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RESUMEN

Los objetivos del presente estudio fueron: evaluar la diversidad y estructura genética de las
especies de teocintle del Occidente de México, asi como estimar 1as reducciones recientes
en el tamaiio de las poblaciones por medio de técnicas moleculares de tal manera gue se
puedan evaluar los riesgos de desaparicion y erosién genética. Si en una regidn, la
diversidad genética es alta en todas las poblaciones, un programa de conservacion podria
basérse en consideraciones exclusivamente practicas ya que las poblaciones son
genéticamente equivalentes. Por lo contrario una especie compuesta con poblaciones con
niveles bajos de variabilidad en cada unidad pero con alto grado de diferenciacion entre
poblaciones requerird que los esfuerzos de proteccion sean dirigidos hacia tantas
poblaciones como sea posible. En este frabajo, la identificacion de poblaciones que han
sufrido reducciones severas en tamafio efectivo (cuello de botella) se Hevo a cabo con base
en varios criterios: los valores de heterocigosidad esperada, frecuencia de alelos raros,
graficas para evaluar la distorsién de frecuencias alélicas v el empleo’ del programa
Bottleneck para evaluar cambios en diversidad genética respecto a lo esperado bajo
diferentes modelos de evolucion. En el preéente estudio, se utilizaron un total de 67
povlaciones de teocintle (Zea mays ssp mexicana razas Mesa Central; Zea mays ssp
parviglumis, raza Balsas y Zea diploperennis), que representan a los grupos raciales mas
importantes de México, provenientes de Michoacan, Jalisco, Guanajuato, Colima y Nayarit.
En el invierno de 2004-2005 fueron sembradas las 67 accesiones de teocintle en Tapachula,
Nayarit; se sembraron dos surcos con 20 plantas para cada poblacion. Todas las plantas
fueron establecidas empleando las practicas culturales estdndares para la produccion de
maiz; a fin de reducir al méximo efectos de competencia entre parcelas, las razas de
teocintle se sembraron en orden en ¢l campo con base en sus similitud de ciclo vegetativo,
altura de planta y origen racial. Se tomaron muestras frescas de hojas de cada uno de los
materiales indicados y se envio a los laboratorios de Pioneer, en Johnston, lowa para la
extraccion de ADN y analisis de SSRs. Los resultados basados en el analisis de los patrones de
- polimorfismo de 28 SSRs demuestran que las especics silvestres del género Zea poseen altos
niveles de diversidad, aunque con gran variacion entre y dentro de regiones. Asi mismo, se pudo

demostrar, que la diversidad genética no se encuentra distribuida al azar, sino que hay patrones bien

definidos, relacionados en gran medida a la distribucidn geografica de las poblaciones; el analisis de

v




componentes principales confirmd {a gran variacion entre accesiones y regiones. Son notorios los
niveles altos de diversidad en las poblaciones de la raza Balsas del estado de Michoacan, y los de la
raza Mesa Central, con valores relativamente mas bajos en las poblaciones de la raza Balsas de
Jalisco y en Zea diploperennis. Es notable el caso de las poblaciones cercanas a Villa Purificacion,

en el sur de Jalisco en donde los niveles de diversidad son alarmantes y se consideran en peligro de
desaparecer en poco tiempo. Una de las contribuciones mas importantes de este trabajo es que
el uso de marcadcres moleculares polimorficos y métodos de andlisis apropiados
peimitieron estimar los niveles de diversidad genética e identificar con claridad las
poblaciones con reducciones recientes en tamafio efectivo, ain cuando algunas de elfas no

mostraron dichas reducciones el afio de recoleccién de semilla.

vi




I INTRODUCCION

En lo que se refiere a nuestro pais, México junto con Brasil, Colombia, Indonesia, Zaire y
Australia, poseen alrededor del 70% de la flora del mundo y ocupa el cuarto lugar en
biodiversidad. México posee entre 25,000 y 30,000 especies de plantas vasculares; tan solo
en Chiapas, Oaxaca, Veracruz y Occidente de México, se han logrado inventariar mas de
8,000 plantas vasculares en cada area. La diversidad conjunta de especies de México
representa aproximadamente 12% del total mundial (CONABIO, 2006); una de las
caracterfsticas mas importantes de la diversidad floristica de México es que 12% de los
géneros y de 50 a 60% de todas sus especies son endémicas, es decir, su distribucion esta
restringida al territorio nacional (Rzedowski, 1998)-. Este es ¢l caso de algunas éspecies de
teocintle (Zea spp.); en conjunio, las diferentes especies de teocintle y el maiz componen el

género Zea.

En la actualidad se acepta ampliamente entre la comunidad cientifica que la agricultura y la
domesticacion de varias plantas se origind en forma independiente en seis a ocho regiones
del mundo; en México, el origen de varios cultivos de importancia mundial ocurrié hace
aproxiﬁladamente 10,000 afios (Smith, 1995). Muchos cientificos estan de acuerdo en que
el maiz se origind en México dado que los registros arqueoldgicos asf lo demuestran
(Piperno y Flannery, 2001; Benz, 2001; Smith, 2001; Pope ef al., 2001; Staller ef al., 2006).
Después de casi un siglo de estudios en las areas de Genética, Citologia, Botanica,
Arqueologia, Ecogeografia e Historia y andlisis detallados de Genética Molecular, la
hipotesis de que el teocintle s el ancestrc silvestre del maiz (Zea mays 1..) se ha ziceptado
ampliamente en la tltima década. La domesticaciéon del maiz ocurrié en México hace

aproximadamente 10,000 afios a partir de una especie tropical de teocintle anual, Zea mays

ssp. parviglumis (Matsuoka, et al., 2002a; Doebley, 2004). Ain cuando existen diferencias .

morfolégicas muy marcadas entre el maiz y el teocintle, especialmente en caracteres de
mazorca y la existencia de ramas laterales en teocintle, las diferentes especies, son muy
cercanas genéticamente; la hibridacion es posible entre todas ellas y los hibridos son
completamente fértiles. La herencia entre los caracteres que distinguen al maiz y al

teocintle se ha estudiado con gran detalle por Doebley y colaboradores por casi dos




décadas; varios de los caracteres morfolégicos estudiados estan bajo el control de muchos
genes que exhiben herencia cuantitativa y se han identificado cinco o seis regiones en el
genoma, las cuales tienen una gran influencia en las diferencias observadas (Doebley,
2004). Adn cuando la herencia de los caracteres que distinguen al maiz del teocintle es un
poco compleja, el evento de mayor importancia en la domesticacién del maiz fue la
liberacion del grano de la gluma endurecida del teocintle, que esté controlada por un solo

gene (Wang ef al., 2005).

Las investigaciones de la diversidad de las razas de maiz y del teocintle son numerosas e
incluyen el uso de marcadores morfoldgicos, aspectos bioquimicos y marcadores derivados
de secuencias del ADN (Doebley, ef al., 1984; Sanchez, ef al. 1998, Sanchez, ef al., 2000;
Matsuoka, ef al., 2002; Fukunaga et al., 2005). Estos estudios han ayudado a definir las
relaciones raciales y varios aspectos de la diversidad genética dentro del género Zea
contribuyendo a complementar 1&3 conclusiones de los estudios raciales cldsicos del maiz
mexicano reportados por Wellhausen, et al. (1951). Algunos trabajos sobre la diversidad
genética del teocintle incluyen isoenzimas (Doebley ef af., 1984; Rincon, 2001; Blancas et
ai., 2002) y ADN (Matsuoka et al, 2002a; Fukunaga ef ai., 2005). La mayoria de la
informacion obtenida se ha basado en pocas poblaciones, en pocas plantas y en varios
casos, las muestras fueron obtenidas en las décadas de 1960 v 1980. Hasta el momento no
se ha llevado a cabo un proyecto amplio que involucre muestras de la mayor parte de las
poblaciones actuales de teocintle de México; por otra parte, la informacién para estimar las
reducciones drésticas en el tamafio de las poblaciones es ain mas escasa y no hay
publicaciones que permitan evaluar la situacion de las poblaciones desde el punto de vista
molecular. La identificacion de poblaciones que han sufrido reducciones severas en tamafio
efectivo (cuellos de botella) es de gran importancia debido a que pueden incrementarse las
tasas de endogamia, la pérdida de variacidon genética, la fijacion de alelos desfavorables y
las variaciones demograficas aleatorias; en su conjunto estos factores reducen el potencial |
evolutivo e incrementan las probabilidades de extincion de las poblaciones. Desde el punto
de vista de conservacion y utilizacién de los recursos fitogenéticos, es de gran importancia
identificar aquellas poblaciones que han sufrido reducciones recientes en el nlimero

efectivo de individuos, especialmente aquellos casos que han ocurrido en las pasadas




décadas debido a que dichas poblaciones pueden no haberse adaptado todavia a los cambios
ambientales (Allendorf y Luikart, 2007). Por estas razones, existe un gran interés en
entender como estd estructurada la variacion genética dentro y entre poblaciones de
teocintle ya que de otra manera no es posible planecar esfuerzos de conservacion y manejo

de las poblaciones tanto ex sifu como in situ.




1.1 OBJETIVOS:
El objetivo general de esta propuesta es estudiar la diversidad y estructura genética de las
especies de teocintle del Occidente de México con base en marcadores moleculares y

evaluar los riesgos de desaparicion y erosién genética.

Objetivos especificos:

1. Estimar la diversidad genética entre y dentro de las principales poblaciones de teocintle

del Occidente de México

2. Estimar las reducciones recientes en tamafio de las poblaciones de teocintle y su riesgo

de extincidn
3. Identificar poblaciones en riesgo y definir estrategias de conservacion.
1.2 HIPOTESIS:

Existe una gran diversidad genética dentro y entre las especies de Zea en el Occidente de

México, asi como posibles reducciones en el tamafio efectivo en las poblaciones.




II REVISION DE LITERATURA

2.1 Taxonomia del género Zea
La clasificacion de especies del género Zea se baso inicialmente en la morfologia de la
inflorescencia masculina y aspectos ecogeograficos; Wilkes (1967) describi¢ cuatro razas
de teocintle para México (Nobogame, Mesa Central, Chalco y Balsas) y dos para
Guatemala (Guatemala y Huehuetenango). Con base en los trabajos de Iltis y Doebley
1980), Doebley e lltis (1980), Doebley (1990), Iitis y Benz (2000), Fukunaga et a/. (2005),
el género Zea se divide en dos secciones: (i) la seccion Luxuriantes incluye Zea perennis
(Hitch.) Reeves & Mangelsdorf, Zea diploperennis Iltis, Doebley & Guzman, Zea luxurians
(Durieu & Ascherson) Bird v Zea nicaraguensis Iltis & Benz (ii) la secciéon Zea incluye
Zea mays L. dividida en: Zea mays ssp. mexicana (Schrader) Iltis para las razas Chalco,
Mesa Central y Nobogame; Zea mays ssp. parviglumis litis & Doebley que incluye a la raza
de teocintle Balsas, Zea mays ssp. huehuetenangensis (Iitis & Doebley) Doebley para la

raza de teocintie Huehuetenango y Zea mays L. ssp. mays para el maiz cultivade.

2.2 Distribucion del teocintle

La distribucién natural de las diferentes especies de teocintle se encuentra dentro de
algunas de las mejores tierras agricolas de areas tropicales y subtropicales de México,
Guatemala, Honduras y Nicaragua; mayormente como poblaciones aisladas de tamafios
variables ocupando superficies de una hectirea hasta varios kilémetros cuadrados. La
distribucion del teocintle en México se exiiende desde la porcidn sur de la regién cultural
conocida como Aridoamérica, la Sierra Madre Occidental del estado de Chihuahua y el
Valle de Guadiana en Durango, hasta la frontera con Guatemala incluyendo practicamente
toda la porcidn occidental de Mesoamérica (Sanchez ef al., 1998; Ruiz et al., 2001; Wilkes,
2004). Un aspecto que cabe resaltar en relacion con la distribucién geografica de teocintle,
es que las poblaciones no tienen una distribucion uniforme, sino que hay condiciones
especificas de clima, suelo e influencia humana, donde es posible localizarlas. Entre los
informes mds antiguos sobre la existencia de teocintle, se encuentra el de Lumholiz (1902),

Lopez y Parra (1908), Collins (1921), Bukasov (1926), mientras que los mapas mas




actualizados sobre la distribucién del teocintle en México son los publicados por Kato

(1976), Sanchez y Ordaz (1987) y Sanchez er al. (1998).

Las 4reas de mayor importancia para el teocintle son: el Valle de Nabogame, en la Sierra
Madre Occidental al sur del estado de Chihuahua para la raza Nobogame; el Valle de
Guadiana, al éste y noroeste distante entre 8 y 20 km de la ciudad de Durango, y El Bajio,
que comprende porciones importantes de los estados de Guanajuate y Michoacén en
altitudes de 1700 a 2300 m, sobre todo en los alrededores de los lagos de Cuitzeo ¥
Patzcuaro, para la raza Mesa Central; El Valle de México incluyende el Distrito Federal,
Chalco-Amecameca y Toluca en el estado de México, cercanias de Ciudad Serdan y
Pueblai; en el estado de Puebla, para la raza Chalco; la raza Balsas ocupa la superficie mas
importante ¢ incluye el Occidente de México, sobre todo las 4reas tropicales y subtropicales
de los estados de Jalisco, Colima, Nayarit y Michoac4n y 1a Cuenca del Balsas incluyendo
porciones importantes de la Sierra Madre del Sur, desde Jalisco hasta Oaxaca;
recientemente se descubrié la inica poblacién conocida en México para Zea luxurians en

San Felipe Usila, Oaxaca (Aragén, 2006).

