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| RESUMEN

El mejoramiento genético del maiz, es un proceso continuo para la formacion de hibridos y
variedades. Los estudios de caracterizacion de la diversidad genética son una herramienta
que ayuda a tener un control mas efectivo de la constitucion genética, por lo tanto definir a
nivel molecular los patrones de variacion, puede ser relevante para la incorporacion de
individuos a programas de mejoramiento. Los objetivos del presente trabajo fue determinar
mediante los marcadores SSR e ISTR, la pureza varietal de una linea de maiz multiplicada
por autofecundaciones, realizar cruzas y detectar expresion heterdtica en generaciones F1 y
F2. Se tomaron en cuenta cinco lineas de maiz LUGO03 I, LUG282 I, CML282 I, LUG282 II
y LUGO3 I1. Posteriormente se realizaron las cruzas para la obtencion de la generacion F1y
F2, y se llevaron a cabo las extracciones de ADN. Con las matrices producidas con cada
marcador, se obtuvieron datos para distancia genética. Con los datos producidos, se observo
que la cruza que produjo mayor rendimiento, fue la cruza LUG282 x LUGO03 Il en F1, la
distancia genética que se encontro para esta cruza, difiere segun el marcador de referencia,
para distancias producidas por SSRs el valor 0.412, para ISTRs 1.3774 y para datos
agronémicos 1.5178. La menor distancia genética se detect6 fue con el marcador SSR en la
cruza CML282 x LUG282 en F2 con 0.165 y la mayor distancia detectada fue en los
marcadores ISTR en la cruza LUG282 x LUGO03 F1 de la version | con 2.0794. Las
diferencias encontradas entre la heterosis producida por los materiales de las diferentes
versiones, concuerdan con las diferencias entre ellos detectadas a nivel molecular. Segun
los resultados obtenidos con el presente trabajo, se concluye que si es posible detectar la
pureza varietal entre lineas autofecundadas, utilizando los marcadores moleculares SSR e
ISTR.
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Il ABSTRACT

Maize breeding is a continuous process for the formation of hybrids and varieties.
Characterization studies of genetic diversity are necessary that helps to assess genetic
constitution and defining variation patterns at molecular level. The objectives of this work
was determined by the SSR and ISTR markers, the varietal purity of maize multiplied by
selfpollination, make crosses and detect heterotic expression in F1 and F2 generations. Five
lines of corn LUGO3 I, LUG282 I, CML282 I, Il and LUG03 LUG282 Il were considered.
F1 and F2 generation were performed. DNA isolation was made from all individuals.
Results shows the cross between the lines LUG03 X LUG282 version 1l in F1, produces a
high yield and the genetic distance for this cross, differs among to the reference marker.
The values for distances were 0.412 with SSRs, for ISTRs 1.3774 and 1.5178 for
agronomic data. The lowest genetic distance was detected with SSR marker in the cross
CML282 x LUG282 in F2 with 0.165 and the greatest distance was detected in the ISTR
markers in F1 crosses LUG282 x LUGO3 R version 2.0794. The differences in heterosis,
between parentals, F1 and F2 in yield, fits with differences found trough SSR. By other
hand, according to the results it can be concluded that it is possible to detect the varietal

purity between selfpollinated lines using molecular markers.
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Il INTRODUCCION

El maiz (Zea mays) es el cultivo que ocupa el segundo lugar en importancia a nivel
mundial, debido a la superficie que se cultiva y el valor de su produccion ligeramente
menor al del trigo. México posee el seéptimo lugar en produccion mundial, de ahi la

importancia de ese cultivo en nuestro pais (Sanchez, 2003; Agropanorama, 2012).

El mejoramiento genético del maiz, es un proceso continuo para la formacion de hibridos y
variedades. Al mejorar un cultivo, es importante conocer el componente genético de los
materiales usados como progenitores. En todo programa de mejoramiento genético, la
eleccion de germoplasma progenitor es una de las decisiones mas importantes que se deben
tomar. Por ello, es importante tomar en cuenta muchos aspectos del cultivo, desde el punto
de vista genético, entre los cuales se encuentra la expresion fenotipica, controlada tanto por

los genes como por el ambiente.

La heterosis es el fendmeno en virtud del cual la cruza (F1) entre dos razas, dos variedades,
dos lineas, etcétera, producen un hibrido que es superior en tamafio, rendimiento o vigor
general. Algunos investigadores hablan de heterosis cuando F1 es superior en vigor al
promedio de los progenitores; otros consideran como una manifestacion de heterosis
cuando F1 es superior al vigor del progenitor méas vigoroso y tiene consiguiente mayor

importancia econémica.

Heterosis es un fendmeno de herencia cuantitativa que se conoce desde hace mas de 250
afios y aun no ha sido claramente explicado, aunque diversas teorias han tratado de buscar
la solucidon sobre la base de los conocimientos mendelianos y de la aplicacion de la
estadistica (Reyes, 1985).

A pesar del interés fundamental en la base molecular de la manifestacion de heterosis,
existen aspectos que son de gran importancia debido al alto impacto potencial sobre el
mejoramiento de cultivos. Hasta ahora, la base molecular de la heterosis o vigor hibrido es
todavia desconocida, los analisis genéticos y moleculares indican la complejidad del
fendmeno, y es probable que mas de un mecanismo esté implicado en la formacion de

heterosis. Las teorias genéticas clasicas (dominio, sobre dominancia, epistasis) que tratan
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de explicar el mecanismo de la heterosis a nivel genético, no son capaces de predecir el
rendimiento hibrido. Ademas, la heterosis parece depender de las condiciones ambientales,
lo cual hace que su prediccion sea aun mas complicada. Aunque se han desarrollado
métodos de prediccion basados en marcadores genéticos para ayudar a la seleccion de las
mejores lineas endogamicas en un programa de cria, los criadores de hoy en dia son todavia
dependientes de llevar a cabo una gran cantidad de ensayos de campo. Estas pruebas de
campo consumen mucho tiempo, costo intensivo y sélo es capaz de cubrir una pequefia
parte de todos los posibles cruces entre las lineas parentales disponibles. Por lo tanto el
avance de la prediccion de la heterosis por métodos moleculares alternativos y combinados,
para hacer ensayos de campo prescindible en mayor medida, es un enfoque prometedor y

necesario en los programas de mejoramiento de cultivos.
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IV ANTECEDENTES
2.1 La investigacion en maiz

Es innegable la importancia que tiene el cultivo del maiz en México. Se ha cultivado por
varios miles de afios y su relacion con el pueblo mexicano, es muy estrecha. Segun Esteva y
Marielle (2003), “para al menos una tercera parte de los mexicanos de hoy, el maiz sigue
siendo el eje rector de la vida cotidiana. Alrededor de él, se tejen las tareas y celebraciones
de hombres, mujeres y nifios, en la milpa, lo mismo que en el hogar: la atencion de la
parcela, la preparacion del nixtamal, la masa y las tortillas, la conservacion y el cuidado de
la cosecha, el desgrane de la mazorca, la alimentacion de los animales, la comida cotidiana,
las fiestas, los rituales...” segtin estos autores, todo guarda relacion con el maiz. Desde esa
perspectiva, es muy comprensible que uno de los focos centrales de atencion en la actividad

cientifica de nuestro pais, sea precisamente, el maiz.

