158 | 122 | 122| 251| 257| 140 140 199 199 172 172| 161| 161| 184 | 184 | 67| 67 80%
18e | 255| 255| 176 176| 124 | 124| 257 | 257 | 136 136 199| 199 190| 190| 157 | 157 | 184 | 184 | 67| 67 100%
19c| 255| 255| 176 176| 128 128 | 257 | 257| 142 142 197 | 197 | 172| 172| 153| 153 | 172| 184| 67| 73 80%
20c| 255| 255| 176 176 128| 126] 259 | 257 | 144 1441 183 199 172 172| 163| 163 | 172| 172| 67| 67 70%
21c| 249] 261 176 | 176 | 124 | 124| 259 | 257 | 140 136 | 183 | 183 184 | 184 | 157 | 157 | 172 172 67| 73 60%
22c| 251 251 176 176 | 114 | 114] 251) 257 | 140 136 | 173 199 172 172| 161| 161 | 184 | 184| 67| 67 70%
23c| 255| 255| 176 176 124 | 124 | 259| 259 | 140 140 197 | 183 184 184 | 161| 161| 172| 172 67| 67 90%
24c| 249] 261 176 | 176 | 114 | 114] 251 251| 140 140 199 199 172 172| 161| 161| 184 | 184 67| 73 80%

Se observa los alelos en pares de base de cadddacper par de primer. En la identificacion dataesion la letra representa
las accesiones del Ecuador y la lettas accesiones del CIMMYT. El color naranja diferia los loci que son homocigotos para
cada primer. Asi se observa que tres accesiones1®2 y 18e son homocigotas para todos los loci.



Tabla 11. Matriz de disimilitud genética obtenida usando el indice SM (Simple Matching)

Se resaltan los valores maximos y valor minimoidienditud entre las accesiones
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el |e2 |e3 |e4 |e5 |(e6 |e7 |[e8 |e9 |(el0D |ell el2 el3 eld |el5 |el6 |el7 |el8 |c1 |c2 |¢3 |c4 |c5
e2 | 0.2
0.1
e3 5| 0.2
0.6 0.6
e4 5| 0.6 5
0.4 0.3
e5 5| 0.6 0.5 5
0.6 04| 0.4
e6 5| 0.7| 0.6 5 5
0.6| 0.6| 0.5| 0.7
e?7 5 5 5 5| 0.7] 0.5
0.7 0.6| 0.5 0.2
e8 5| 0.7 5 5| 0.8] 0.6 5
0.8| 0.8 0.4| 0.3
e9 | 0.6] 0.7| 0.6 5 5/ 0.8 5 5
el 0.7 0.3
0 0.8 0.8 0.7 5| 0.8| 0.6 5/ 0.3| 0.3
el 0.7| 0.6] 0.8 05| 03| 0.4
1 0.7 5 5 5/ 0.8] 0.6 04 5 5 5
el 0.6| 0.4 0.6 0.7
2 0.6| 0.7| 0.6 5 5/ 0.6| 0.8| 0.9 5 5/ 0.6
el | 0.5 0.7| 0.6| 0.7 03| 04
3 5| 0.6 0.5| 0.8| 0.7 5 5 5/ 0.4] 0.6 5 5
el | 0.7] 0.7| 0.6 0.5 0.4| 0.5 0.7 0.5/ 04| 0.6
4 5 5 5| 0.6 5 5 5| 0.6 5| 0.5 5 5 5
el | 0.7| 0.8/ 0.6| 0.5| 0.7| 0.6| 0.6| 04| 0.4| 0.5| 04| 0.6 0.5| 0.5
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5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
el | 05 0.5 0.4 0.5| 0.5 0.3 0.4
6 5| 0.7 5| 0.6 5| 0.5] 0.6| 0.7 5 5| 0.5] 0.5 5| 04 5
el | 0.7 0.4 0.6 0.5 0.4
7 5| 09| 0.8] 0.6 5/ 0.6] 0.8] 0.8 5 5/ 0.7] 0.5| 0.6] 0.5 5| 0.3
el | 0.7| 0.7 0.7 0.5 0.6 0.5 0.4| 03| 0.6
8 5 5] 0.7 5 5| 0.6] 0.6| 0.7 5 5| 0.6] 0.3 5 5 5| 0.4] 0.5
0.4 06| 05| 0.5 0.5 0.7] 0.5 0.6 0.5
cl 5 5 5 5| 04| 0.5| 05| 0.6 5 5 5/ 04 5| 0.6 5| 05| 0.6| 0.6
0.5 0.6| 0.7 0.6 0.5| 0.7 0.7] 0.5| 0.5
c2 5/ 07| 0.6| 0.6 04| 0.6 5 5| 0.7 5| 0.8 5 5| 0.6 5 5 5| 0.6| 0.5
0.6 0.7| 0.7| 0.4| 0.5 0.4 0.6 04 0.6| 0.6 0.5 0.
c3 5| 0.6] 05| 0.8 5 5 5 5| 0.5 5| 0.5 5 5| 0.6 5 5| 0.8 5/ 0.7 6
0.7 0.7 0.5| 0.7| 0.8| 0.8 0.5| 06| 0.4 0.3] 03| 05| 0.6 O.
c4 5] 0.8 5| 0.6] 0.5 5 5 5 5| 0.7] 0.7 5 5 5| 0.6 5 5 5 5| 6| 0.7
0.5] 0.6| 0.5 0.4] 0.5 0.4| 0.5 0.6 0.5 0.6| O. 0.6
c5 5 5 5/ 08| 0.5| 0.8 5 5| 0.4 5 5/ 0.8 0.5| 0.7 5| 0.4 5| 0.6 5/ 5| 04 5
0.7 0.7| 0.5 0.6 0.5| 0.6 0.4 03| 0.6| 0.6 0.| 0.6 0.6
c6 5| 0.8] 0.7 5 5| 0.6] 0.8 09| 0.8 5| 0.6 5 5| 0.5] 0.5 5 5 5 5| 7 5] 0.3 5




Tabla 12. indice de fijacién y resultados del Test Hardy-Weinberg

Locus F X2 Probabilidad Significancia
phi 032 0.3¢ 63.63 0.000) ***
phi 059 0.5¢ 8.35 0.004| **
phi 034 0.8( 79.53 0.000 ***
phi 056 0.47 13.63 0.034|*
phi 078 0.81 59.51 0.000) ***
phi 087 0.72 58.83 0.000| ***
phi 076 0.92 33.59 0.000) ***
phi 233376 0.65 104.35 0.000| ***
phi 109642 0.92 20.11 0.000) ***
phi 046 0.64 9.97 0.002] **

F: indice de fijacion, DF: grados de libertad
* P<0.05, ** P<0.01, ** P<0.001

Tabla 13. Altura de la planta y mazorca para cada una de las accesiones
estudiadas, media, desviacién estandar y rango



Accesion Altura (cm) Mazorca (cm)

el 114 68
e2 116 70
e3 165 90
ed 162 94
e5 164 91
e6 123 74
e7 122 73
e8 125 75
e9 116 70
el0 120 73
ell 113 68
el2 124 74
el3 102 62
el4d 112 67
el5 96 58
el6 131 79
el7 113 68
el8 115 69
cl 108 65
c2 122 73
c3 170 94
c4 165 91
c5 155 85
c6 144 79
Media 129 75
Desviacion Estandar 2P 1
Méaximo 170 94
Minimo 96 58

IXi