2.3 Situacién de las poblaciones de teocintle.

Durante las ultimas décadas han estado ocurriendo diversos acontecimientos en México que
tienen relacién con la diversidad y erosion genética del maiz y especies silvestres
emparentadas. Entre los aspectos mas importantes se encuentran la apertura de caminos y
explotaciones forestales; la menor disponibilidad de agua para riego y cambios de cultivos;
el crecimiento poblacional y urbanizacion de areas agricolas; el establecimiento creciente
de praderas para explotaciones ganaderas, el uso de variedades mejoradas en éreas de riego
0 buen temporal y desplazamiento de variedades nativas (Sanchez y Ruiz, 1996). Todos
estos factores se han sefialado como las amenazas de mayor mmportancia para el teocintle,
sin embargo, Wilkes (2007) indica que la causa de desaparicion del teocintle es el
abandono de las variedades nativas de maiz en las 4reas de distribucion del teocintle. Los
factores listados anteriormente estan afectando o podrian afectar la permanencia de las
variedades nativas de maiz y estabilidad de varias especies silvestres emparentadas; se

estima que las poblaciones de teocintle raras o indeterminadas, atin las estables, pueden




pasar a las categorias de vulnerables o en peligro de extincién muy rapidamente y no se
esperarfa que pudieran persistir por mucho tiempo como poblaciones naturales. Si bien es
dificil estimar con precision el peligro de extincidn de las poblaciones de teocintle en
México, de acuerdo a lo observado en los dltimos 30 afios (Wilkes, 1996; Sanchez y Ruiz,
1996; Sanchez, er al., 2004) con excepcion de la Cuenca del Balsas incluyendo la mayor
parte de las poblaciones de los estados de Guerrero, Michoacan y México, el resto de

poblaciones pueden considerarse amenazadas.

Desde 1995 se han llevado a cabo reuniones con ¢l fin de analizar aspectos relacionados a
la situacién de las poblaciones de teocintle y variedades nativas de maiz en México
(CIMMY'T, 1995, NAPPO, 1997, CIBIOGEM, 2001; SMBB, 2002; CEC, 2004;
CIMMY'T, 2006). Con respecto al teocintle, sc reconoce que se han logrado avances
importantes en la conservacion ex sity, sin embargo, se admite que México estd cambiando
répidamente por io que el teocintle entrara en las listas de especies en peligro de exiincion
si no se avanza en la planificacion para su conservacion tanto ex situ como in sifu. A pesar
de las recomendaciones surgidas en todas las reuniones mencionadas, no se ha iniciado en
afios recientes, ningun trabajo sistematico de recoleccidén, conservacién y monitoreo de las

poblaciones de teocintie en México.

2.4 Diversidad genética

La variacién genética que no puede observarse directamente en los individuos (fenotipo) es
més amplia de lo que pudiera pensarse y resulta practicamente imposible que se pueda
medir. Esta variacién genética puede detectarse mediante tecnologias moleculares que
muestran polimorfismo, es decir, las diferentes formas de un genotipo; dichas tecnologias
son entonces muy utiles como marcadores genéticos. A pesar de sus grandes ventajas, las

herramientas moleculares tienen sus limitaciones y pueden estudiar hasta cierto nimero de

genes o Joci; seria casi imposible estudiar toda la secuencia de ADN de la mayoria de las

poblaciones de una especie; esta es una razén de peso para planear cuidadosamente los
experimentos y prestar especial atencion al muestreo tanto de los individuos como de los

loci que van a ser evaluados. (De Vicente y Fulton, 2003)..




2.5 Diversidad dentro de poblaciones.

La cantidad y distribucién de la diversidad genética dentro de especies y poblaciones
depende en gran medida de aspectos taxonomicos, biogeogréﬁcos‘ y de su historia
evolutiva. Sewall Wright (1965) demostrd que la variacion genética (heterocigosis) puede
descomponerse de tal manera que sus componentes reflejen la estructura de las
poblaciones. El modelo béasico incluye tres componentes: Diversidad genética dentro de
individuos (Hy); diversidad genética entre individuos de la misma subpoblacién (Hy) y
diversidad genética total (Hy). Con la idea de cuantificar el efecto de la estructura de
poblaciones en endogamia, Wright (1965) defini¢ el indice de fijacion, el cual es igual a la
reduccion en diversidad genética con apareamiento aleatorio, relativo a cualquier nivel de
subdivision. El método de Wright para describir la variaciéon genética es de gran utilidad

para entender la endogamia y la diferenciacion entre subpoblaciones.

2.6 Diversidad entre poblacienes.

Las estimaciones de la diversidad entre poblaciones por lo general involucran analisis
multivariado y taxonomia numérica, temas que han sido desarrollados por varios
investigadores (Sneath y Sokal, 1973; Goodman, 1973, entre otros). Inicialmente, las
estimaciones de similitud entre poblaciones se llevaron a cabo con base en caracteres
morfolégicos, v mas recientemente, las frecuencias alélicas provenientes de datos de
isoenzimas, de ADN (RFLPs, SSRs) y secuencias de ADN se han usado con dicho
proposito. Por lo general, las distancias genéticas se han relacionado con el tiempo desde

que la poblacién bajo estudio se diferencid de una poblacién ancestral (Weir, 1996).

La taxonomia numérica es una estrategia apropiada cuando se analizan poblaciones que se
han diferenciado en €pocas recientes. En la actualidad se dispone de una gran variedad de

medidas de proximidad, sin embargo, solo una pequefia fraccion de dichas medidas se

aplica de manera amplia. Por lo general, los patrones de similitud entre poblaciones pueden

visualizarse de mejor manera por medio de la combinacion de anélisis de agrupamiento y
métodos de ordenacion como componentes principales. Adicionalmente, se recomienda
llevar a cabo un andlisis discriminante con el fin de tener una idea de Ia asignacion correcta

o incorrecta de las unidades taxondmicas a los grupos en funcion de probabilidades.




2.7 Anilisis de agrupamiento.

Este analisis fue disefiudo para formar grupos o clases de individuos; con base en una
muestra de n objetos, cada uno de los cuales ha sido descrito en base a p variables. El
analisis de agrupamiento infenta agrupar los objetos en clases, de tal manera que los
individuos dentro de un grupo son mas similares en alguna forma, que los individuos de
grupos diferentes. Las técnicas de anélisis de agrupamiento inician con una matriz de
similitudes y los resultados por lo general se presentan en forma de dendrogramas, un
diagrama que ilustra las uniones que se llevan a cabo en cada etapa del procedimiento. Al
inicio, los objetos representan, cada uno, un grupo; gradualmente, se van formando grupos,
hasta que se llega a un grupo que incluye todos los objetos. Las estrategias mas comunes de
analisis de agrupamiento fueron descritas por Lance y Williams (1967) con base en un
algoritmo, dichas estrategias se presente{n en varios textos (Everitt, 1978; Clifford y

Stephenson, 1975).

2.8 Componentes Principales. El ACP consiste en transformar la serie de variables
originales en un nuevo conjunto de variables no correlacionadas entre si, llamadas
componentes principales. Esas nuevas variables son combinaciones lineales de las variables
originales y se derivan en orden decreciente de importéncia (varianza), de tal manera que el

primer componente principal es responsable de la mayor proporcion posible de la variacion

con respecto a los datos originales.

Es comin que el objetivo del ACP sea ver si los primeros componentes pueden explicar la
mayor parte de la variacion en los datos originales. Cuando este es el caso, se supone que la
dimensionalidad efectiva de! problema es menor que el niimero total de variables en
estudio. En problemas aplicados, un metodo comun es graficar los dos primeros
componentes principales para cada taxa, tratando de identificar grupos en los datos. El ACP.
se define como una técnica matematica que no requiere que el investigador especifique un
modelo estadistico para explicar la estructura del error experimental, sin embargo se podra
tener un mejor significado en los componentes en el caso en que las observaciones se

ajusten a una distribucién normal multivariada (Chatfield y Collins, 1980).




Los estudios acerca de la diversidad de las poblaciones de teocintle se han Ilevado a cabo
con base en diferentes tipos de marcadores: (i) morfologicos (Sanchez et al., 1998), (ii)
nudes cromosomicos (Kato, 1976; Sanchez er al., 1998), (iii) isoenzimas (Doebley ef al.,
1984) y (iv) marcadores basados en ADN (Doebley, 2064}. Con excepcion de los estudios
morfolégicos,.el resto de estudios se llevaron a cabo con muestras pequefias (5-12 plantas)

de semillas colectadas predominantemente en la década de 1960.

Con ¢l fin de esiimar el grado de variacion genética del teocintle Rincén (2001), analizo 27
loci isoenzimaticos en 46 a 50 individuos de cada una de seis poblaciones. La variacion
genética se estimod con base en varios estadisticus de diversidad; las poblaciones con mayor
variacién gendtica fueron las pertenccientes a Zea muys ssp. mexicana, seguidas por
aquénllas de Z. m. ssp. parviglumis y Z. “diploperennis. Por su parte, Fukunaga er al. (2005)
con base en 93 SSRs distribuidos en los 10 cromosomas encontraron que las subespecies de
Zea mays (ssp. mexicana y ssp. parviglumis) poseen valores mucho mds altos que las otras
~ especies diploides (Z. luxurians and z diploperennis). La ssp. parviglumis posee valores
ligeramente mayores de diversidad que la ssp. mexicana, sin embargo, ésta Gltima tiene un

mayor nimero de alelos especificos; la raza Nobogame mostrd los menores niveles de

diversidad.

2.9 Marcadores moleculares

Esta seccion se basa en gran parte en las publicaciones de Bretting y Widrlechner, 1995,
Avise, 1994 y Callow ef al. 1997. Desde el punto de vista de su utilidad, los marcadores
genéticos deben ser altamente heredables, su control genético debe ser conocido, su identificacion
debe ser facil durante el ciclo de vida del organismo (de preferencia en etapas tempranas), deben ser

neutrales (sin efectos en el crecimiento, valor selectivo en reproduccion} y finalmente deben

identificarse con base en técnicas baratas, rapidas y seguras.

LLos marcadores basados en polimorfismo del ADN son considerados ideales en estudios de
poblaciones. Los acidos nucléicos estan presentes en todos los organismos, describen genotipos y se
pueden muestrear practicamente todas las regiones del genoma. Los avances recientes, tales como

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), han puesto las técnicas moleculares al alcance de los
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proyectos relacionados con genética de poblaciones y manejo de recursos genéticos, debido sobre
todo a las reducciones en costo de los diferentes procedimientos. En la actualidad hay una gran
variedad de herramientas para evaluar la variacion en secuencias de ADN del nicleo o de los

organelos.

2.9.1 RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms). El descubrimiento de las enzimas de
restriccion {endonucleasas), revoluciond la biologia molecular. Las endonucleasas de restriccion
son enzimas muy especificas que cortan ia molécula de ADN siempre y cuando ocurra una
secuencia particular de nucledtidos, llamada el sitio de restriccion de la enzima. Cualguier cadena
sencilla de ADN tiene la capacidad de formar ura molécula de doble cadena; el apareamiento con

otra molécula sencilla se lleva a cabo en las secuencias que llevan las bases complementarias.

2.9.2 ADN de mitocondria (mtADN). Con pocas excepciones, el ADN de las mitocondrias es una
molécula doble circular con una longitud muy variable en nimero de pares de bases (200 a 2400
kb). El ADN de las mitocondrias se transmite sin recombinacion predominantemente a través del
progenitor femenino. La molécula entera de mtADN se considera como una unidad genética
completa con alelos miliiples y puede ser usada para la blisqueda de filogenias maiernas. mtADN
ha sido ampliamente utilizado para resolver relaciones filogenéticas en gran variedad de niveles
taxonomicos, analizar patrones de introgresion y ha servido como marcador genético en el analisis

de estructura de poblaciones y flujo genético.

2.9.3 ADN de cloroplastos (cpADN). Este tipo de ADN se transmite a través del progenitor
femenino en la mayoria de las plantas aunque existe infor;ﬁacién de transmision biparental o
paterna (Avise, 1994). Como en el caso de mtADN, el ADN de cloroplastos puede ser de gran
utilidad en estudios de poblaciones de plantas. Por ¢jemplo, cuando ¢l ¢pADN se hereda por el
progenitor femenino, se puede dispersar en semillas pero no en polen. En este caso, es posible
contrastar la informacion del cpADN con un marcador de herencia Mendeliana para evaluar la
influencia relativa de dispersion de semillas y polen en el flujo genético total. Varios autores
indican que este tipo de marcador es una de las herramientas mas poderosas para investigar
relaciones filogenéticas en plantas. Uno de las principales limitaciones de esta técnica es la

necesidad de secuenciar el ADN.

2.9.4 RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA). Los primers en este caso son

oligonucleétidos de 12 pares de bases, o0 menos, escogidos arbitrariamente; en consecuencia, las
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secuencias amplificadas también son arbitrarias. Los fragmentos de ADN producidos con este tipo
de primers se heredan como caracteres dominantes de herencia Mendeliana-simple, la ausencia de
fragmentos se interpreta como el alelo recesivo. Por lo general, el anilisis de RAPDs detecta la
ocurrencia de un solo alelo por locus, mientras que isoenzimas o RFLPs pueden distinguir varios

alelos en loci especificos.

2.9.5 AFLPs (Amplification Fragment Length Polymorphisms). Estos son fragmentos de ADN con
diferentes secuencias de nucledtidos de los cuales se han sintetizado miles de copias a través de
PCR. Este tipo de marcadores se desarrollaron con una combinacion de las de ios RFLPs y RAPD:s.
Este tipo de marcadores son dominantes, similares a los RAPDs; al parecer, esta en desarrollo una
serie de programas de cOmputo que permitirain discriminar entre individuos homocigotos y

heterocigotos en base a densidad alélica.

2.9.6 SNP's (Single Nucleotide Polymorphisms). Este es el tipo de polimorfisino de ADN mas
abundante entre individuos. SNP’s son posiciones de pares de bases simples ¢n las cuales exisien
diferentes secuencias alternativas entre individuos. Hay seis tipos posibles de SNP’s (A 4P ToG
4r C), (A 4» G, A 4> C,G 4» T o C 4P T) Este tipo de imarcadores se consideran .

ideales en estudios de mapeo y en programas de mejoramiento genético.