Las actividades de mejoramiento genético de maiz en nuestro pais, fueron impulsadas con
el establecimiento de la Oficina de Estudios Especiales (OEE) en 1943 como un programa
cooperativo para la investigacion en cultivos alimenticios, entre la Secretaria de Agricultura
y Ganaderia (SAG) de México y la Fundacion Rockefeller de los EUA. A fines de 1960
concluyen los trabajos de la OEE y la SAG establecid el Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA) (Angeles, 2000). Més tarde se formo oficialmente en
1966 el CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo), donde
expertos mexicanos y extranjeros emprendieron una importante tarea encaminada a
recolectar y catalogar las diversas razas de maiz en México. Actualmente, la riqueza
genética de este recurso, puede encontrarse resguardada en bancos de germoplasma, que la

intercambian, conservan y administran.
2.2 Implicaciones genéticas de la autofecundacion y pureza varietal

Uno de los procedimientos para la conservacion de las semillas en los bancos de
germoplasma es la autofecundacion, que en términos genéticos, produce una progenie que
en teoria debe ser mas uniforme que la producida por polinizaciones cruzadas. Hay que

mencionar que debido a la meiosis, la progenie puede tener un cierto porcentaje de
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variabilidad con respecto a sus padres, ya que esa es la caracteristica de la reproduccion
sexual. En los bancos de germoplasma y en los programas de mejoramiento genético, un
objetivo es conservar las lineas puras que generan hibridos prometedores, atendiendo
debidamente a la conservacion de la variabilidad que permite que aparezcan individuos

resistente o tolerantes a enfermedades y a ambientes adversos (Porceddu y Jenkins, 1981).

La regeneracion de accesiones de semilla, debe considerar las caracteristicas genéticas de
las especies, sus mecanismos reproductivos y los efectos ambientales. Estas son las
principales tareas y dificultades del manejo de colecciones de semilla. Segun la EASAC
(European Academies Science Advisory Council) la integridad genética de una poblacion
se pierde facilmente si no se reproduce de forma aislada en un ambiente favorable, similar a
donde se colectd. Factores como la presion de seleccion, el flujo genético unidireccional y
los efectos del ambiente en el sistema de apareamiento, pueden producir un cambio
importante en la estructura genética de la poblacion, con la fijacion de unos alelos y la
pérdida de otros (Porceddu y Jenkins, 1982; EASAC, 2011).

Las principales causas de la pérdida de la pureza varietal son:

Variaciones en el desarrollo de la planta.
Mezclas mecanicas.

Mutaciones

Cruzamiento natural

Variaciones en el desarrollo de las plantas

Presion de seleccidn ejercida por plagas y enfermedades

N o g s~ w D Pe

La técnica del mejorador

La pureza varietal en un cultivo, es importante desde muchos puntos de vista. La
produccion de semillas con alta calidad, la conservacion de genes importantes, la ubicacion
de genes deletéreos y la capacidad heterotica, asi como la aptitud combinatoria pueden

verse modificadas cuando los materiales iniciales no tienen la pureza varietal que se espera.

La conservaciéon de la pureza varietal, requiere de un manejo en campo técnicamente
exigente y una inversion de tiempo, dinero y esfuerzo considerables con respecto a la

produccion comercial de cualquier cultivo (EASAC, 2011).
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2.3 La heterosis en plantas

La heterosis es una importante propiedad de las especies hibridas, de hecho una de las mas
importantes a considerar en la creacion de hibridos y en mejoramiento genético. Se define
como la capacidad de los hibridos de superar a sus progenitores en propiedades deseables
como mayor crecimiento, mayor fertilidad, tolerancia a patdgenos y otras propiedades
convenientes. EI fenOmeno aparentemente ha sido reconocido en una forma u otra durante
siglos por diferentes civilizaciones (Chen, 2010) pero ha sido objeto de investigacion
cientifica desde Darwin (1876), en ausencia de la genética y por mas de 100 afios con las

consideraciones genéticas (Shull, 1908; Bruce, 1910; Jones, 1917).

Actualmente, los diferentes medios de informacién indican que varios millones de seres
humanos padecen de hambre y muchos millones mueren por falta de alimento, estos datos
indican la importancia socioeconomica de la fitogenotecnia, que entre sus diferentes
metodologias utiliza el fendmeno de la heterosis para la obtencién de mayor produccion. La
explotacion comercial de “vigor hibrido” data desde los tiempos biblicos, cuando los
pueblos antiguos del Medio Oriente explotaron comercialmente la cruza intergenérica del
ganado caballar, por el asno en la produccién del hibrido estéril conocido como “mula”. La
aplicacion en plantas, en grandes &reas se inicia en la década de 1930 con la formacion del
“maiz hibrido” en la faja maicera de Estados Unidos de América, tecnologia que se
extiende hacia Europa y América Latina. En la actualidad se producen hibridos en sorgo,
maiz, cafia de azUcar, algoddn, frutales, hortalizas, etc., y es, tal vez, la aplicacién de la
heterosis en la produccion de alimento, lo mas relevante en la historia de la agricultura y de
la humanidad (Reyes, 1985).

El éxito de cualquier programa genético con énfasis en el desarrollo de lineas endocriadas
para la formacién de hibridos, dependera de la eleccién del germoplasma para considerarse
dentro del programa de mejoramiento. Asimismo, el mejorador requiere de un
conocimiento amplio del tipo de accion génica de los materiales en estudio de los caracteres
de mayor importancia economica tales como alto potencial de rendimiento, resistencia
genética a las mayores plagas y enfermedades dentro de la poblacion de macroambientes
del area bajo estudio. Lo anterior permitira elegir el mejor esquema de mejoramiento que

maximice la varianza genética y de esta forma incrementar y fijar la frecuencia de genes
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favorables en la poblacion parental. De tal forma que elecciéon de variedades para ser
usados como poblacion base en un programa de seleccion recurrente dependera de, 1)
media de comportamiento de los variedades, 2) heterosis varietal, y 3) de la variacion

genética dentro de la poblacion.(Navarro y Borrego, 1993)

Un propdsito importante del mejoramiento genético de maiz por hibridacion es generar
cruzas que superen en rendimiento de grano a las variedades locales criollas y mejoradas.
(Escorcia, y col. 2010). La conformacion genética de las diferentes variedades comerciales,
entre ellas los hibridos, implica un gran trabajo por parte de los investigadores ademas del
desarrollo de costosos programas de mejoramiento. Este hecho junto con la aparicion en el
mercado de un gran nimero de cultivares ha promovido el desarrollo de una legislacion que
les concede a los creadores los derechos de propiedad industrial de las obtenciones
vegetales, y les permite un control sobre la propagacion y comercializacion de sus

cultivares (Bonamico, y col. 2004).

El término heterosis se debe a G. H. Shull (1914), que lo us6 como una contraccion de la
expresion “expresion de la heterosis” y desde entonces se viene usando comunmente el
término como sindénimo de “vigor hibrido” por el efecto que se manifiesta en la generacion
F1 al presentarse un estimulo general en el hibrido. Esta manifestacion consiste en un
incremento en la produccion, en la altura, en la resistencia de plagas, a sequia, a
enfermedades, o cualquier otra caracteristica que expresa mayor vigor que el que manifiesta
el promedio de los progenitores o el progenitor mas vigoroso. La heterosis es mayor en la
F1 y los individuos presentan una uniformidad similar a los P1 cuando estos son
homocigotes no relacionados, es decir, genéticamente diferentes. Lo anterior indica que
todos los individuos de la F1 tienen el mismo genotipo y la variacion que se manifiesta sera
ambiental. En la generacion F2 la manifestacion del vigor disminuye y la variacion es alta,
lo cual sugiere una segregacion, tanto para los genes que determinan caracteres
cuantitativos como para aquellos que determinan caracteres cualitativos. La variacion
observada obedece, por lo tanto, a causas genéticas y causas del medio ambiente diferentes

para cada uno de los individuos que integran la poblacién F2 (Reyes, 1985).
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Cuando la cruza se hace entre poblaciones heterocigotes también se ha encontrado
heterosis, aun cuando en menor grado y la F1 es tan variable como cualquier progenitor. En

la generacion F2 la variacion es mayor y la heterosis disminuye.

En ambos casos descritos, aun cuando el vigor de F2 es menor que el de F1, comunmente
dicho vigor es mayor que el que manifiesta el promedio de los progenitores o el progenitor

Vigoroso.

Dos términos que se utilizan habitualmente en la discusion de modelos de heterosis. Uno de
ellos es el llamado modelo de "dominancia”, en el que los alelos recesivos en diferentes loci
se complementan en el hibrido, y el segundo es el llamado modelo "sobre dominancia”, que
postula que las interacciones entre diferentes alelos se producen en el hibrido, lo que lleva

al aumento en el vigor.

La hipdtesis de la dominancia genética atribuye la superioridad de los hibridos para el
enmascaramiento de expresion de alelos recesivos indeseables de uno de los padres por los
alelos dominantes de la otra. La hipdtesis sobre dominancia genética indica que algunas
combinaciones de alelos son especialmente ventajosas cuando se combina en un individuo
heterocigotico. Esta hipdtesis se invoca comunmente para explicar la persistencia de
algunos alelos que son perjudiciales en los homocigotos. En circunstancias normales, estos
alelos perjudiciales serian retirados de una poblacién a través del proceso de la seleccion
natural. Al igual que la hipdtesis de la dominancia, que atribuye los malos resultados de las
lineas puras de expresion de tales alelos recesivos perjudiciales. En cualquier caso, los
apareamientos cruzamiento lejanos proporcionan el beneficio de enmascarar alelos

recesivos deletéreos en la progenie. (Reyes, 1985).

Segun Marquez (1988) las hipotesis sobre la heterosis no han sido probadas con
contundencia y debido a que no es posible aislar los genes individualmente, las
explicaciones deben basarse en los tipos generales de accion génica presentes en la herencia

de caracteres cuantitativos, es decir, en la herencia Mendeliana.

El vigor hibrido se ha tratado de explicar considerando aspectos fisioldgicos y aspectos

genéticos.
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Fisioldgicos: Shull en 1908, atribuye el vigor hibrido a un estimulo fisioldgico ocasionado
por la fusion de dos gametos haploides genéticamente diferentes que originan un cigote
heterocigote y un citoplasma desbalanceado, de origen Unicamente materno.

Ashby (1930-1937) indico el concepto de “ventaja inicial”; seglin esta idea la heterosis era
debida a que el embrion del hibrido era mayor al embrion de cualquier progenitor y que
esta ventaja inicial se conserva hasta el final. Varios experimentos mostraron que habia
casos en que no habia esa ventaja inicial del embrion y, sin embargo, se manifestaba el

fendmeno heterosis (Reyes, 1985).

Genéticos: los genetistas han tratado de explicar la heterosis en varias teorias, dos de ellas

han sido las méas importantes.
e Teoria de la heterocigosis
e Teoria de dominancia
2.3.1 Teoria de la heterocigosis

Conocida también como teoria de la interaccion de alelos, complemento intragénico o sobre
dominancia, sostiene que la heterocigosis, per-se, es responsable del mayor vigor del

hibrido. Esta teoria sostenida por Shull y East (1908) argumenta a favor de ella lo siguiente:

Si dos lineas puras, homocigotes, o dos plantas autdégamas (no emparentados) se cruzan, se

manifiesta heterosis.
Si una planta al6gama se autofecunda, su vigor disminuye.

La manifestacion de vigor de F1 mayor que el mas vigoroso de los P1 se puede atribuir a un

efecto de sobre dominancia. (Reyes, 1985).
2.3.2 Teoria de dominancia

Esta teoria supone lo siguiente: el mayor vigor de F1 se debe a que en el cigote del hibrido
se reunen los genes favorables dominantes de los dos progenitores y, ademas, a la
presencia en el cigote de factores complementarios aportados por dichos progenitores. Es

decir, esta teoria supone:
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Los caracteres favorables para vigor estan determinados por genes dominantes
Los caracteres desfavorables para vigor estan determinados por genes recesivos.

La F1 unicamente exhibe genes dominantes en todos los loci; luego, el mayor vigor se
puede atribuir a la reunion de los genes dominantes favorables. Puede también atribuirse a
la accion de genes complementarios, por ejemplo A y B reunidos en hibrido F1; es decir

interaccion de genes dominantes favorables no alelos. (Reyes, 1985).
2.5. Heterosis en maiz

Un hibrido, es una cruza entre dos lineas puras. Para la obtencién de hibridos en maiz, es
preciso partir de lineas puras obtenidas por autofecundacion (con ellas mismas hasta
alcanzar la homocigosis). Las lineas puras que pueden generar hibridos, generalmente

presentan una depresion de vigor, producida por las autofecundaciones.

Pocas mejoras agronémicas se realizaron durante el siglo 20 en el desarrollo de maiz
hibrido (Zea mays_L) (Duvick, 2001). Los rendimientos aumentaron dramaticamente a
medida que los mejoradores se alejaron de variedades de polinizacion libre (OPV) y
comenzaron a desarrollar hibridos. EI concepto hibrido y linea pura tiene sus raices en los
experimentos sobre la heterosis y su complemento endogamia realizada por Shull (1908,
1909). Observaron que cuando se autofecundaron plantas de maiz, su vigor y rendimiento
de grano disminuye rapidamente. Sin embargo, cuando se cruzan dos lineas puras, tanto el
vigor y rendimiento de grano de los hibridos F1 a menudo supera la media de los dos
padres. Fue esta observacion, hecha hace mas de 90 afios, y la metodologia dispuesta por

Shull (1909), que dio origen a la industria del maiz moderno (Crow, 1998).

Casi todos los campos de maiz cultivado en los paises mas desarrollados exhiben heterosis.
Los hibridos de maiz modernos obtienen mayor rendimiento que los cultivares

convencionales y ademas responden mejor a los fertilizantes.