2.9.7 Los microsatélites [Variable Number Tandem Repeats VNTR), Simple Sequence
Repeats (SSR) o Short Tandem Repeats (STR})], son marcadores moleculares basados en
variaciones del nimero de repeticiones de nucleotidos en tdndem de secuencias cortas. Son
marcadores codominantes, heredados de manera mendeliana y ampliamente distribuidos en
el genoma del nicleo, cloroplastos y mitocondria. Cada locus de microsatélite esta
caracterizado por una secuencia linica conservada de ADN (primer) que flanquea a una
serie de motivos de nucledtidos repetidos. Los microsatélites presentan una alta resolucion
en la identificacion de variantes entre individuos debido a que son altamente polimorficos,
por lo que aportan informacion acerca de los procesos mutacionales acontecidos en la
poblacidn, a partir de los cuales se estiman las tasas efectivas de migracién y los tiempos de
divergencia de una poblacion, entre otros procesos . La gran cantidad de polimorfismo que
presentan lds microsatélites es producida principalmente por el apareamiento durante la

replicacion  (“slippage missparing”). Este sistema de mutacién no causa cambios en las
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secuencias flanqueantes lo cual explica el hecho de que éstas se mantengan tan
conservadas. |

El modelo més aceptado sobre la generacion de nuevas variantes en estos marcadores es el
de mutacidn paso a paso (“Stepwise mutation model 27). Este modelo implica que cada
mutacién crea un nuevo alelo ya sea mediante la adicion o delecion de las unidades de
repeticion nucleotidica que la componen. Consecuentemente, la magnitud de las diferencias
en el tamafio de los distintos alelos serd proporcional al grado de relacién entre ellos. Esto
quiere decir que alelos que presenten grandes diferencias de tamafio, estardn menos

relacionados que aquellos que presentan tamafios similares.

Los microsatélites son actualmente muy utilizados en estudios de genética poblacional, los
que se basan en estos marcadores para investigar la estructura genética de las poblaciones,
enfocandose en cuestiones de evolucién y conservacion bioldgica. Los microsatélites se han
convertido en uno de los marcadores moleculares mas populares por las ventajas que
presentan frente a otras técnicas como son: altos niveles de variabilidad, confiabilidad de
los resultados, herencia codominante y longitud corta. Otra de las ventajas que presentan es
el hecho de que los oligonucledtidos disefiados para una especie en particular, tienen la

posibilidad de ser utilizados en estudios de especies relacionadas.

Los microsatélites o secuencias simples, consisten de secuencias repetidas, cuya unidad de
repeticion es entre una y cinco pares de bases tales como (TG), o (AAT),. Los alelos en un
locus determinado se identifican a través de amplificacion via PCR y posteriormente por su
migracion relativa usando electroforesis; por lo regular se usa un testigo (ladder) de peso
molecular conocido para apoyar la identificacion. Los microsatélites son codominantes, se
heredan de manera Mendeliana simple, se consideran selectivamente neutrales y por lo
general son 7 altamente polimoérficos en poblaciones naturales. Adicionalmente, una
caracteristica de grati valor de este tipo de marcadores es que los primers desarrollados en
una especie pueden ser utilizados en especies relacionadas. Para estudios de poblaciones, es
necesario conocer el tamafio de los microsatélites con una aproximaciéon de una base;

posteriormente, los alelos se caracterizan por el numero de secuencias repetidas en el locus

analizado.
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2.10 Aplicaciones de los marcadores moleculares

Las herramientas descritas se utilizan en numerosas areas relacionadas con el mejoramiento
vegetal y el andlisis de la biodiversidad. A continuacidén se describen algunas de esas
aplicaciones. Cada uno de estos campos posee una base tedrica en ocasiones compleja y

muchos de ellos requieren del uso de programas de estadistica avanzada.

2.10.1 El control de la pureza varietal y la discriminacion de variedades protegidas (es
decir, registradas).

Requieren de una adecuada identificacién de los materiales. Esta identificacion se basa
tradicionalmente en el uso de descriptores morfologicos y fisiologicos. En la mayoria de
los cultivos, la utilizacion de recursos gencticos similares en diferentes prograﬁas de
mejoramiento ha reducido la eficiencia de discriminacién por marcadores fenotipicos. Por
otro lado, varios de los caracteres usados como descriptores presentan limitaciones en
cuanto al nimero restringido de variantes, influencia ambiental y dependencia del estadio
de desarrollo de planta. Como alternativa para resolver estos problemas, los
polimorfismos moleculares de proteinas y ADN resultan de utilidad en la determinacién
de loé criterios DUS (distincion, uniformidad y estabilidad). Se¢ utilizan localmente como
datos complementarios de los descriptores morfoldgicos y fisioldgicos para el registro de
los cultivares, en aquellos casos en que las diferencias entre materiales no son conspicuas.
ISTA (International Seed Testing Association) y UPOV (Union Pour La Protection Des
Obtenions Vegétales) son entidades internacionales que han desarrollado protocolos para
estandarizar los analisis de laboratorio para identificacion de cultivares y reglamentar la
utilizacion de diferencias moleculares en el control de la pureza varietal, la discriminacion

de variedades protegidas y en el otorgamiento de nuevas patentes. Con el objeto de evitar

el registro de variedades esencialmente equivalentes, UPOV ha establecido umbrales

minimos de diferencias moleculares sobre la base de distancias genéticas obtenidas a
partir de caracteres tradicionales. En la actualidad se dispone de patrones moleculares

varietales para una extensa lista de especies.

2.10.2 Uso en bancos de germoplasma
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Las practicas de la agricultura moderna han generado una pérdida de diversidad en la
mayoria de las especies cultivadas. El reemplazo paulatino de las variedades primitivas por
los cultivares hibridos de indudables ventajas econdmicas ha producido una reduccion en el
nomero de genotipos que se cultivan. La erosién genética puede tener graves consecuencias
para el cultivo, principalmente en relacion a su vulnerabilidad sanitaria. Los marcadores
moleculares permiten caracterizar las accesiones o muestras a ser incluidas en las
colecciones, estudiar el proceso de domesticacion, establecer relaciones filogenéticas y
colaborar en la eleccion de las estrategias de conservacion. El procedimiento consiste
basicamente en analizar los materiales mediante marcadores proteicos o de ADN y calcular
medidas de diversidad (nivel de polimorfismo, riqueza alélica, presencia de alelos tinicos) y
de similitud genética. Esta informacion luego se complementa con datos geograficos

{(procedencia de las accesiones, distribucién), pedigri y datos historicos de obtencion.

2.10.3 Mapeo genético

Un mapa genético de una especie animal o vegetal muestra la distribucién lineal de un
grupo de genes y marcadores en cada uno de los cromosomas que constituyen el genoma de
un organismo. El fundamento del mapeo genético reside en la relacién directa entre la
frecuericia de recombinacion y la distancia fisica entre los loci. Si un marcador resulta estar
genéticamente ligado a un gen que controla un cardcter de interés agrondmico, la seleccidon
de este marcador resulta en la seleccion indirecta del gen de interés. Este hecho constituye
el fundamento del proceso denominado seleccion asistida por marcadores moleculares,
aplicado en el mejoramiento genético vegetal y animal. Si el efecto de la sustitucién alélica
sobre la variacion fenotipica total del cardcter es pequefio, se considera el caracter como
cuantitativo o QTL (quantitative trait [oci). Si el efecto de la sustitucion de un alelo por otro
es grande en relacion con la variacidn fenotipica total, el cardcter es cualitativo (genes de

herencia simple). En general, la mayoria de los caracteres de importancia econdémica y/o

agrondmica, principalmente aquellos relacionados con la productividad, poseen herencia

cuantitativa o fenotipos complejos. Para incorporar un cardcter de interés agronémico en un

mapa genético es necesario cumplir con una serie de premisas:

i) Desarrollar una poblacion segregante para el cardcter agronémico en cuestion.
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ii) Caracterizar la. poblacidon segregante utilizande marcadores moleculares polimérficos
(con diferencias en la secuencia de ADN entre los parentales). Para construir un mapa
minimo es deseable disponer de al menos cuatro marcadores moleculares por cada
cromosoma del genoma en estudio. Cuanto mayor sea el nimero de marcadores
incorporados al mapa, mayor sera su resolucion y la probabilidad de identificar algun
marcador ligado al caracter agrondmico de interés.

iii) Evaluar fenotipicamente el caracter agrondmico, sobre los individuos de la poblacion
segregante. Este punto es crucial, ya que si la evaluacidn del caracter en la poblacion de
mapeo no es clara, es imposible incorporarlo al mapa genético.

iv) Identificar marcadores ligados al cardcter agrondmico (con segregacidn entre fenotipo

del caracter y fenotipo del marcador).

2.10.4 Distribucidn de la variabilidad genética en poblacionés naturales.

Las especies estan constituidas por unidades o demos mas ¢ menos aislados denominados
poblaciones. Una especie vegetal raramente se extiende en forma continua e
ininterrumﬁida. En general adopta una distribucién en parches. El nimero de individuos en
cada poblacion, el modo reproductivo (autogamia-alogamia), las distancias entre
poblaciones, el tipo de polinizacién (gravedad-aneméﬁla-entomc’)ﬁla), la accion del hombre
en la fragmentacion del habitat y el origen historico (especies nativas-especies
introducidas) determinan en conjunto una distribucién de la variacién genética propia de
cada especie.

Los programas de conservacion utilizan a menudo informacion acerca de la distribucion de
la variacién genética para establecer prioridades y estrategias de manejo. El estudio de los
componentes de la variacion dentro y entre poblaciones colabora en la definicion de las
unidades a conservar y s¢ convierten en elementos importantes para la toma de decisiones
relacionadas con la proteccion de la biodiversidad. Es deseable que las poblaciones
seleccionadas para formar parte de las areas protegidas, contengan la mayor diversidad-
genética posible de modo de asegurar el mayor potencial evolutivo.

A partir de marcadores codominantes como las isoenzimas y microsatélites pueden ser
obtenidos parémetros de diversidad, también se calculan coeficientes de endogamia (F) a

partir de la heterocigosidad observada y esperada, e indices de similitud (I) o distancia
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genética (D) que cuantifican la semejanza o diferencia genética entre poblaciones a partir
de las frecuencias alélicas I.a diversidad genética cuantificada por marcadores moleculares
puede mostrar por ejemplo, que en una especie nativa de interés forestal todas las
poblaciones presentan altos niveles de variabilidad genética y son bastante similares entre
st.

El conocimiento de los componentes de variacion entre y dentro de las poblaciones
naturales puede utilizarse ademas en situaciones de repoblamiento, es decir, la introduccién
de individuos en 4reas en proceso de declinacidn. De acuerdo a la informacion obtenida por
la caracterizacion molecular, es posible seleccionar la 6 las poblaciones donadoras sobre la
base de la similitud genética con la receptora, de modo de evitar los efectos indeseables de
la depresion por exogamia. '

Las malezas de mayor impacta en la agricultura mundial son en general especies
introducidas. En el nuevo territorio, libre de presiones selectivas tales como especies
competidoras o patégenos caracteristicas del ecosistema de origen, la especie introducida es
capaz dc establecerse y colonizar todos los territorios.que reiinan determinadas condiciones
ambientales. La caracterizacion genética de las poblaciones de malezas puede aportar
informacién de utilidad en los programas de control. Mediante diferentes marcadores
moleculares puede establecerse si las poblaciones actuales provienen de un solo evento de
introduccion, con unos pocos individuos iniciales o por el contrario, ocurrieron eventos
multiples de introduccién. Ademaés, determinados marcadores informativos pueden
establecer con bastante precision cudl es el lugar de origen de las poblaciones introducidas,
v en este caso rastrear «enemigos naturales» que pudieran ser ttiles como control biologico
de la especie invasora. Del mismo modo puede ser analizada la variabilidad genética de
patdgenos o parasitos vegetales tales como razas de royas, virus, nemétodos, etc. y a partir

de esta informacion disefiar programas de control mas eficaces.

2.10.5 Estimacion del flujo génico

El flujo génico entre poblaciones vegetales ocurre mediante ¢l movimiento de polen o de
semillas. Lé morfologia de semilla y polen, los mecanismos de dispersién, el tipo de
polinizacidn, etc., hacen que la contribucion de estas dos vias al flujo total varie de acuerdo

a la especie. Los marcadores moleculares y Mejoramiento genético permiten cuantificar
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cada uno de estos procesos. Si el flujo génico se produce basicamente a través de polen, los
marcadores de ADN de organelos, como por ejemplo cloroplastos, no serén transferidos de.
una poblacidn a otra porque este tipo de informacion es sélo heredada por via materna. En
contraste, si el flujo génico se realiza principalmente a través de semillas, tanto los
marcadores de herencia materna como los de herencia biparental ¢ nuclear, serdn
transmitidos entre poblaciones. Mediante el uso de marcadores altamente polimérficos
como los microsatélites es posible determinar cudl ha sido la planta donadora del polen de
cada semilla por ejemplo, en especies arboreas. En este caso, por un lado se obtiene
informacion acerca de la distancia de transporte de polen y ademas constituye un test de
«paternidad». La estimacién del flujo génico ha cobrado especial relevancia en los estudios
tendientes . a evaluar el efecto sobre ei ambiente de los materiales genéticamente

modificados.

2.11 Detecciéon de reducciones recientes en tamafio efectivo de las poblaciones

En biologia se dice que una poblacién o especie ha sufrido una situacién de Cuello de
Botella cuando ha experimentado un dréstico. descenso en el numero de miembros en algin
momento del pasado, llegando en algunos casos a estar al borde de la extinciéon. Como
consecuencia, los ejemplares de las generaciones posteriores al cuello de botella presentan
una escasa variabilidad genética y la antigua proporcién de alelos en ¢l conjunto de la
poblacién ha cambiado considerablemente. Los cuellos de botella aceleran la deriva
genética y la evolucion de las especies que los experimentan de forma considerable, pues se
produce una seleccion intensiva de determinados caracteres que pasan a ser mayoritarios en
los individuos supervivientes, mientras que otros menos favorables se reducen o
desaparecen por completo (a menos que el cuello de botella haya sido causado de forma no

natural, por ejemplo, mediante la caza o tala masiva de arboles practicada por la especie

humana.