Por lo tanto, la heterosis ha sido ampliamente estudiado en el maiz debido a: su gran
expresion para la produccion de grano (1-200 %), la explotacién intensiva en la cria de
hibridos de maiz, y los requisitos previos bioldgicas favorables como la gran coeficiente de

multiplicacion y facilidad tanto de uno mismo y controlado la fertilizacion cruzada.
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La heterosis produce un estimulo general en la progenie o en el hibrido y afecta a las

variedades de diferentes maneras. En general se manifiestan por:

e Mayor rendimiento de grano, forraje o frutos.

e Madurez més temprana.

e Mayor resistencia a plagas y enfermedades.

e Plantas mas altas.

e Aumento en el tamafio 0 nimero de ciertas partes u 6rganos de la planta.

¢ Incremento de algunas caracteristicas internas de la planta.
2.4 Patrones heteréticos y grupos heteroticos.

Varios autores han definido el concepto de grupos heterdticos, como “el conjunto de
genotipos relacionados o no genéticamente, que muestran similar habilidad combinatoria y
respuesta heterética cuando son cruzados con genotipos de otros grupos de germoplasma
distinto”, por otra parte, un patrén heterdtico, se refiere a un especifico par de grupos
hetero6ticos que expresan una alta heterosis y consecuentemente, sus cruzas forman hibridos
de alta calidad. EI concepto de patron heter6tico, incluye una subdivision del germoplasma
disponible en un programa de mejoramiento genético en al menos dos poblaciones
divergentes que han sido mejoradas con métodos de seleccion interpoblacional. Los
patrones heter6ticos tienen un fuerte impacto en el mejoramiento genético de los cultivos
puesto que pueden predeterminar el rumbo del mejoramiento a partir de germoplasma que
puede ser utilizado en un programa en largos periodos de tiempo (Melchinger y Gumber,
1998; Melchinger, 1999; Reif y col., 2005; Fan y col., 2009).

2.6 Caracterizacion de los recursos fitogenéticos

La caracterizacion del germoplasma, consiste en registrar aquellas caracteristicas
cualitativas y cuantitativas que son altamente heredables y que pueden ser facilmente
observadas, asi como expresadas en la mayoria de los ambientes. Caracterizar, consiste en

recabar datos para describir y diferenciar germoplasma.

Los descriptores para la caracterizacién deben reunir las siguientes condiciones: ser

facilmente observables, tener una alta accion discriminante y baja influencia ambiental, lo
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que permite en algunos casos registrar la informacion en los sitios de colecta. La referencia
utilizada para caracterizar genéticamente un material o un recurso fitogenético, son
precisamente los llamados ‘“marcadores genéticos”. Estos marcadores sefalan las
caracteristicas de referencia mencionada anteriormente, como un instrumento en la
caracterizacion. Asi pues, un marcador, es una sefial de la presencia de un gen, se utilizan
caracteristicas morfologicas, fenoldgicas y de adaptacion, y en la actualidad marcadores
bioguimicos y moleculares (Sosa, 2003).

Los primeros marcadores utilizados en estudios de caracterizacion y de genética de
poblaciones fueron los marcadores morfolégicos, los cuales identifican caracteres altamente
heredables empleados en la determinacién de frecuencias génicas, flujo y deriva génica y
en la identidad de los individuos. Los marcadores morfoldgicos son una buena opcion para
los estudios de variacion. En la actualidad existe una tendencia a utilizarlos junto con los
marcadores moleculares, sin embargo, la correlacion de los marcadores morfolégicos con
los moleculares no siempre es satisfactoria, ya que los primeros se ven afectados por
multiples factores y en la mayoria de los casos son el resultado de la expresion de mas de
un gen (Lewin, 2000; Infante y col., 2006), ademéas de que pueden dirigirse a regiones que

no determinan el fenotipo de los organismos.

En afios pasados, los perfiles de proteinas y particularmente de enzimas fueron los
caracteres preferidos, pero éstos han presentado dificultad técnica y han ido cayendo en
desuso. Los marcadores quimicos, basados en los perfiles de metabolitos secundarios, como
los compuestos fendlicos, terpenos y compuestos nitrogenados y bioguimicos, basados en
perfiles de proteinas, como las de almacenamiento y de enzimas, son marcadores que han
sido usados con frecuencia debido a que su variabilidad es altamente heredable (Infante y
col., 2006); sin embargo, los primeros pueden verse afectados por multiples factores
ambientales y fisioldgicos de las poblaciones y los segundos pueden llegar a ser muy
dificiles de interpretar (Harborne y Turner, 1984).

Los marcadores citogenéticos caracterizan a los individuos o grupos de individuos por su
cariotipo, es decir el numero y forma de sus cromosomas. La utilidad de estos caracteres
para tipificar y delimitar grupos de individuos es limitada y dificil de aplicar a niveles

inferiores al de especie (Infante y col., 2006). Actualmente se ha desarrollado una disciplina
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Ilamada citogenética molecular que combina técnicas de citogenética clasica y de biologia

molecular que permiten tipificar a niveles infra especificos (Schwarzer y Helsop, 2000).

Los marcadores moleculares han sido ampliamente utilizados tanto para estudios
filogenéticos y taxondémicos (Charles y col., 2002) como para estudios de variabilidad
genética entre individuos y entre poblaciones (Clark y col., 2005). Un aspecto importante a
tener en cuenta, es la seleccién del tipo de marcador que se empleara en cada caso. Dicha
eleccion dependera del objetivo del estudio que se pretenda abordar y de la biologia de la
especie. Sin embargo, no se puede olvidar que todas las técnicas moleculares presentan
ventajas y limitaciones y su aplicacion dependera, en Gltima instancia, de la disponibilidad
de recursos para ejecutar un sistema de marcadores moleculares dado (Coto y Cornide,
2003).

Tapia (1998), menciona que la caracterizacién molecular, es decir, usando marcadores de
ADN, posee ventajas como las siguientes: no es influenciada por el medio ambiente, es
posible usar cualquier parte de la planta en cualquier estado de crecimiento, el nimero de
analisis es ilimitado, se pueden utilizar pequefias cantidades de material vegetal, el ADN es
altamente estable con un elevado polimorfismo (nimero de alelos/locus) y los marcadores

moleculares se distribuyen por todo el genoma.

El maiz, ha sufrido una evolucion increible desde su descubrimiento como planta autéctona
en los altiplanos mexicanos, hasta nuestros dias. En la actualidad, se cuenta con gran
diversidad de razas, lineas puras e hibridos cuyas caracteristicas genéticas especificas no se
encuentran estudiadas del todo. CIMMYT (1988), manifiesta que los marcadores

moleculares en la evaluacién de germoplasma de maiz se usan para:

* Seleccionar un apropiado rango de diversidad dentro de un programa de mejoramiento,
pues las colecciones mas apropiadas pasan a ser incluidas en un programa de mejoramiento
con caracteristicas utiles que agrondmicamente se encuentran dentro de un amplio rango de
diversidad genética disponible. La informacion proveniente del analisis multivariado de
marcadores moleculares podria suministrar un juego adicional de criterios para identificar
colecciones que juntas representarian un rango amplio de diversidad. « Identificar nuevas

mezclas heteréticas, ya que en la produccion de semillas hibridas de maiz es
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extremadamente importante identificar combinaciones de germoplasma y organizar lineas y
poblaciones dentro de grupos que demuestren similitud en la respuesta heterdtica. * Elegir
plantas testigo en el desarrollo de hibridos, ya que para obtener una coleccion atil y
potencial para la produccion de semillas de hibridos, es necesario medir la habilidad
combinatoria de lineas de esa coleccion al cruzarla con genotipos genéticamente distintos.
Para medir esta habilidad combinatoria se utilizaran testigos con genotipos diferentes a los
de la coleccion. * Acelerar los programas de retrocruza, debido a que los marcadores
moleculares pueden facilitar los programas de retrocruza fundamentalmente de dos formas.
Primero, si un minimo de introgresiones exoticas es requerido, el monitorear plantas
individuales durante el programa de retrocruza de progenitores recurrentes que continien
en el programa reduciendo de esta manera el nimero de generaciones necesarias para la
retrocruza. En segundo lugar, si es necesario integrar mayor cantidad de germoplasma
exotico, los marcadores moleculares pueden ser empleados para monitorear la
incorporacion de alelos de padres donantes exdticos dentro del material adaptado, asi, la

Unica contribucién del material exético pueden ser mantenida durante la retrocruza.

Asi pues, la aplicacion de los marcadores de ADN a la evaluacion de germoplasma, ha
facilitado los trabajos de identificacion de duplicados en los bancos, asi como la
clasificacion de los materiales, el célculo de la distancia genética entre accesiones, la
identificacion de su origen geografico y la determinacion de puntos de méaxima
variabilidad. Esta informacion facilita el manejo de las colecciones de germoplasma ya que
permite tanto elegir plantas parentales para buscar nuevos alelos para ampliar la base
genética de sus materiales y como una explotacion mas adecuada de la heterosis o vigor
hibrido, que se refiere a la capacidad de éste para superar las caracteristicas de sus padres
(Lee, 1995; Avise, 2004).

Segun Weising y col. (2005), uno de los objetivos primordiales por los que se generalizo el
uso de los marcadores moleculares, es el mejoramiento y seleccién asistida por marcadores.
La capacidad para poder detectar caracteristicas genéticas particulares desde que el material
se encuentra en la fase vegetativa 0 en banco de germoplasma, significa un ahorro

importante de tiempo para el mejorador. Los marcadores que se encuentran ligados a
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caracteristicas agronémicas favorables o con potencial, serian los indicados para estos

casos.
2.7 Marcadores moleculares ISTR y SSR
2.7.1 ISTR (Inverse Sequence Tagged Repeat)

Los elementos transponibles 0 mejor conocidos como elementos moviles (TEs) fueron
descubiertos desde 1950, pero el significado y valor de este descubrimiento como fuente de
variacion genética en animales y plantas, se incub6 durante los siguientes 30 afios. Los
elementos moviles o TEs, son secuencias de ADN que se mueven y replican dentro de los
genomas, Yy es por esa razon que se les llama elementos mdviles. En las plantas, como en
otros organismos, se pueden encontrar diferentes tipos de TEs, pero los arreglos genémicos
que modifican y las alteraciones estructurales y regulatorias de la expresion de genes

individuales que ocasionan son muy variables (SanMiguel y Bennetzen, 1998).

Gran parte de la variabilidad genética de las plantas es explicada por eventos de movilidad
de transposones y retrotransposones (Clark y Kidwell, 1997; Pearce y col., 1999), que
provocan modificacién y amplificacion de secuencias o pérdida de las mismas por
recombinacion. Los elementos transponibles son segmentos de ADN con la habilidad para
moverse entre los diferentes sitios de cromosoma y se mueve directamente el ADN en un
“copiar y pegar” o “cortar y pegar”, Estos re-arreglos pueden formar nuevos genes, activar

secuencias silenciosas o eliminar genes activos (Alberts y col., 1990).

Los retrotransposones son un tipo de elementos transponibles que desempefian un papel
importante en la constitucién del genoma y en la evolucion de genes en las plantas. Estos
elementos pueden reubicarse a traves de la transcripcion inversa de un ARNm transcrito a
partir del elemento movil (SanMiguel y col., 1996; Young-An y Kong, 2003). Los
retrotransposones se han encontrado en todo tipo de organismos, estan en todas partes,
dindmica y abundantemente en genomas de eucariotas (Sarilar y col., 2010; Malik y
Eickbush, 2001). Se clasifican en dos grandes grupos, de larga repeticion terminal (LTR) y
retrotransposones no-LTR también conocidas como elementos de linea, sobre la base de sus

estructuras generales.
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Existen en la literatura, reportes de que al menos 65% del genoma del maiz estd compuesto
de retrotransposones LTR (Long Terminal Repeat), es decir retrotransposones que muestras
secuencias terminales muy repetitivas (Meyers, y col., 2001; Whitelaw y col., 2003;
Parveen y col., 2016). Los resultados de SanMiguel y Bennetzen (1998), indican que la
diferencia entre el tamafio de los genomas del maiz y el sorgo, se debe principalmente al
namero de copias de secuencias de retrotransposones que posee el maiz, cuyo genoma
reportaron con mediciones de citometria de flujo y tiene una dimensién en picogramos de

4.9 a 5.5, mientras que el sorgo es de entre 1.6 y 1.8 picogramos.

Los ISTR, pueden definirse como secuencias inversas, etiquetadas y repetidas y son
marcadores moleculares basados en secuencias de retrotransposones que como se
menciond, existen en todos los organismos. Es una técnica basada en PCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa) que comprende la sintesis enzimatica in vitro de millones de
copias de un segmento especifico de ADN en presencia de una enzima polimerasa. La
reaccion se basa en el apareamiento y la polimerizacidon enzimatica de un par de “primers”
o iniciadores (pequefias moléculas de ADN de cadena sencilla) que sirven como referencia
para iniciar la reaccion. Estos iniciadores son sintetizados artificialmente de modo que sean
complementarios a las secuencias de la region “blanco”. Los pasos fundamentales de la
PCR son: desnaturalizacion, apareamiento y polimerizacion de la cadena de ADN (Ferreira

y Grattapaglia, 1998; Parveen y col, 2016).

Los marcadores ISTR presentan una serie de ventajas con respecto a otros marcadores
moleculares aleatorios y que los hace atractivos para la caracterizacion genética de las
plantas y para estudios de variabilidad. Utilizan iniciadores universales, no es necesaria la
visualizacion con radioactividad, amplifican un gran namero de loci (5 a 100), detectan un
polimorfismo considerable, son altamente reproducibles, no requieren gran cantidad ni alta
calidad de ADN vy se aplican a un amplio espectro de organismos (Lightbourn y Villeux,
2003). Uno de los primeros trabajos realizados con el marcador ISTR es el reportado por
Rhode (1996) en cocotero. En ese estudio se ponen de manifiesto las ventajas de este

marcador.
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2.7.2 SSR (Short Sequence Repeats) o microsatelites

Los microsatelites, son secuencias de nucledtidos constituidas por la repeticion en paquete
o “tandem” de dos o mas nucledtidos (usualmente no mas de seis bases). Histéricamente, se
habia comenzado a llamar microsatélite, s6lo a las secuencias repetidas de las bases
Citocina-Adenina con su correspondiente Guanina-timina, CA (GT). El término hoy en dia,
suele utilizarse para designar a cualquier repeticion de bases con este tipo de secuencias
(Goldstein y Schlotterer, 1999; Chistiakov y col., 2005).