Los especialistas en conservacion bioldgica coinciden ampliamente que los cuellos de
botella en poblaciones deben ser evitados, son una amenaza para las especies; la
identificacion de poblaciones que han sufrido reducciones severas en tamafio efectivo

(cuellos de botella) es de gran importancia debido a que pueden incrementarse las tasas de
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endogamia, la pérdida de variacion genética, la fijacion de alelos desfavorables y las
variaciones demogréaficas aleatorias; en su conjunto estos factores reducen el potencial
evolutivo e incrementan las probabilidades de extincién de las poblaciones. Desde el punto
de vista de conservacion y utilizacidén de los recursos fitogenéticos, es de gran importancia
identificar aquellas poblaciones que han sufrido reducciones recientes en el numero
efectivo de individuos, especialmente aquellos casos que han ocurrido en las pasadas
décadas debido a que dichas poblaciones pueden no haberse adaptado todavia a los cambios

ambientales (Allendor{ y Luikart, 2007).

Los cuellos de botella, se fundamentan en eventos muy importantes en algunos modelos de
especies. Por ejemplo la colonizacién de una nueva éarea por pocos individuos apareados
con una sola hembra puede causar cambios genéticos extensos que inducen a reproduccion
aislada. Diversos investigadores estdn conduciendo cada vez mas estudios para detectar y
evaluar los efectos de cuellos de botella en poblaciones naturales. Estos estudios se
relacionan con métodes moleculares que pueden detectar cuellos de botella historicos y
ayudar a evaluar la magnitud y dibujar los cambios genéticos asociados a la colonizacién.
Muchos autores tienen que recurrir a la hipdtesis de cuellos de botella para explicar
observaciones de baja variacion genética en el estudio de especies. Los niveles de variacion
genética son usados como métodos para detectar cuellos de botella en ausencia de datos
historicos. Se han desarrollado métodos para detectar cuellos de botella antiguos usando

secuencias de ADN y genealogias.

Desde la década de 1970 ha habido preocupacién por desarrollar modelos matematicos que
describan cuantitativamente las reducciones en diversidad genética ocasionadas por las
reducciones drasticas en el tamafio de las poblaciones. Nei et al. (1975) presentaron las
formulas para estimar diversidad genética cuando el tamafio de las poblaciones estd
cambiando; adicionalmente presentaron los cambios en nimero de alelos por locus. Por
otra parte, se han iniciado investigaciones para el desarrollo de métodos de analisis y
programas de computo que permitan detectar las reducciones recientes en el tamafio de las

poblaciones con base en frecuencias génicas provenientes de datos moleculares.
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Existen dos metodologias para estimar las reducciones drasticas en el tamafio efectivo de
las poblaciones: (i) a partir de datos de frecuencias alélicas de marcadores moleculares en
una €poca en particular y (ii) estimaciones con base en monitoreo del cambio en
frecuencias alélicas en dos épocas determinadas. Dentro de la primera estrategia para
estimar reducciones en tamarfio efectivo de las poblaciones, Luikart ef al. (1998) y Cornuet
y Luikart (1996) han propuesto varias opciones para evaluar cualitativa y cuantitativamente
las reducciones recientes en el tamafio de las poblaciones. Por lo general los métodos
presentados por estos autores no requicren datos histéricos en los tamafios poblacionales ni
de los niveles de variacién genética, ¢stos requieren solamente de la estimacion de

frecuencias alélicas de 5 a 20 loci polimorficos y una muestra de 20 a 30 individuos por

poblacion..

Los aspectos tedricos involucrados en las metodologias disponibles para evaiuar los cuellos
de botella se basan a que existe una correlacion entre las reduccién del tamafio de las
poblaciones y reduccién en el numerc de alelos y diversidad genética; sin embargo, el
niimero de alelos se reduce més rapidamente que la diversidad genética. Con esto en mente,
en una poblacién con reducciones recientes en su tamaifio, la diversidad genética observada
es mayor que la diversidad esperada (Heq), la cual se calcula con base en el nimero de
alelos bajo la suposicién de un tamafio constanie (en equilibrio). Luikart er al (1996)
propusieron varias pruebas para determinar si una poblacién exhibe un numero
significativo de loci con “exceso” de diversidad genética. Como parte de los resultados de
sus investigaciones estos ultimos investigadores disefiaron el programa Bottleneck que
permite llevar a cabo varios tipos de analisis de datos obtenidos de marcadores moleculares
codominantes. El programa Bottleneck calcula para cada poblaciér y para cada locus la
distribucién esperada de la diversidad genética a partir del nimero observado de alelos,
dado un tamafio de muestra n y bajo la suposicién de equilibrio entre mutacion y deriva
genética. Con estos valores, se llevan a cabo tres pruebas estadisticas con el fin de-
establecer si existe exceso o deficiencia de heterocigocidad para cada locus. Dentro de la

segunda opcidn, hay al menos tres articulos que describen detalladamente el método de

analisis.
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Los aspectos tedricos involucrados en los métodos de estimacién puntual han sido
presentados por Nei ef al. (1975). El punto central de esta teoria es que el ntimero de alelos
observado en la muestra es menor que el nimero de alelos esperado para el nivel observado
de heterocigosis conforme la suposicién que la poblacion estd en equilibrio de flujo
genético y de mutacién. La carencia alélica es una funcién compleja de cuatro pardmetros:
el tiempo desde la iniciacion del cuello de botella (t), el tamafio efectivo de poblacién antes
y después de iniciado el cuelio de botella (¢ ), la tasa de mutacion () del locus y el tamafio

de la muestra de genes (n).

Cuando ocwrre un cuello de botella, ocurren reducciones drasticas en nimero de alelos y
heterocigosidad; los alelos se pierden mas rapido que la heterocigosidad y como
consecuencia, cuando se muestrean individuos, hay una deficiencia transitoria en nimero
de alelos. Es necesario probar la deficiencia de alelos, y es recomendado determinar la
relacion entre la heterocigosis observada y el nimero esperado de alelos. En teoria estas

dos cantidades estén relacionadas a través del pardmetro @ (4N,z). Una solucién mas

conveniente para dicha prueba se basa en las diferencias entre la heterocigosis observada y
la heterocigosis esperada por el nimero observado de alelos. Las poblaciones manifiestan
un exceso significativo de heterocigosis esperada cuando experimentaron un cuello de
botella genético reciente. Debe resaltarse que este exceso de heterocigosis no debe ser
confundido con el exceso de heterocigotos. Las pruebas que se han propuesto determinan si
la proporcion de loci con exceso de heterocigosidad es significativamente mayor que la
esperada con equilibrio; otra prueba establece si el promedio de diferencias estandarizadas
entre heterocigosidad esperada y observada es significativamente diferente de cero, una

tercera prucba comunmente usada es la prueba de Wilcoxon (Luikart ef al., 1998b).
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III MATERIALES Y METODOS

3.1 Material genético

En el presente estudio, se inc_luy(') un total de 67. poblaciones de teocintle (Zea mays ssp
mexicana raza Mesa Cenfral; Zéa majfs ssp parviglumis, raza Balsas y Zea diploperennis),
que representan a los grupos raciales mas importantes de México. Las 67 accesiones de
teocintle fueron colectadas por investigadores de la Universidad de Guadalajara durante los
afios 2002 y 2003 (Sanchez, et al. 2004). La lista de accesiones individuales de las razas y
de las poblaciones de teocintle estudiados, se incluye en el Cuadro 1A, mientras que su

distribucion geogrifica se presenta en la Figura 1.

Figura 1. Distribucion de las poblaciones de teocintle estudiadas, en el Occidente de

México.

En el invierno de 2004-2005 fueron sembradas las 67 accesiones de teocintle en Tapachula,
Nayarit; se sembraron dos surcos con 20 plantas para cada poblacién. Todas las plantas

fueron establecidas empleando las préacticas culturales estdndares para la produccién de
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teocintle se sembraron en orden en el campo con base en sus caracteristicas similares de

ciclo vegetativo, altura de planta y origen racial.

3.2 Los sitios de estudio

Los trabajos de campo fueron realizados en el Centro de Investigaciones de la empresa
Pioneer Hi-Bred International en Tapachula, Nayarit, México. Tapachula esta situada a 20°
49’ N y 105° 55° O, con una elevacion de 26 m; la temperatura media, durante el periodo

de enero-junto es de 25 °C y por lo general no se registran lluvias en dicho periodo.

3.3 Extraccion de ADN

Se tomaron muestras frescas de hojas de cada uno de los materiales indicados en el Cuadro
1 A (APENDICE). Las muestras fueron obtenidas de hojas sanas de plantas de
aproximadamente 30 dias de edad y consistieron de 10 a 12 discos de aproximadamente 8
mm de la parte media de la hoja. Los discos de cada planta se colocaron en tubos de
pléstico, se cerraron y se colocaron en bandejas de 96 cavidades. Cada accesion y cada
planta fueron identificadas y colocadas en hieleras para su envio a ios laboratorios de
Pioneer, en Johnston, Iowa para la extraccidon de ADN y analisis de SSRs. De utilizé el

método de extraccién reportado por Saghai-Maroof ef al. (1984)

3.4 Analisis de ADN

Las regiones de los microsatélites en el genoma fueron amplificadas por PCR con primers
seleccionados de la lista publicada por Matsuoka ef al. (2002b). Las secuencias de cada
primer estan disponibles en Maize Genetics Data Base (www.agron.missouri.edu ssr.hﬁnl).
Los productos PCR fueron separados por electroforesis capilar con un secuenciador
automatizado de Applied Biosystems equipado con el software de anélisis de fragmentos de
ADN, GENESCAN y GENOTYPER. El tamafio de los fragmentos de ADN fue calculado
automaticamente y de manera uniforme para todas las muestras analizadas. Se usaron 28
loci SSR localizados en los 10 cromosomas del teocintle. La lista de los SSRs se presenta el

Cuadro 1, el cual incluye su localizacion cromosomica, el tipo de modelo de evolucién de

acuerdo a Matsuoka et al. (2002b).
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3.5 Analisis de los datos

La diversidad genética para cada poblacidn y para cada region del Occidente de México fue
estimada por medio de el numerc de alelos, porcentaje de loci polimorficos,
heterocigesidad obser.vada y esperada; para los célculos se usd el Sistema de Andélisis
Estadistico (SAS, 2001). Considerando que algunas medidas de diversidad como la
heterocigosidad esperada se ven afectadas por el tamafic de muestra, se obtuvieron

estimadores insesgados tal y como lo sugiere Nei (1987).

Cuadro 1. Lista de marcadores moleculares usados en el estudio de teocintle.

Marcador Bin Tipo* Nim.
Phi036 1.01 Continuo !
Phid27913 1.01 Continuo 2
Phil09275 1.03 Continuo 3
Phi335G17 1.03 Casi continuo 4
Phi335539 1.08 Casi continuo 5
Phi0e4 1.11 Continuo 6
Phi402893 2.00 Continuo 7
Phi96100 2.01 Continuo 8
Phi083 2.04 . Casi continno 9
Phil27 2.08 . Casi continuo 10
Phi427434 2.08 Casi Stepwise 11
Phi453121 3.01 Continuo 12
Phi029 3.04 Continuo 13
Phi073 - 3.05 Mixed 14
Phi72 4.01 Continuo 15
Phi2 13984 4.01 Mixed 16
Phi076 4.11 Mixed 17
Phi1 09188 5.03 Continuo 18
Phi085 5.06 Mixed 19
Phi389203 6.03 Casi Stepwise 20
Phi034 7.02 Casi continuo 21
Phill5 8.03 Mixed 22
Phi015 8.08 Continuo 23
Phi233376 8.09 Contingo 24
Phi033 9.01 Continuo 25
Phi44 8880 9.07 Mixed 26
Phi059 10.02 Mixed 27
Phi062 10.04 Casi Stepwise 28

*Modelo de evolucion de acuerdo a Matsuoka ef al. (2002b).

Para investigar las reducciones severas en tamatfio de las poblaciones (cuellos de botella), se
usaron los métodos descritos por Luikart y colaboradores (Cornuet and Luikart, 1996;

Luikart et al., 1998a y 1998b). De acuerdo a los autores anteriores, la prueba de Wilcoxon y
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las graficas para detectar distorsion en las distribuciones de frecuencias alélicas son

excelentes indicadores para identificar cuellos de botella recientes.

3.6 Diversidad genética dentro de poblaciones.

Dentro de este analisis se usaron los siguientes estadisticos:
Niimero de alelos por locus en una muestra o poblacion (riqueza): (ny,).

Porcentaje de loci polimdrficos (LP): se calcula dividiendo ¢l nimero de loci polimorficos

por el nimero total de loci analizados

Niimero de alelos por loci polimdrfico (Ap): un locus se considera polimorfico si la
frecuencia del alelo mas comun es menor de 0.99; asi, Ay se calcula excluyendo los loci

monomdrficos.

Heterocigosidad observada (H,): Conteo directo de los individuos heterocigctos en la

poblacion.
HoL = Eij l‘lij/ll

Donde n;; es el namero observado de heterocigotos AiA;, con i#j en un locus determinado

en ]a muestra de tamafio n. Para varios loci (m),
H,=2 H, /m

La varianza de heterociggsidad es:
S =Z (Ho - HO)Zl(m-l.)

Diversidad genética o heterocigosidad esperada. Para un locus,
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Hr)=1“zipi2

Cuando el tamafio de muestra (n) es menor de 50 individuos, Nei (1987) indica que el

estimador insesgado de H es:
H,=2n(1 - Z;p?)/(2n-1)
La varianza de diversidad genética se puede calcular como:
S% =Z (Hp - Hp)*(m-1)

Desviaciones de equilibrio Hardy-Weinberg o endogamia dentro de una poblacion:

Fis = (Hs- Hy)Hs

Diferenciaciéon genética:
Fgr = (Hy - Hg)/Hr que representa la proporcion de la variacion en las subpoblaciones en relacién a

la variacion total. Este estadistico se ha denominado Ggy por Nei (1987).