Las formas mas comunes de microsatélites, son dinucleotidos tales como (CA)n: (GT)n,
(GA)N: (CT)n, (CG)n: (GC)n, (AT)n: (TA)n, donde n es el numero de repeticiones. En una
serie en tandem, este nimero n es variable, pudiendo dar lugar a una gran cantidad de alelos
para cada locus microsatélite en una poblacion. Se trata de secuencias altamente variables,
entre y dentro de individuos. La variaciéon se manifiesta normalmente como diferencias en
longitud entre los distintos alelos del mismo locus. Estas diferencias en longitud surgen de
la existencia de un numero diferente de repeticiones del motivo basico en cada caso. Se ha
estimado que la tasa de mutacion en los microsatélites varia entre 1072 y 10~° por
generacion y el mecanismo que explica mejor su alto grado de polimorfismo en tamafio es
la acumulacion de errores producidos por el deslizamiento de la polimerasa durante la
replicacion del ADN (Hedrick, 1999; Balloux y col., 2000; Balloux y Lugon Moulin, 2002;
Parveen y col., 2016).

El uso de las secuencias microsatelites como marcadores genéticos se inicia con el
desarrollo y generalizacion de la PCR. A pesar de que los microsatélites poseen altas tasas
de mutacion, las regiones flanqueantes estdn mas conservadas y se emplean para la
amplificacion especifica de los alelos de cada locus. Al final de los 80 es cuando se
publican los primeros trabajos sobre el aislamiento y caracterizacion de microsatélites
(Tautz, 1989). A partir de entonces su uso se ha difundido rapidamente, revolucionando los
campos de la biologia molecular, la genética cuantitativa y la genética de poblaciones. Los
SSRs han sido durante muchos afios los marcadores preferidos para multiples objetivos,
genética forense, pruebas de paternidad, analisis poblacionales, estudios de diversidad e
identificacion varietal, construccion de mapas genéticos y estudios de asociacion (Balloux y
Lugon- Moulin, 2002).
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Los microsatélites rednen una serie de caracteristicas que los han convertido en marcadores

de preferencia para el mapeo genético:

1) Son numerosos y se distribuyen ampliamente a lo largo de todos los genomas eucariotas
(Wright, 1993, Hamada y col., 1982; Tautz y Renz, 1984; Echt y Nelson, 1997; Liu y
Cordes, 2004). 2) Se heredan de modo mendeliano como marcadores codominantes, lo que
facilita el seguimiento de su transmision dentro de las poblaciones de mapeo (O’Connell y
Wright, 1997). 3) La mayoria de los loci microsatélite tienen un tamafio relativamente
pequefio que facilita su aplicacion por via PCR (Liu y Cordes, 2004). 4) Son
potencialmente transferibles entre parientes y/o especies préximas (Young y col., 1998;
Estoup y Angers, 1998), especialmente cuando el locus microsatélite se encuentra dentro de

una secuencia génica (Pardo y col., 2005; Nagy y col., 2007).

Esta ultima caracteristica los hace especialmente Gtiles para estudios de gendmica
comparada, ya que convierte a los microsatélites en excelentes puntos de anclaje para
identificar cromosomas homologos entre especies relacionadas (Kondon y col., 1993;
Crawford y col., 1995; McConnell y col., 2000; Sakamoto y col., 2000) o respecto a
especies “modelo” bien conocidas a nivel genomico, como en el caso de Arabidopsis

thaliana (Stemshorn y col., 2005; Franch y col., 2006).

Las ventajas que ofrecen los SSR se deben, en parte, al empleo de PCR con iniciadores
largos, especificos de cada locus, ya que el tejido que se utiliza no necesita ser de mucha
calidad, e incluso ADN en estado avanzado de degradacion es suficiente para ser analizado.
Su naturaleza codominante, que permite la distincién de homocigotos y heterocigotos, su
amplia distribucion en el genoma, su reproducibilidad y su elevada variabilidad
(multialélicos) los han convertido en uno de los sistemas de marcadores genéticos mas
informativos y empleados. A pesar de que los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)
estan remplazando a los marcadores tipo SSR en estudios masivos, dado que pueden ser
automatizados via plataformas de genotipado de alto rendimiento, los microsatélites siguen
siendo marcadores muy empleados, especialmente en estudios con un menor nimero de
individuos (Ellegren, 2004).
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En maiz, se han utilizado los microsatélites para estudios de similitud y relaciones genéticas
entre lineas y entre especies. Senior y col. (1998) reportaron resultados para 94 lineas
mejoradas usando 70 diferentes iniciadores para SSR. Estos investigadores coeficientes de
similitud entre las lineas, al mismo tiempo que diversidad genética dentro de las lineas; de
acuerdo al andlisis que realizaron, se formaron nueve grupos, correspondientes segun
reportaron, a principales grupos heteroticos y a tipos de endospermo. En tiempos recientes,
uno de los trabajos representativos del “caso maiz”, utiliz6 varias especies del género Zea
para evaluar la utilidad de los microsatélites en el estudio de diversidad genética de ese
género (Matzuoka y col., 2002). En el mencionado estudio, los autores utilizaron 59
microsatélites en poblaciones silvestres de Zea diploperennis, Zea luxurians, Zea perennis
y Zea mays y encontraron que los SSRs son una poderosa herramienta en los estudios de

filogenia, y de diversidad inter e intraespecifica.
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V OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar mediante los marcadores SSR e ISTR, la pureza varietal de una linea de maiz
multiplicada por autofecundaciones, realizar cruzas y detectar expresion heterdtica en

generaciones F1y F2.
3.2 Objetivos especificos

e Realizar cruzas de los materiales LUG03, LUG282 y CML282 en campo Yy obtener
una caracterizacion para rendimiento en F1y F2.

e Generar patrones de bandeo especifico con los marcadores ISTR y SSR de los
padres y sus generaciones F1y F2.

e Verificar si existe asociacion entre las distancias genéticas estimadas con

marcadores moleculares y la heterosis en F1 y F2.
3.3 Hipotesis

Es posible determinar la pureza varietal en lineas autofecundadas de maiz, utilizando
marcadores moleculares ISTR y SSR y a su vez, detectar capacidad heterética en la
progenie F1y F2.
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VI MATERIALES Y METODOS

4.1 Sitio de estudio

El estudio fue realizado en las instalaciones del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas
y Agropecuarias (CUCBA) en el Laboratorio de Marcadores Moleculares perteneciente al
Instituto de Manejo y Aprovechamiento de los Recursos Fitogenéticos, Departamento de
Produccion Agricola y en el campo experimental ubicado en Camino Ramon Padilla
Sanchez #2100 Nextipac Zapopan, Jalisco, 20°44'48.6"N 103°30'44.9"W en los ciclos de
invierno 2013-2014 y verano del 2014.