Los datos de teocintle fueron agrupados basados en la geografia, la morfologia y
semejanzas citologicas (Sanchez, et al., 1998), y las diferencias entre los grupos para los
diversos estadisticos fueron analizadas usando el procedimiento MIXED del sistema de
analisis estadistico (SAS INSTITUTE, 1998) con los grupos y las accesiones-dentro-grupos
tratados como variables de clasificacion. Para cada una de esas variables, es posible
comparar las diferencias entre grupos usando el cuadrado medio de las accesiones dentro

grupos como término apropiado del error.

3.7 Diversidad genética entre poblaciones.

Las relaciones entre los materiales genéticos se establecicron con base en Andlisis de
Componentes Principales (ACP). El objetivo del ACP sea ver si los primeros componentes
pueden explicar la mayor parte de la vartacion en los datos originales. Cuando este es Vel caso, se

supone que la dimensionalidad efectiva del problema es menor que el nimero total de variables en

estudio.
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IV RESULTADOS
4.1 Diversidad genética
En el Cuadro 2 se presentan los niimeros de alelos registrados para cada locus; en total, se
registraron 630 alelos, con un promedio de 22.5 alelos por locus. Como se podra observar
el Cuadro 2, no hay uniformidad en el niimero de alelos por locus en los 10 cromosomas,
sin embargo, destacan Phi064, localizado en el cromosoma 1 y Phi029 en el cromosoma 3
con 40 y 37 alelos. Por su parte, Phil15, localizado en el cromosoma 8, presentd el menor

mimero de alelos con Gnicamente cuatro.

Cuadro 2. Numero de alelos por locus.

Marcador Bin . Tipo* Nam. No. alelos
Phi056 1.01 Continuo 1 22
Phi427913 1.01 Continuo 2 21
Phi109275 1.03 Continuo 3 21
Phi339017 1.03 Casi continuo 4 20
Phi335539 1.08 Casi continuo 5 17
Phi064 1.11 Continuo 6 40
Phi402893 2.00 Continuo 7 27
Phi%6100 2.01 Continuo 8 32
Phi083 2.04 Casi continuo 9 16
Phil27 2.08 Casi continuo 10 25
Phi427434 2.08 Casi Stepwise i1 17
Phi453121 3.01 Continuo 12 27
Phi029 3.04 Continuo 13 37
Phi073 3.05 Mixed 14 18
Phi072 4.01 Continuo 15 32
Phi213984 4.01 Mixed 16 14
Phi076 4.11 Mixed 17 17
Phil09188 5.03 Continuo 18 30
Phi085 5.06 Mixed 19 30
Phi389203 6.03 Casi Stepwise 20 10
Phi034 7.02 Casi continuo 21 18
Phill5s 8.03 Mixed 22 4
Phi015 8.08 Continuo 23 34
Phi233376 3.09 Continuo 24 23
Phi033 9.01 Continuo 25 28
Phi448880 9.07 Mixed 26 12
Phi059 10.02 Mixed 27 29
Phi062 10.04 Casi Stepwise 28 9

*Patrones de mutacién de acuerdo a Matsuoka et al. (2002b).
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En el Cuadro 3 se presentan los valores calculados para los indices de diversidad de las 67
poblaciones de teocintle estudiadas; dentro de regiones, el mayor nimero de alelos
correspondié a poblaciones del sureste de Michoacan con valores de hasta 262 alelos por
poblacidn, es decir, casi 10 alelos por locus. En la region de El Bajio también se detectaron
poblaciones con cerca de 200 alelos en total, sin cmbargo, en promedio, las del este de
Michoacan lés superan en casi 20 alelos por poblacién. Cabe destacar que en las
poblaciones con los menores nimeros de alelos se concentraron, todas, en la region cercana
a Villa Purificacién, Jalisco con no mas de 87 alelos (tres alelos por locus). Estos contrastes
en numero de alelos se reflejan en el restc de estadisticos; los valores maximos de
heterocigosidad observada (Ho) y esperada (Is) fueron de cerca de 0.60 y 0.75
respectivamente para ¢l este de Michoacén, mieniras que los valores para las poblaciones

de Villa Purificacién, Jal., fueron de 0.2 y 0.4 respectivamente para Ho y Hs.

Considerando a las regiones como poblaciones continuas, se agruparon los datos y con el
total de plantas de cada region, se calcularon los estadisticos de diversidad, Los resultados
se presentan en el Cuadro 4, y reflejan de manera clara lo mencionado anteriormente. La
region del este de Michoacén con poblaciones de la raza Balsas tiene concentrada una gran
diversidad alélica con 512 alelos (18 por locus), que representan mas del 80% del
observado en todo el Occidente de México; la misma tendencia se observa en
heterocigosidad en donde se observaron valores de cerca de (.8 para heterocigosidad
esperada (Hp) y 0.52 para la heterocigosidad observada (Ho). La regién de El Bajio mostrd
niveles importantes de diversidad, con alrededor de 60% de los alelos totales y valores de
Hp de 0.75 y de 0.5 para Ho; mientras que la regién de Villa Purificacion, Jal. y Zea
diploperennis de la Sierra de Manantlan mostraron los menores niveles de diversidad de
todo el Occidente de México, con un 23 y un 29% de alelos respecto al total, y valores de

Hp de 0.44 y 0.53, respectivamente.
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Cuadro 3. Estadisticos de diversidad genética en 67 poblaciones de teocintle del occidente de México.

. No.  Grupo Accesién Raza Sitio de recoleccion Muestra PL NALLE AL Hg Ho
173 i JSG-LCL-554 Balsas El Sauz 27.8 0.964 126 4,500 0.507 0.392
174 1 RMM-11 Balsas LaLima : 259 1.000 139 5.679 0.607 0.467
175 1 RMM-7 Balsas - El Rodeo 26.1 1.000 158 5.643  0.599 0.512
176 1 ISG-LOS-142 Balsas El Saucito 274 1.000 134 4.786  0.588 0.345
177 1 RMM-3 Balsas San Lorenzo 26.0 0.929 87 3.107 0.427 0.353
178 1 RMM-4 Balsas Los Naranjos 264 1.000 61 5750  0.622 0.498
179 1 RMM-10 Balsas Crucero Ejutla-Unién de Tula 265 1.000 153 5.464 0.617 0.5G63
180 1 JSG-RMM-LCL-556 Balsas Camino El Estanco-Amacuitlanejo 251 . 1.000 145 5.179 0.593 0.473
181 1 RMM-9 Balsas El Coyotomate 26.7 1.000 169 6.036 0.663 0.492
200 2 JISG-JRP-ERG-542 Balsas 3 km E de Amatlan de Cafias 26.5 0.964 123 4.393 0.558 0.495
201 2 ISG-IRP-ERG-543 Balsas Amatlan de Cafias (Junto al Pantedn) 258 1.000 127 4.536 0.578 0.469
202 2 JSGY LOS -40 Balsas Zacatongo 269 1.000 165 5.893 0.616 0.515
203 2 J8G-JRP-ERG-544 Balsas £l Rodeo (Km 7 Tepuz-El Tablilio) 26.1 1.000 163 5.821 0.640 0519
204 2 JSG-IRP-ERG-545 Balsas El Tablillo 25.6 1.000 172 6.143 0.643 0.551
205 2 18G-467 ‘ Baisas Quexpan-Las Raices 274 1.000 135 4.821 0.549 0.488
206 2 JSG Y SHP-464 Balsas La Ciénega (La Fortuna) 27.7 1.000 167 5.964 0.604 0.523
207 2 15G-421 Balsas K10 Guachinango-La Ciénega 25.6 1.000 165 5.893 0.626 0.573
134 3 ISG Y RMM-460 Balsas Cuirindalillo (km 142 Huet-Carac) 25.6 1.009 216 7.714 0.68% 0.495
135 3 JSG Y RMM-461 Balsas El Zapote (K122 Huetamo-Caracuaro) 245 1.000 178 6.357 0.652 0.520
137 3 IJSG-RMM-LCL-519 Balsas Puerto El Coyote (km 131 Huet-V, Mad)  27.2 1.000 171 6.107 0.668 0.495
138 3 JSG-RMM-LCL.-520 Balsas Km 135-136 Huetamo-Villa Madero 253 1.000 190 6.786 0.659 0.473
136 3 ISG-RMM-LCL-514 Balsas Km 80 Huetamo-Villa Madero 27.7 1.000 178 6.337 0.626 0.487
140 3 ISG-RMM-LCL-515 . Balsas La Cadena (Km 93 Huet-V Madero) 27.1 1.000 206 7.357 0.697 0.494
141 3 ISG-RMM-LCL-516 Balsas Puente Petembo (K95 Huet-V.Mad) 26.3 1.000 22} 7.893 0.694 0.503
142 3 ISG Y RMM-457 Balsas El Potrero (km 145.5 ZitAcuaro-Huet) 27.3 1.000 240 8.571 0.721 0.528
143 3 JISGY RMM-458 Balsas Quenchendio (kam 1531.5 Zit-Huet) 28.0 1.000 232 8.286 0.703 0.508
144 3 JSG Y RMM-439 Balsas Crucero Puertas de Chiripio (kni 153) 26.5 1.000 185 6.607 0.680 0.523
145 3 JSG Y RMM-455 Balsas El Guayabo (km 132.5 Zit-Huetamo) 26.6 1.000 230 8.214 0.710 0.541
146 3 JSG Y RMM-456 Balsas La Crucita (km 135 Zitdcuaro-Huet) 275 1.000 228 8.143 0.721 0.571
147 3 JISG Y RMM-454 Balsas Los Guajes (km 43 Zitdcuaro-Huet) 26.0 1.000 209 7.464 0.698 0.512
148 3 ISG-RMM-557 Balsas K100 Autopista Uruapan-L. Cardenas 265 0.964 148 3286  (0.397 0.420
149 3 ISG-RMM-558 Balsas . Taretan (I.a Perimera) 281 1.000 172 6.143 0.620 (0.489
172 3 ISG Y RMM-453 Balsas 1 Km Norte de Santa Ana 265 1.O00 249 8.893 0730 0582
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Cuadro 3...continuacion

No¢.  Grupo  Accesién Raza Sitio de recoleccion Muestra PL NALLE AL Hg Hg

182 3 JSG-RMM-LCIL.-537 Balsas Km 37 Temascal-l{uetamo 28.6 1.000 243 8.679 0.719 0.557
183 3 JSG-RMM-LCL-538 Balsas Km 33.5 Temascal-Huetamo 264 1.000 262 9357  0.746 0.620
184 3 JSG-RMM-LCL-539 Balsas Queretanillo 26.1° 1.000 213 7.607 0.696 0.542
185 3 ISG Y RMM-462 Balsas Casa Blanca (K62 Huet-Viila Mad) 275 1.000 166 5.929 0.621 0.468
126 4 RMM-14 Balsas Jirosto (Las Carboneras) 23.8 0.929 87 3.107 0.425 0.213
130 4 JSG-RMM-LCL-546 Balsas Los Cimientos 17.6 0.929 84 3.000 0.394 0274
131 4 JSG-RMM-LCL-547 Balsas El Tepopote (Huista-La Cofrad{a) 18.4 0.857 83 2.964 0.353 0.172
132 4 JSG-RMM-LCL-548 Balsas La Cofradia (Zkm al E) 17.9 0.893 86 3.071 038  0.228
133 4 JSG-RMM-LCL-555 Balsas I Km N Talpitita (La Higuerita) 22.1 0.857 87 3.107 0372 0.219
152 3 JSG-RMM-LCL-551 Z. diploperennis Las Joyas (Las Playas) 247 0.893 124 4.429 0.490 0.331
153 5 JSG-RMM-LCL-552 Z. diploperennis Corralitos 24.0 0.964 168 6.000 0.554 0.395
212 6 ISG Y RMM-463 Mesa Central Opopeo 275 1.000 166 5.929 0.591 0.478
213 6 JSG-LCL-559 Mesa Central Lézaro Cardenas 259 1.000 133 4.750 0.516 0.397
235 6 JSG Y RMM-445 Mesa Central Pifiicuaro 26.2 1.000 194 6.929 0.639 0.507
236 6 ISG Y RMM-446 Mesa Central Crucero Sepio (Pifiicuaro-Moroledn) 28.2° 1.000 205 7.321 0.690 0.592
237 6 ISG Y RMM-447 Mesa Central Uriangato (salida a Yuriria) 26.8 1.000 204 7286 0689  0.578
238 6 JSG Y RMM-448 Mesa Central 2 Km Sur de Cuamio ' 25.8 1.000 196 7.000 0.669 0.533
239 6 JSG Y RMM-450 Mesa Central San Agustin del Maiz 26.7 1.000 194 6.929 0.660 0.504
240 6 JSG Y RMM-451 Mesa Central Km 267.5 Autopista Guad-Morelia 258 1.000 181 6464 0649  0.483
241 6 JSG Y RMM-449 Mesa Central Hacienda La Estancia 25.1 1.000 197 7.036 0.679 0.390
243 6 JSG Y RMM-441 Mesa Central Km 3 Puruandiro-Las Pilas 253 0.964 176 6.286 0.663 0.554
244 6 JSG Y RMM-443 Mesa Central Km 2 Purudndire-Cuitzeo 255 1.000 182 6.500 0.645 0.545
245 6 JSG Y RMM-444 Mesa Central Batuecas {1 km hacia Cuitzeo) 27.0 £.000 137 4.893 0.492 0.370
209 7 J8G-465 Mesa Central San Jerdnimo (Cerro Grande) 28.5 1.000 168 6.000 0.574 0.500
210 7 I1SG-427 Mesa central L1 Salitre 26.6 1.000 191 6.821 0.666 0.572
211 7 JSG, MAS Y ERV-411 Mesa Central La Providencia I Km al N (La Noria) 26.5 1.000 150 5.357 0.509 0.397
230 7 JSG Y RMM-438 Mesa Central Changuitiro (1km a Purepero) 28.1 1.000 - 157 5.607 0.632 0.495
231 7 ISG-426 Mesa Central Cerro Churintzio 259 1.000 163 5.821 0.597 0.524
232 7 JSG Y RMM-439 Mesa Central Km 3.2 Churintzio-La Noria 274 1.000 155 5.536 0.596 0.461
233 7 ISG Y RMM-440 Mesa Central Penjamillo 28.6 1.000 172 6.143 0.611 0.497
234 7 ISG Y RMM-442 Mesa Central Jalapa 26.6 0.904 154 5.500 0.560 0.416
242 7 JISG Y RMM-452 Mesa Central Km 351.3 Autopista Guad-Morelia 25.8 1.000 164 5857  0.635 0.553
246 7 ISG Y ERV-409 Mesa Central Km 3 Ahuatldn-Poncitlan 241 1.000 119 4250 0.538 0.451
250 7 JSGY LOS-75 Mesa Central 5-7 km SW Cojumatlan 25.4 1.000 140 5.000 0.534 0.415
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Cuadro 4. Estadisticos de diversidad para regiones del occidente de México*.

Region Raza Muestra PL NALLE AL Hp, Hy, Hpp

Este de Michoacan Balsas 5354 1000 512 183 0.767  0.767 0.517
El Bajio Mesa Central 3158 100.0 389 13.9  0.753 0.754 0.509
Ciénega de Chapala Mesa Central 2935 1000 352 126 0.702 0.703 0.431
Sur de Jalisco Balsas 2379 100.0 314 112 0.720 0.721 0.450
Guachinango-Amatlan Balsas 21l.6 1000 283 10.1  0.689 0.691 0.517
Villa Purificacion Balsas 99.8 100.0 143 5.1 0.441 0.443 0.222
Sierra de Manantlan Zea dinloperennis 487 1000 185 6.6 0.538 0.544 0.364

*PL=porciento de loci polimérficos, NALLE=nOmero total de

observada.

Los datos 'para cada una de las poblaciones de teocintle fueron agrupados con base en
origen geografico, y las diferencias entre los grupos para los diversos estadisticos fueron
analizadas usando el procedimiento MIXED del sistema de analisis estadistico (SAS
INSTITUTE, 1998). Los valores promedio para los estadisticos de diversidad de cada uno
de los grupos se preseﬁtan en el Cuadro 5. En dicho cuadro se presenta e] valor de la

diferencia minima significativa (DMS 0.05) para fines de comparacién entre medias de

grupos.

alelos en la region, Al=promedio de alelos,
Hg=heterocigosidad esperada corregida por tamafio de muestra, Hp=heterocigosidad esperada. Hgp=heterocigosidad

Cuadro 5. Medias de estadisticos de diversidad en grupos de poblaciones de teocintle’.

Clave Grupo - Accesiones PL NAP AP Hg, Hsg Hgy
3 Este de Michoacan 20 0.998* 206.9* 7.4* 0.682* 0.696* 0.516*
6 El Bajfo 12 0.997* 180.4* 6.4% 0.632% 0.646% 0.511*
2 Guachinango-Amatlén 8 0.996* 132.1 5.4 0602 0614 0517
7 Ciénega de Chapala il 0.997* 1575 56 0.587  0.598  0.480*
1 Sur de Jalisco 9 0.988* 1436 5.1 0.580 0.592  0.448
5 Sierra de Manantlan 2 0929 1460 52 0.522  0.534 0363
4 Villa Purificacion 5 0.893 854 3.0 0.386 0.399 0.221
DMS 0.019 274 1.0 0.056  0.057 0.059

*Valores iguales estadisticamente (DMS 0.05)

PL=porciento de foci polimérficos, NAP=nlmero total de alelos por poblacién, AP=promedio de alelos por foci

polimérfico, Hgi=heterocigosidad esperada corregida por tamafioc de muestra,

Hg=heterocigosidad observada.
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De manera similar que para las poblaciones individuales y las regiones (Cuadros 3 y 4), en
promedio, en la region del este de Michoacan se presentaron los mayores valores de
diversidad genética, mientras que los menores valores se detectaron en el area de Villa

Purificacién, Jalisco y en las dos poblaciones de Zea diploperennis de la Sierra de

Manantlan.

El andlisis de la diversidad entre poblaciones se presenta graficamente en la Figura 2. La
Figura 2 resume el andlisis de componentes principales (CP); de acuerdo a este anilisis, el
CP1 explico el 15% de la diversidad alélica de los 28 SSRs estudiados, el CP2 explico el

10%, mientras que el tercer componente explico el 8% de la diversidad alélica.
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Figura 2. Componentes principales de poblaciones de teocintle con 28 SSRs. Las claves de
los grupos se encuentran indicadas en el Cuadro3 (1, 2 v 3 ssp. parviglumis, 6 y 7 ssp.

mexicana; 5 para Z. diploperennis).

El primer componente (CP1), separa con gran claridad las poblaciones de teocintle de las
localidades cercanas a Villa Purificacion, Jal. (4), del resto de poblaciones. El componente

principal 2 (CP2) separa a las poblaciones de Zea mays ssp. parviglumis (Raza Balsas,

32




grupos 1, 2 y 3) de las poblaciones de Zea mays ssp. mexicana (grupos 6 'y 7) y de Zea
diploperennis (grupo 5). Dentro de cada subespecie se observa variacion; reflejandose lo
encontrado para las poblaciones del este de Michoacan, las cuales muestran mayor

dispersion en la Figura 2.

4.2 Analisis de reducciones en tamaiio de las poblaciones.

El analisis de las reducciones del tamafio efectivo de las poblaciones de teocintle se basa en
el nimero de alelos (NALLE), en el nimero de alelos con frecuencias menores a 1%
{AC1), porcentaje de alelos con frecuencias menores a 1% (AP1), heterocigosidad esperada
(Hs), diferenciacion genética (Fst) y en la distribucién de frecuencias alélicas de los SSRs.
Los valores calculados de los estadfsiicos anteriores para cada poblacidn se presentan en el
Cuadro 6, micntras que las graficas de distribucién de frecuencias se presentan en las
Figuras 3 a 9. Cada gréfica de distribucion de frecuencias se elabord en la misma escala,
teniendo 10 clases (< 0.01, 0.1-0.2, >0.2-0.3, >0.3-0.4, >0.4-0.5, >0.5-0.6, >0.6-0.7, >0.7-

0.3, >0.8-0.9 y >0.9) y la escala de nimero de alelos maxima fue de 150 por clase.

Los criterios para identificar las reducciones recientes fueron los valores bajos en numero
de alelos, porcentajes menores a 50% de alelos con frecuencias menores al 1% (alelos
raros), valores menores de 0.6 de heterocigosidad esperada y altos niveles de diferenciacién
genética. Adicionalmente, se examinaron las graficas de frecuencias alélicas para cada
poblacion; las poblaciones sin reducciones recientes en tamafio de poblacion, deberan
mostrar graficas tipo “L”, es decir, con porcentajes de alelos raros cercanos al 60%; de
acuerdo a Nei (1987), los alelos raros son tipicamente mas abundantes que los alelos con
frecuencias intermedias en poblacioneé sin problemas de cuellos de botella. Asi mismo, se
espera que los alelos raros se pierdan rapidamente en poblaciones que han sufrido cuellos
de botella.

Por otra parte, dentro de cada region, se eligieron las poblaciones con los valores extremos
de diversidad y se llevaron a cabo las pruebas sugeridas por Luikart y colaboradores
(Cornuet and Luikart, 1996; Luikart er al., 1998a and 1998b) con base en el programa
Bottleneck (Cuadro 2 A).
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Cuadro 6. Numero de alelos (NALLE), alelos con frecuencias menores a 1% (AC1),
porcentaje de alelos con frecuencias menores a 1% (AP1), heterocigosidad esperada (Hs).y
diferenciacion genética (Fsr) en poblaciones de teocintle del occidente de México.

No.  Grupo Accesién Raza Sitio de colecta NALLE AC(CH APl Hs Fsy

173 1 JSG-LCL-554 Balsas Ei Sauz 126 38 46 0.507 0.353
174 1 RMM-11 Balsas LaLima 159 79 50 0.607 0.225
175 | RMM-7 Balsag El Rodeo 158 78 49 0.599 0.236
176 1 JSG-LOS-142 Balsas - El Saucito ) 134 53 40 0.588 0.250
177 1 RMM-3 Balsas San Lorenzo 87 29 33 0.427 0.455
178 1 RMM-4 Balsas Los Naranjos 161 84 52 0.622 0.206
70 1 RMM-10 Balsas Crucero Ejutla-Unidn de Tula 153 70 46 0.617 0.213
180 t ISG-RMM-LCL-556 Balsas El Estanco-Amacuitlanejo 145 68 47 0.593 0.243
181 I RMM-9 Balsas E! Coyotomate 169 75 44 0.663 0.153
200 2 JSG-JRP-ERG-542  Balsas 3 km E de Amatlan de Cafias 123 42 34 0.558 0.287
201 2 JSG-JRP-ERG-543  Balsas Amgtlan de Cafias 127 45 3 0.578 0.261
202 2 | )SGYLOS-40 Balsas Zacatongo 165 89 54 0.616 0.213
203 2 JSG-JRP-ERG-544  Balsas El Rodeo 163 74 45 0.640 0.183
204 2 JSG-JRP-ERG-545  Balsas El Tabliilo 172 88 51 0.643 0.179
205 2 15G-467 Balsas Quexpan-ias Raices 135 61 45 0.549 0.299
206 2 JSG Y SHP-464 " Balsas La Ciénega (La Fortuna) 167 88 53 0.604 0.228
207 2 15G-421 Balsas K10 Guachinango-La Ciénega 165 80 49 0.626 0.201
134 3 JSG Y RMM-460 Balsas Cuirindalille 215 128 59 0.689 0.120
135 3 ISG Y RMM-461 Balsas El Zapote 178 89 50 0.652 0.168
137 3 JSG-RMM-L.CL-51% Balsas "~ Puerlo Bl Coyote 171 79 46 0.668 0.147
138 3 JSG-RMM-LCL-520 Balsas K135-136 Huetamo-V, Madero 190 102 54 0.659 0.158
139 3 JSG-RMM-LCL-514 Balsas K80 Huetamo-Villa Madero 178 101 57 0.626 0.201
140 3 JSG-RMM-LCL-515 Balsas La Cadena 206 114 55 0.697 0.110
141 3 ISG-RMM-LCL-516 Balsas Puente Petembo 221 135 61 0.694 0.114
142 3 ISG Y RMM-457 Balsas El Potrero 240 150 63 0.721 0.080
143 3 ISG Y RMM-458 Balsas Quenchendio 232 147 63 0.703 0.103
144 3 JSG Y RMM-459 Balsas Crucero Puertas de Chiripio 185 103 56 0.680 0.132
145 3 JSG Y RMM-455 Balsas El Guayabo 230 140 61 0.710 0.093
146 3 JSG Y RMM-456 Balsas La Crucita 228 135 59 0.721 0.080
147 3 JSGY RMM-454 Balsas Los Guajes 209 122 58 0.698 0.109
148 3 JSG-RMM-557 Balsas Km 100 Urvapan-L. Cérdenas 148 69 47 0.597. 0.238
149 3 JSG-RMM-558 Balsas Taretan 172 87 5t 0.620 0.208
172 3 JSG Y RMM-453 Balsas 1 K Norte de Santa Ana 249 161 65 0.730 0.068
182 3 JSG-RMM-LCL-537 Balsas Km 37 Temascal-Huetamo 243 159 65 0.719 0.082
183 3 ISG-RMM-LCL-538 Balsas Km 33.5 Temascal-Huetamo 262 169 65 0.746 0.048
184 3 JSG-RMM-LCL-539 Balsas Queretanillo 213 120 56 0.696 0.111
185 3 ISG Y RMM-462 Balsas Casa Blanca 166 83 50 0.621 0.206
129 4 RMM-14 Balsas Jirosto (Las Carboneras) 87 31 16 0.425 0.457
130 4 JSG-RMM-LCL-546 Balsas Los Cimientos 84 26 31 0.394 0.497
131 4 JSG-RMM-LCL-547 Balsas El Tepopote 83 29 35 0353 0549
132 4 JSG-RMM.LCL-548 Balsas La Cofradia (2km al E} 86 28 33 0.386 0.507
133 4 JSG-RMM-LCL-555 Balsas 1 Km N Talpitita 87 31 36 0.372 0.525
152 5 JSG-RMM-LCL-551  Z dipioperennis  Las Joyas (Las Playas) 124 57 46 0.490 0.374
153 5 JSG-RMM-LCL-552 Z diploperennis  Corralitos 168 99 59 0.554 0.292
212 6 JSG Y RMM-463 Mesa Central Opopeo 166 89 54 0.591 0.245
213 6 JSG-LCL-559 Mesa Central Léazaro Cérdenas ' 133 64 48 0.516 0.341
235 6 JSG Y RMM-445 Mesa Central Pidticuaro 194 110 57 0.639 0.184
236 6 JSG Y RMM-446 Mesa Centsal Crucero Sepio 205 115 56 0.690 0.119
237 6 JSG Y RMM-447 Mesa Central Uriangato 204 113 55 0.689 0.121
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Cont. Cuadro 6

No.  Grupo  Accesién Raza Sitio de colecta NALLE ACl1 AP1 Hg Fsr

238 6 JSG Y RMM-448 Mesa Central 2 Km Sur de Cuamio 196 108 55 0.66% 0.145
239 6 JSG Y RMM-450 Mesa Central San Agustin del Maiz 194 108 56 0.660 0.158
240 6 I1SG Y RMM451 Mesa Central Km 267.5 a Guadalajara-Morelia 181 103 57 0.649 0.171
241 6 JSG Y RMM-449 Mesa Central Hacienda La Estancia 197 108 55 0.679 0.133
243 6 I1SG Y RMM-441 Mesa Central Km 3 Purvéndiro-Las Pilas 176 g0 51 0.663 0.154
244 3] JSG Y RMM-443 Mesa Central Km 2 Purvandiro-Cuitzeo 182 103 57 0.645 0.177
245 6 JSG Y RMM-444 Mesa Central Batuecas 137 73 33 0.492 0372
209 7 15G-465 Mesa Central San Jeronimo 168 96 57 (.574 0.268
210 7 18G-427 Mesa Central El Salitre 191 109 57 0.666 0.149
211 7 JSG-MAS-ERV-411  Mesa Central La Providencia 150 84 56 0.509 0.350
230 7 JSG Y RMM-438 Mesa Central Changnitiro 157 65 41 0.632 0.193
231 7 J5G-426 Mesa Centrai Cerro Churintzic 163 84 52 0.597 0238
232 7 JSG Y RMM-439 Mesa Central Km 3.2 Churintzio-La Noria 155 75 48 0.596 0.238
233 7 JSG Y RMM-440 Mesa Central Penjamiilo [72 89 52 0.611 0.220
234 7 JSG Y RMM-442 Mesa Central Jalapa 154 85 55 0.560 0.284
242 7 JSG Y RMM-452 Mesa Central K351.3 Guadalajara-Morelia 164 75 46 0.635 0.189
246 7  ISGY ERV-409 Mesa Central 'Km 3 Ahuatlan-Poncittan 119 54 45 0.538 0313
250 7 JSG Y LOS -75 Mesa Central 5-7 km SW Cojumatlan 140 69 49 0.534 0.318

" Con base en los resultados del Cuadro 6 y las figuras de distribucion de frecuencias

alélicas, se puede destacar lo siguiente para cada regién.