4.2 Material Biologico
4.2.1 Pureza varietal

El material bioldgico utilizado para la prueba de pureza varietal, consistié en semilla de la
linea CML282 proporcionada por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT). Esta linea fue derivada del Pool 22 (Tropical Intermediate Yellow Dent) y
tiene como genealogia (G22F128*G22F25)-2-2-3-1-BB-f. Esta linea es de grano amarillo
semidentado con adaptacion a los trépicos y subtropicos y buena aptitud combinatoria
general (CIMMYT, 1998). CML282 ha sido obtenida del CIMMYT en dos ocasiones por la
Universidad de Guadalajara: a inicios de la década de 1990 y en el afio 2010. En el primer
caso fue avanzada y multiplicada por autofecundacion para generar la linea LUG282 en dos
versiones; la version | fue obtenida por autofecundacion durante alrededor de 10

generaciones, mientras que la version 1l se autofecundd alrededor de ocho generaciones.

La linea LUGO3 fue obtenida en el proyecto “obtencion de poblaciones y lineas de maiz
para el desarrollo de variedades mejoradas para el estado de Jalisco” que depende del
Departamento de produccién Agricola del CUCBA. Fue derivada de generacion avanzada
del hibrido comercial H-357 liberado por el INIFAP en 1995 mediante autofecundacion y
seleccion de plantas individuales utilizando ciclos alternados en Ameca, Jalisco en siembras

de verano y en Coquimatlan, Colima en siembras de invierno.
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Con base en los marcadores SSR e ISTR se realizd una comparacion de los patrones de

bandeo generados con cada una de las versiones listadas anteriormente.
4.2.2 Heterosis

Para hacer el estudio de expresion heterotica, se utilizaron las lineas CML282, LUG282 (1),
LUG282 (Il) mencionadas anteriormente. Adicionalmente se uso la linea LUGO03 (1) y
LUGO3 (II), en total se consideraron cinco grupos de semilla como parentales
adicionalmente se utilizaron las cruzas en F1. La siembra de plantas individuales de lineas
parentales y F1 se realiz6 en charolas de unicel de 72 cavidades con peat moss (musgo
descompuesto) del nimero 3, depositando una semilla por cavidad, a los 25 dias después de
la siembra se trasplantaron en invernadero, para obtencion de tejido foliar que se usé para la
extraccion de ADN y de semilla para la obtencion de las generaciones F2 mediante cruzas
fraternales. Las claves utilizadas para el material original y para sus cruzas, se muestran en
el Cuadro 1.

Cuadro 1. Lineas y cruzas utilizadas en el presente trabajo.

N° de N° de

materiales Genealogia Generacidn | Versién Origen identificacion

1 LUGO3 Parental (P) | CUCBA 13-B 13876

2 LUG282 Parental (P) | CUCBA 13-B 13830

3 CML282 Parental (P) | CUCBA 13-B 13842

4 LUGO3 Parental (P) Il CUCBA 10-B 514

5 LUG282 Parental (P) 1] CUCBA 14-A 374

6 CML282xLUG282 F1 | CUCBA 13-B 13830X13842

7 LUG282xLUGO03 F1 Il CUCBA 12-B 737x759

8 LUG282xLUGO03 F1 | CUCBA 13-B 13830x13876

9 CML282xLUGO03 F1 | CUCBA 13-B 13876X13842

10 LUG282xLUGO03 F2 | CUCBA 14-B 13830x13876

11 CML282xLUGO3 F2 | CUCBA 14-B 13842x13876

12 LUG282xCML282 F2 | CUCBA 14-B 13842x13830

13 LUG282xLUGO03 F2 1] CUCBA 14-B 737x759
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4.2.3 Caracterizacion agronémica

Para la caracterizacion agronomica, durante el verano de 2014 y en condiciones de
temporal se establecié un experimento en campo con base en un disefio experimental de
Blogues Completos al Azar, utilizando tanto las lineas parentales, como las generaciones
F1 y F2 listadas en el Cuadro 1. Se utilizaron para cada linea y cada cruza, cuatro surcos

con 30 semillas sembradas y seis repeticiones por tratamiento.
Las variables agrondémicas consideradas en este trabajo son:

e Numero total de semillas germinadas a los 63 dias de la siembra (EMR)

e Numero total de plantas a los 65 dias de la siembra (SOB)

e Dias a floracion Femenina y Masculina (FF y FM) (Dias a floracion masculina. Se
contabiliz6 el nimero de dias transcurrido desde la siembra hasta que el 50% de las
plantas de la parcela atil estuvieron liberando polen.

e Floracion femenina. Se contabiliz6 el nimero de dias transcurridos desde la siembra
hasta que el 50% de las plantas en la parcela total expusieron sus estigmas
(aproximadamente 3 cm) en el jilote principal.

e Altura de planta (AP)- Se midid la altura de cinco plantas, en centimetros, midiendo
desde el ras del suelo hasta la punta de la espiga.

e Altura de mazorca (AM). Se midi6 la altura de cinco plantas en centimetros,
midiendo desde el ras del suelo hasta el nudo donde se inserta la mazorca principal,
se tomaron las mismas plantas del dato anterior.

e NuUmero de plantas cosechadas (PC)

e NUmero de mazorcas cosechadas (MXP)

e Numero de plantas dafiadas (PD). Se realiz6 una calificacion visual con una escala
de 1 a 9 donde 1 fue para plantas indeseables y 9 para plantas con potencial para ser
sembrado por los agricultores.

e Calificacion de mazorca (CM)._Se les dio una calificacion de 1 a 9 en donde 1 se
usé para aquellas mazorcas que tenian malas caracteristicas de grano como
mazorcas chicas, variables con pudriciones de grano y/o poco peso y 9 para aquellas
gue tenian las mejores caracteristicas

e Peso de grano (RENDG).Se desgranaron las mazorcas cosechadas por parcela y se
registro el peso de grano.

e Humedad del grano (H)

e Volumen con respecto al peso (V). El rendimiento por ha se calcul6 restando 100 a
la humedad del grano obtenido, esto dividido entre 100 y el producto se multiplico
por el peso de grano multiplicado por 10 y dividido entre la parcela Gtil cosechada.
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4.2.4 Préacticas agrondmicas realizadas

La preparacién del suelo consistio en barbecho y dos pasos de rastra, la siembra se realizo
en suelo hiumedo con sembradora experimental de 4 surcos, depositando 30 semillas por
surco de 4 m y distancia entre surcos de 0.80 m. Se aplicaron 200 kg/ha con la formula de
fertilizacion 18-46-00, 20 kg/ha de insecticida granulado clorpirifos al 5% para el control
de plagas del suelo. la emergencia en general fue buena y a los 25 dias después de la
siembra se realizo el aclareo de plantas dejando una poblacion de 65, 000 plantas/ha. Se
realiz6 una segunda fertilizacién con urea (250 kg/ha) manualmente. Se realizaron dos
aplicaciones de insecticida foliar Lorsban 480 E (clorpirifos) a una dosis de 0.5 L/ha. A los
50 dias se hizo una aplicacion de Convey (topramezone al 33.6%), herbicida selectivo a
maiz para el control de zacates y hojas anchas, con 1kg de atrazina ademas de un adherente

para el control de malezas en la etapa final del cultivo.
4.3 Extraccion de ADN

Para la aplicacion de marcadores moleculares, se utilizd tejido foliar de una muestra
variable de individuos, dependiendo de la disponibilidad en campo. Para LUGO3 | y
CML282 fue de 14 individuos, para LUG282 I, 12 individuos; para LUGO03 Il y LUG282
I1, 24 individuos y para las cruzas entre lineas, fue de 30 individuos, lo cual represent6 un
total de 328 individuos. La extraccion de ADN se realiz6 de acuerdo al protocolo reportado
por Saghai-Maroof Yy col. (1984). Este protocolo consiste en moler 0.35 g de material
fresco con nitrégeno liquido y homogeneizar el polvo obtenido con amortiguador de
extraccion 2X CTAB (Tris-HCI 100mM (pH 7.5), NaCl 5M, EDTA 20mM, CTAB 2%, B-
mercaptoethanol 1% y bisulfito de sodio 1%). Se incuba en bafio maria a 60°C durante 30
min. y se afiade cloroformo:octanol. Se precipita el ADN con etanol. En el paso final se
resuspende el ADN en T.E. (Tris 10mM- EDTA 1mM) hasta su utilizacion en PCR.