En la region Sur de Jalisco, las poblaciones de El Sauz, Col. y San Lorenzo, Jal. mostraron
los menores valores de diversidad, mayores valores de diferenciacién y las graficas con
mayor distorsién en la distribucién de frecuencias alélicas. En el caso de El Sauz, se han
registrado reducciones visibles en el nimero de plantas durante €l monitoreo y recoleccion,
mientras que en ¢l caso de San Lorenzo no parece haber habido cambios notables en los
ultimos 15 afios.

En el caso de la region de Amatlan de Cailas, el andlisis de los SSRs permitié detectar
valores relativamente bajos de diversidad; esa misma apreciacién se reportd durante la
recoleccién se semilla durante los afios 2004 y 2008 (Ron y Sanchez, comunicacién
personal). |

Como podra notarse en el Cuadro 6 y Figura 5, con la excepcion de la poblacién de
teocintle colectada en el Km 100 de la carretera Uruapan-Lazaro Cardenas en Michoacan,
en el resto de poblaciones estudiadas no parece haber habide reducciones recientes en el
tamario efectivo de las poblaciones. En.la mayor parte de esta region, las poblaciones estin

compuestas por muchos miles de plantas y en varios casos forman un continuo de varios

km?®.
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Figura 3. Distribucién de frecuencias alélicas en poblaciones de teocintle del area cercana
a Autlan, Jal. y El Sauz, Col.
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Por su parte, como se ha mencionado reiteradamente, todas las poblaciones estudiadas de la
region cercana a Villa Purificacion, Jalisco (Figura 6), mostraron los valores mas bajos de
diversidad, los valores mas altos de diferenciaciéon genética vy las mayores distorsiones en
las graficas de distribucion de frecuencias alélicas. En esta regidn se iniciaron programas
oficiales para promover el establecimiento de praderas artificiales hace cerca de 30 afios; en
esa época era comun observar fragmentos de las poblaciones de teocintle a los lados del
camino en Los Cimientos y El Chino, mientras que en la actualidad las plantas se
encuentran en pequefios manchones lejos de los caminos y varias poblaciones han

desaparecido (Sanchez, comunicacidén personal).

El caso de Zea diploperennis es un poco sorpresivo dado que los menores valores de
diversidad se encontraron en la poblacion de Las Joyas, la cual es parte de la zona protegida
de la Reserva de la Bidsfera de la Sierra de Manantlén. Es probable que cuando se inicio el
programa de proteccidon esta poblacion ya habia sufrido una reduccién importante en su

tamafio efectivo, lo cual no fue evidente durante la recoleccion de semilla.

Para el caso de las regiones de El Bajio y Ciénega de Chapala, hay algunas variaciones
importantes de localidad a localidad. En estas regiones el teocintle se encuentra de manera
predominante en los campos cultivados de maiz, y creciendo a lo largo de cercas de piedra
que bordean algunos de dichos campos, es decir, dependen en forma parcial de los nichos
agricolas o habitats abiertos. En esta- zona, los cambios hacia cultivos horticolas y la
siembra tecnificada de maiz implican la eliminacion de todo tipo de malezas y en una alta
proporcion la cosecha mecanizada. Por una parte, las practicas agricolas para la eliminacién
de malezas ha reducido el tamafio de varias poblaciones, mientras que en varios casos la
cosecha mecanizada ha promovido el movimiento de semilla y el crecimiento de algunas

poblaciones como en el area de La Barca en Jalisco

40




Jirosto

Los Cimientos

175 175
150 150
w 125 8125
[~
g 100 3 100
1]
. o 75
2 S 50
=
25 e
'..m.mﬁ?i. rm | o 4 il
1 2 3 4 5 68 7 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Clase Clase
EtTepopote LaCofradia
175 175
150 - 150
g 125 8 125
3 100 g 100
3 75 3 75
g 50 2 50
Talpitiia
175 Figura 6. Distribucion de frecuencias
, 150 alélicas en poblaciones de teocintle del area
125 . ) -,
3 100 cercana a Villa Purificacién, Jal.
<
2 75
S 50
25 -
0 A s L e e ol

Clase

41




Las Joyas (Las Playas)
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Figura 7. Distribucion de frecuencias alélicas en poblaciones de Zea diploperennis.
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Figura 9. Distribucion de frecuencias alélicas en poblaciones de teocintle de dreas cercanas

a la Ciénega de Chapala
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V DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo, basados en el andlisis de los f)atrones de
polimorfismo de 28 SSRs demuestran que las especies silvestres del género Zea poseen
altos niveles de diversidad, aunque con gran variacién entre y dentro de regiones. En este
trabajo, la gran mayoria de SSRs (27 de 28) mostraron gran riqueza alélica en las
poblaciones estudiadas, indicando que dichos marcadores ofrecen estimaciones confiables
de la variacion entre y dentro de poblaciones. Asi mismo, se pudo demostrar, que la
diversidad genética no se encuentra distribuida al azar, sino que hay patrones bien
defintdos, relacionados en gran medida a la distribuciéon geografica de las poblaciones; el
analisis de.componentes principales confirmé la gran variacidn entre accesiones y regiones.
Son notorios los niveles altos de diversidad en las poblaciones de la raza Balsas del estado
de Michoacin, en donde atin es posible encontrar éreas continuas de varios km® con
teocintle (S_énchc:z, 2006; Wilkes, 2007). Los resultados de este trabajo concuerdan en gran
medida con los estudios de Doebley ét al. (1984) con base en datos de isoenzimas y
Fukunaga et al. (2005) basado en 93 SSRs, es decir, los mayores niveleé de diversidad se
encuentran en poblaciones de las razas Balsas y Mesa Central, con valores relativamente

mas bajos en Balsas de Jalisco y en Zea diploperennis.

Por otra parte, tal y bomo se menciono, la diversidad en teocintle del occidente de México
no se encuentra distribuida aleatoriamente, lo cual se ve reflejado en los valores estimados
para diferenciacion genética. Adicionalmente, los valores de diferenciacion que se
estimaron, reflejan la estructura genética de las poblaciones y se asocian con bastante
consistencia a las reducciones en su tamafio efectivo. Cabe sefialar que los resultados del
programa Bottleneck no presentan suficiente consistencia en las pruebas de exceso de
heterocigosidad con los modelos IAM (Tinfinite Alleles Model) y SMM (Stepwise Mutation
Model). Trabajos recientes indican que en contra de lo esperado, la gran mayoria de SSRS‘
no sigue el patron de mutacion del modelo SMM; Matsuoka et al. (2002b) en su estudio
con 46 SSRs en el género Zea reportan 18 casos para ¢l [AM, 4 para el SMM vy el resto de

loci presento distribuciones intermedias. Seria necesario definir con toda certeza el modelo
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apropiado para cada locus y usar las pruebas del programa Bottleneck dependiendo del

modelo definido.

Se han sefialado como causas de la alta diferenciacion genética de las poblaciones naturales
a la fragmentacion, flujo genético reducido debido a movimiento limitado de semillas,
dispersion de polen y poco movimiento de partes vegetativas en el caso de plantas perennes
(Allendorf y Luikart, 2007). Sin embargo, para que la fragmentacion de las poblaciones
tenga consecuencias en la diversidad, el tamaifio efectivo debe reducirse de tal manera que
la deriva genética cause pérdidas notables en la riqueza alélica. En este trabajo, con base en
varios criterios metodologicos establecidos, fue posible detectar varios casos en que parece

haber habido reducciones drasticas recientes en el tamafio de algunas poblaciones.

Es notable el caso de las poblaciones cercanas a Villa Purificacion, en el sur de Jalisco en
donde los niveles de diversidad son alarmantes y se consideran en peligro de desaparecer en
poco tiempo. Ademas, es de importancia destacar que existen poblaciones en riesgo en |
otras regiones del Occidente de México y deberd ponerse atencién en las poblaciones de
San Lorenzo, Jalisco, El Sauz, Colima, Amatian de Cafias, Nayarit, Las Joyas, Jalisco, para
Zea diploperennis, Batuecas, Lazaro Cardenas, Jalapa, Cojumatlan en Michoacan,

Poncitlan y La Providencia en Jalisco.

Wilkes (1988) estimé que las poblaciones de teocintle raras o indeterminadas, afn las
estables, podrian pasar a las categorias de vulnerables o en peligro de extincidn muy
rapidamente y no se esperaria que pudieran persistir por mucho tiempo como poblaciones
naturales; de acuerdo a este autor, con excepcion de la Cuenca del Balsas incluyendo la
mayor parie de las poblaciones de los estados de Guerrero, Michoacdn y México, el resto
de poblaciones se consideraron amenazadas (Ver Cuadro 3 A sobre situacion de las
poblaciones). Atn cuando la Cuenca del Balsas sigue siendo el area en donde se pueden‘
observar poblaciones naturales de gran tamafio, la mayoria se han fragmentado
notoriamente y a reserva de hacer estimaciones detalladas de su tamafio, se considera que
los fragmentos actuales no exceden los 10 km®. (Sénchez y Ruiz, 1996; Sanchez et al.,

1998). La situacion de las poblaciones de la raza Mesa Central es mas dificil de definir, de

46




acuerdo a Wilkes (1988), esta raza pudo llegar a cubrir miles de km? en forma continua, sin
embargo en la actualidad sélo se encuentra en sitios aislados en superficies no mayores a 10
ha; en varias localidades, la ausencia de plantas de teocintie parece estar fuertemente
asociada con el abandono de tierras que anteriormente eran cultivadas con maiz y con
cambios de cultivo (sorgo, alfalfa, hortalizas y varias especies forrajeras). El caso opuesto
ocurre en Penjamillo de Degollado y los alrededores de Churintzio y El Salitre en
Michoacdn; San Jerénimo, Poncitlan y La Barca, en Jalisco; en estos lugares las
poblaciones de teocintle son de mayor tamafioc o han aparecido en mayor nimero de

parcelas en los dltimos 15 afios.

Sanchez y Ruiz (1996) y Wilkes (2007) han sefialado como las causas para la reduccion o
desaparicion de las poblaciones de teocintle: la apertura de caminos y explotaciones forestales;
la menor disponibilidad de agua para riego y cambios de cultivos; el crecimiento
poblacional y urbanizacién de 4reas agricolas; el establecimiento creciente de praderas para
explotaciones ganaderas, el uso de variedades mejoradas en areas de riego o buen temporal,
y de manera especial, el abandono de las variedades nativas de maiz en las areas de distribucién del
teocintle. Un factor que parece estar alterando répida y significativamente las poblaciones,
causando la fragmentacién y reduccién en su tamafio (Sanchez er al., 2004), son los
cambios en el uso del suelo, destacando el establecimiento de praderas con pastos de los
géneros Andropogon (Pasto Llanero), Cynodon (Estrella Africana) y Panicum (Pasto
Gruinea). Lo anterior es mas evidente en los estados de Oaxaca, Guerrero, Jalisco, México y
Nayarit. Cabe sefialar que en algunos lugares de la cuenca del Balsas, el teocintle parece ser
parte de la vegetacion natural primaria, sin embargo, en tiempos actuales es notorio que su
establecimiento depende en gran parte de la influencia del hombre a través de la apertura de
campos de cultivo en sistemas de roza-tumba-quema (coamiles) y por hatos de ganado
vacuno al distribuir las semillas por medio de sus heces (Sanchez y Ruiz, 1996). Por tanto,
dependiendo de si la influencia humana es positiva o negativa, podran ocurrir impactos

significativos en la diversidad genética y estructura de las poblaciones.

Un objetivo importante en conservacion de recursos fitogenéticos es estimar con seguridad

los niveles de diversidad, los niveles de endogamia y las reducciones en tamafio efectivo;
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todo esto con la finalidad de usar toda esa informacién en el manejo de esos recursos. Una
de las contribuciones mas importantes de este trabajo es que el uso de marcadores
moleculares polimérficos y métodos de andlisis apropiados permitieron estimar los niveles
de diversidad genética e identificar con claridad las poblaciones con reducciones recientes
en tamafio efectivo, ain cuando algunas de ellas no mostraron dichas reducciones el afio de
recoleccion de semilla, reflejadas en nimero de plantas o superficie de la poblacién; tal es

el caso de San Lorenzo, Las Joyas, El Tepopote y La Cofradia en Jalisco.
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VI CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares elegidos para este trabajo y los métodos de andlisis fueron
apropiados ya que permitieron estimar los niveles de diversidad genética e identificar con
claridad las poblaciones con reducciones recientes en tamafio efectivo, atn cuando algunas

de ellas no mostraron reducciones aparentes en nimero de plantas durante el afio de

recoleccion de semilla.

Las poblaciones de teocintle gue reguieren protecdién inmediata son las cercanas a Villa
Purificacion, en el sur de Jalisco en donde los niveles de diversidad son alarmantes para su
sobrevivencia. Ademas, es de importancia destacar que deberd ponerse atencién en las poblaciones
de El Sauz, Col., Amatlin de Cafias, Nay., Batuecas, Lazaro Cardenas, Jalapa, Cojumatlan
en Michoacan, Las Joyas (Zea diploperennis), Poncitlan, San Lorenzo y La Providencia en

Jalisco.

A fin de asegurar la conservacion de las poblaciones es necesario implementar, en primer
lugar, un programa permanente de monitoreo y simulténeamente un programa puntual de

conservacion tanto ex sifu como in situ de las poblaciones.
En el corto plazo, deberd darse prioridad a las poblaciones con los menores niveles de

diversidad y en especial a aquellas raras y aisladas como San Lorenzo, Jal., El Sauz, Col.,

Cojumatlan en Michoacdn y todas las poblaciones de Zea diploperennis.
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Cuadro 1 A. Lista de accesiones

No.  Accesion Raza Especie Sitip de recoleccion Municipio Estado Altitud
129 RMM-14 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Jirosto {Las Carboneras) Villa Purificacién Jalisco 426
130 JSG-RMM-LCL-546 Balsas Z. mays ssp. parvighimis Los Cimientos Villa Purificacién Jalisco 552
131 ISG-RMM-LCL-547 Balsas Z. mays sap. parviglumis El Tepopote (Huista-La Cofradia) Vitla Purificacion Jalisco 683
132 JSG-RMM-LCL-548 Balsas Z. mays ssp. parviglumis La Cofradia (2km al E} Villa Purificacion Jalisco 635
133 ISG-RMM-LCL-555 Balsas Z. mays ssp. parviglumis 1 Km N Talpitita (Fotrero La Higuerita) Villa Purificacion Jalisco 326
134 ISG Y RMM-460 Balsas 2. mays ssp. parviglumis Cuirindalillo (ken 142 Huetamo-Caracuaro) Caracuarg Michoacgan  §97
135 I1SG Y RMM-461 Balsas Z. mays ssp. parviglumis El Zapote (km 122 Huetamo-Caracuaro) Caracuaro Michoacan 915
137 JSG-RMM-LCL-519 Balsas Z. mays ssp. parvighumis Puerto El Coyote Caracuaro Michoacan 727
138 JSG-RMM-LCL-520 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Km 135-136 Huetamo-Villa Maderto Caracuaro Michoacan 677
139 JSG-RMM-LCL-514 Balsas Z. mays ssp. parvigluniis Km 80 Huetamo-Vilia Madero Nocupetaro Micheacan 832
140 JSG-RMM-LCL-515 Balsas Z. mays ssp. parviglumis La Cadena (Km 93 Huetamo-Villa Madero) Nocupetaro Mickoacan 759
141 JSG-RMM-LCL-516 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Puente Petembo (K935 Huetamo-V.Madero) Nocupetare Michoacan 672
142 JSG Y RMM-457 Balsas Z. mays ssp. parvighiumis El Potrero (km 145.5 Zitacuaro-Huetamo) Huetamo Michoacan 654
143 JSG Y RMM-458 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Quenchendio (km 151.5 Zitacuaro-Huetamo) Hustamo Michoacan 635
144 JSG Y RMM-459 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Crucero Puertas de Chiripio Huetamo Michoacan 653
145 JSG ¥ RMM-455 Balsas Z mays ssp. parvighimis El Guayabo (km 132.5 Zitdcuaro-Huetamo) Tiquicheo Michoacdn 555
146 ISG Y RMM-456 Balsas Z. mays ssp. parviglumis La Crucita (km 135 Zitacuaro-Huetamo) Tiquicheo Michoacin 609
147 JSG Y RMM-454 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Los Guajes (km 43 Zitacuaro-Huetamo) Tuzantla Michoacan 985
148 JSG-RMM-557 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Km 100 Autopista Uruapan-L. Cardenas Taretan Michoacin 1256
149 JSG-RMM-558 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Taretan {La Perimera) ) Taretan - Michoacéan 1170
152 JSG-RMM-LCL-351 Zea diploperennis Las Joyas (Las Playas) Cuautitlan Jalisco 1870
153 JSG-RMM-LCL-552 Zea diploperennis Corralitos Cuantitlan Jalisco 1854
172 JSG Y RMM-453 Balsas Z mays $sp. parviglumis { Km Norte de Santa Ana Benito Juarez Michoacin 1332
173 JSG-LCL-554 Balsas Z. mays ssp. parviglimis El Sauz Minatitlan Colima 1103
174 RMM-11 Balsas Z. mays ssp. parviglumis La Lima Toliman Jalisco 1450
175  RMM-7 Balsas Z. mays ssp. parviglumis El Rodeo Tolimdn Jalisco 1364
176,  JSG-LOS-142 Balsas Z. mays ssp. parviglumis El Saucito Jilotlédn Jalisco 1460
177 RMM-3 Balsas Z. mays ssp. parviglumis San Lorenzo Ejutia Jalisco 984
178  RMM-4 Balsas Z tmays ssp. parvighamis Los Naranjos Ejutla Jalisco 1003
179 RMM-10 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Crucero Ejutia-Union de Tula-El Grutlo Ejutla Jaliszo 1311
180 JSG-RMM-LCL-556 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Camino El Estanco-Amacuitlangjo Ejutia Jalisco 1004
181 RMM-9 Balsas Z. mays ssp. parviglumis El Coyotomate Juchitlan Talisco 1288
182 JSG-RMM-LCL-537 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Km 37 Temascal-Huetamo Tzitzio Michcacan 1030
183 JSG-RMM-LCL-538 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Kmi 33.5 Temascal-FHuetamo Tzitzio Micheacan 1100
184  JSG-RMM-LCL-539 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Queretanillo Tzitzio Michoacin 1342
185  JSG Y RMM-462 Z. mays ssp. parviglumis Casa Blanca {K62 Huetamo-Villa Madero) Yilla Madero Michoacan 1268

Balsas
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No. Accesion Raza Especie Sitio de recoleccitn, Muaicipio Estado Altitud
200 JSG-IRP-ERG-542 Balsas Z. mays ssp. parviglumis 3 km E de Amatlan de Cafias Amatlan de Cafias Nayarit 856
201 JSG-JRP-ERG-543 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Amatlan de Cafias {(Junto al Pantedn) Amatlédn de Cafias Nayarit 880
202 ISGY LOS 40 Balsas Z. mays ésp. parviglumis Zacatongo Guachinango Jalisco 620
203 ISG-JRP-ERG-544 Balsas Z. mays ssp. parviglumis El Rodeo (Km 7 Tepuzhuacan-El Tablillo) Guachinango Jalisco 888
204 ISG-JIRP-ERG-545 Balsas Z. mays ssp. parviglumis El Tabillo Guachinango Jalisco 1123
205 JSG-467 Balsas Z. mays ssp. parviglumis Quexpan-Las Raices Ameca Jalisco 1§39
206 JSG Y SHP-464 Balsas Z. mays ssp. parviglhimis La Ciénega (La Fortuna) Guachinango Jaiisco 1305
207 JSG-421 Balsas Z. mays ssp. parviglumis K10 Guachinange-La Ciénega Guachinango Jalisco 1400
209 ISG465 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana San Jerénimo (Cerro Grande) ‘Ayotlan Jalisco 1597
210 JSG-427 Mesa central Z. mays ssp. mexicana EI Safitre Ixtlan Michoacin [574
211 JSG, MAS Y ERV-41F  Mesa Central Z. mays ssp. mexicana La Providencia 1 Km al N {La Noria) La Barca Jalisco 1520
212 JSG Y RMM-1563 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Opopeo Villa Escalante Michoacan 2225
213 JSG-LCL-559 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Lézaro Cérdenas Erongaricuaro Michoacén 2410
230 ISG Y RMM-438 Mesa Ceniral Z. mays Ssp. mexicana Changuitiro (1km carr. Hacia Purepero) Churintzio Michoacan 1910
231 ISG-426 Mesa Central Z. mays ssp. mextcana Cerro Churintzio Churintzio Michoacan 1940
232 JSG Y RMM-439 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Km 3.2 Cherintzio-La Neria Churintzio Michoacdn 1808
233 JSG Y RMM-440 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Penjamillo ' Penjamillo Michoacén 1775
234 JSG Y RMM-442 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Jalapa Zinaparo Michoacan 1917
235 ISG Y RMM-445 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Pifiicuaro Moroleon Guanajuato 2025
236 ISG Y RMM-446 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Crucero Sepio {Pifiicuaro-Moroledn) Moroleon Guanajuato 1917
237 ISG Y RMM-447 Mesa Central Z. inays ssp. mexicana Uriangato (salida a Yuriria) Uriangato Guanajuato 1880
238 JSG Y RMM-448 Mesa Central Z, mays Ssp. mexicana 2 Km Sur de Cuamio Cuitzeo Michoacan 1854
239 JSG Y RMM-450 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana San Agustin del Maiz Copandaro . Michoacan 1855
240 JSG Y RMM-451 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Km 267.5 Autopista Guadalajara-Morelia Chueéndiro Michoacéan 2019
241 JSG Y RMM-449 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Hacienda La Estancia Huandacareo Michoacan 1888
242 ISG Y RMM-452 Mesa Central Z. mays ssp. mexicand Km 351.3 Autopista Guadalajara-Morelia Churinizio Micheacan 1801
243 JSG Y RMM-441 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Km 3 Puruandiro-Las Pilas Puruéndiro Michoacan 1548
244 JSG Y RMM-443 Mesa Central Z. mays 5sp. mexicana Km 2 Puruandire-Cuitzeo Puruandiro Michoacan 1941
245  JSG Y RMM-444 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Batuecas {1 km hacia Cuitzeo) Purudndiro Michoacan 2186
246 ISG Y ERV-409 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana Km 3 Ahuatlan-Poncitlan Poncitlan Jalisco 1510
250 JSG Y LOS-75 Mesa Central Z. mays ssp. mexicana 5-7 km SW Cojumatlan Cojumaildn Michoacén 1700
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Cuadro 2 A. Resultados de la estimacién de reduccidn efectiva en tamafio de las poblaciones por ¢l programa Bottleneck, valores
expresados en probabilidades de exceso de heterocigosidad. :

IAM SMM

Clave Grupo Sitio de recoleccidn Municipio Signe Stand __ Wilcoxon __ Signo Stand  Wilcoxon
175 1 El Rodeo Toliman, Jal. 0.07800  0.04533 0.02977 0.00t40 0.00000 0.99936
177 1 San Lorenzo Ejutla, Jal. 0.00613  0.00406  0.00509 049663 0.18299  0.49004
201 2 Amatlan de Cafias Amatlan de Cafias, Nay. 0.00354  0.00390 0.00102 0.01162 0.00199 095272
207 2 K10 Guachinango-La Ciénega Guachinango, Jal. 0.10152 0.06214 0.00956  0.00007  0.00000 0.99996
148 3 Km 100 Uruapan-L. Cérdenas Taretan, Mich. 020004  0.01101  0.00411  0.60203  0.00001  0.99621
183 3 Km33.5 Temascal-Huetamo  Tzitzio, Mich. 040618 022635 0.06573  0.00000  0.00000  1.00000
129 4  Jirosto (Las Carboneras) Villa Purificacion, Jal. 0.12757  0.01961 0.01268  0.09745 0.03282  0.95296
131 4 El Tepopote Villa Purificacién, Jai. 0.33346 034713 0306166 0.01474 0.00080 (.98168
152 5 Las loyas Cuautitldn, Jal. 0.1345¢  0.05671 0.05675  0.02187  0.00012  0.99377
153 5  Corralitos Cuautitldn, Jal. 0.33984  0.19187 0.57034  0.00000  0.006000  1.00000
236 6  Crucero Sepio Moreleén, Gto. 0.34358  0.03501 0.01318  0.00006  0.00000  0.99995
245 6 Batuecas Puruandire, Mich. 0.1342%  0.24831 0.70881 0.00010  0.00000  0.99999
210 7 ElSalitre Ixtlan, Mich. 0.04744  0.03138 0.00782  0.00030  0.00000  0.99985
211 7 LaProvidencia La Barca, Jal. 0.19645  0.12445  0.84195  0.00000  0.00000  1.00000

*Signo =Sign test, Stand =Standardized differences test y Wilcoxon =Wilcoxon sign-rank test, IAM (Iinfinite Alleles Model),
SMM (Stepwise Mutation Model)
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Cuadro 3 A. Situacion general de las poblaciones de teocintle en México (Adaptado de Sdnchez y Ruiz, 1096)

Extension
Raza o especie km® Situacién* Poblacion Amenazada Tipo de amenaza
NOBOGAME  30-30 R Deforetacion
DURANGO 15-20 R
MESA
CENTRAL :
(Guanajuato 1007 A M. Doblado, Moroledn, Yuriria Cambios de cultivo
Jalisco 1007 E Lagos de Moreno (Extinta) Urbanizacion y combate sistemdtico de malezas
Copandarog, V. Jiménez, Patambicho,
Michoacan 507 A Quiroga Urbarizacion y combate sistematico de malezas
CHALCO
Chalco >300 E Chalco Urbanizacion
Distrito Federal - >100 A Xochimilco Urbanizacion
Puebla >300 E
Toluca >100 E
BAIL.SAS
Colima 100 E
Guerrero >1000 E
Jalisco >1000 E Oconahua, Los cimientos, El Palmar Praderas artificiales, ganaderia intensiva
México >1000 E
Michoacan >1000 E
Morelos 1 A Amatlan Huertas de Ciruela
Nayarit 50 E
Qaxaca 50 R
Zea perenis 107 P Piedra Ancha, La Mesa, Los Depositos Ganaderia
Zea '
diploperenis 0.1 A Manantlan Ganaderia y deforestacion

* R= Rara, E = Estable, A = Amenazada

. P = En peligro
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