La calidad y la concentracion del ADN extraida, se verifico de acuerdo a protocolos de

espectrofotometria y electroforesis en geles de agarosa 1% (Sambrook y Russell, 2001).
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Se utilizaron los marcadores moleculares SSR e ISTR para realizar la comparacion de los

patrones de amplificacion de los padres y su generacion F1 y F2.
4.4 SSR (Microsatélites)

Se utilizaron diez iniciadores para SSR con ubicacion en cada uno de los cromosomas del

maiz. Las caracteristicas de éstos se presentan en la Cuadro 2.

Cuadro 2. Ubicacion de los iniciadores para SSR de maiz, e informacion complementaria
para su aplicacion en PCR

Iniciador *p **g *HET Sentido Antisentido
phil20 1.11 AAG 60.3°C GACTCTCACGGCGAGGTATGA TGATGTCCCAGCTCTGAACTGAC
phi96100 2.01 ACCT 57.2°C AGGAGGACCCCAACTCCTG TTGCACGAGCCATCGTAT
phi099 3.04 AC 60.1°C TACAAAAATCAGGACTGCGAAAAACCCAA GTCGGTGTGTGATCCTTCCAC
phi076 4.11 AGCGGG 60°C TTCTTCCGCGGCTTCAATTTGACC GCATCAGGACCCGCAGAGTC
phil09188 5.03 AAAG 54°C AAGCTCAGAAGCCGGAGC GGTCATCAAGCTCTCTGATCG
phil59819 6.08 - 56°C GATGGGCCCTAGACCAGCTT GCCTCTCCCATCTCT

phi034 7.02 CCT 56°C TAGCGACAGGATGGCCTCTTCT GGGGAGCACGCCTTCGTTCT
phil21 8.03 CCG 59°C AGGAAAATGGAGCCGGTGAACCA TTGGTCTGGACCAAGCACATACAC
phi032 9.04 - 56°C CTCCAGCAAGTGATGCGTGAC GACACCCGGATCAATGATGGAAC
phi96342 10.02 ATCC 59°C GTAATCCCACGTCCTATCAGCC TCCAACTTGAACGAACTCCTC

*P= Cromosoma y Bin **S= Microsatélite detectado ***T =Temperatura de alineacién

La PCR para este marcador se realizd con una mezcla de reaccion con la siguiente
composicion: amortiguador PCR 1X, MgCI2 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM y Taq pol. 0.025U,

en volumen final de 20 pL.

La amplificacion se realizd con el siguiente programa: 35 ciclos en una temperatura de
desnaturalizacion de 94°C durante 1 min, la temperatura de alineacion fue variante
dependiendo de cada iniciador (Cuadro2) y se aplicé por 1 min, 72°C durante 1 minuto y

al final de los ciclos se termind con 5 min a 72 °C para extension final y se mantuvo a 4°C.

La resolucién de los productos de amplificacion para el marcador SSR fue hecha en geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 6%, que se tifieron de acuerdo a

protocolos convencionales de sales de plata (Sambrook y Russel, 2001).
45ISTR

Para el caso de los ISTR, se probaron tres combinaciones de iniciadores cuyas secuencias

se presentan en el Cuadro 3.


http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=130887
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=130888
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=256220
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=256221
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=130871
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=130872
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=111709
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=111710
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=256100
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=256101
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=256109
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=256110
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=111671
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=111672
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=130889
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=130890
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=256223
http://www.maizegdb.org/cgi-bin/displayprimerrecord.cgi?id=256224
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La PCR se llevo a cabo en una mezcla de reaccion con la siguiente composicion:

Amortiguador PCR 1X, MgCI2 3mM, dNTPs 0.25 mM, Taq pol. 0.025, en un volumen
final de 20 pL.

La amplificacion se realizé con el siguiente programa: 40 ciclos que en cada iniciador
consistié en una temperatura de desnaturalizacién de 95 °C durante 3 min 30 s, la
temperatura de alineacion que se utilizd, fue de 45°C durante 1 min, 72°C durante 2 min y
al final de los ciclos se adicionaron 10 min a 72 °C para extension final y una temperatura

de conservacion de 4°C.

Cuadro 3. Secuencias de los iniciadores para el marcador ISTR utilizados en el presente
trabajo.

Iniciadores ISTR (Sentido) Secuencia de 5’ a 3’

F31 GTCGACATGCCATCTTTC

F61 ATATATGGACTTAAGCAAGCA
F31 GTCGACATGCCATCTTTC

B31 ATTCCCATCTGCACCAAT

B81 CCTCCTTATTGGGAATGATAT
Bl ATCAGGAAGGTCTGTAAAGC

La resolucion de los fragmentos del marcador ISTR se realiz6 en geles de agarosa de alta
resolucion a concentraciones de 1.5% 'y se tifieron con bromuro de etidio, segun protocolos

convencionales (Sambrook y Russel, 2001).
4.6 Anélisis de datos
4.6.1 Pureza varietal

Para la determinacién de la pureza varietal, se utilizaron las matrices de datos generadas
por los marcadores moleculares. Con los ISTRs se obtuvieron matrices binarias de
presencia/ausencia y con los SSR, se generaron matrices de peso molecular. Con ambas
matrices se obtuvieron datos de frecuencias génicas utilizando los programas Excel y
Convert version 1.31 (Glaubitz, 2005) y posteriormente se calcularon las matrices de

distancias genéticas, usando el método de promedio de distancias taxonémicas, utilizando
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E;; = \/Zk(in - ij)z

y andlisis de agrupamiento UPGMA (Unweighted pair group method using arithmetic
averages) con el programa NTSYS version 2.1 (Rohlf, 2009). Los resultados se presentan
en dendrogramas y cuadros de distancias, con los cuales se realizaron comparaciones de

acuerdo a las siguientes claves:

Cuadro 4. Clave para la comparacion de distancias genéticas entre los materiales utilizados.

Clave Comparacion
d; Fi vs SSR

d, Fi vs ISTR

ds Fi vs datos agronémicos

Donde Fi representa a la progenie F1 o F2.

Los resultados se muestran en cuadros comparativos

4.6.2 Analisis de las variables agronémicas

Para el andlisis de las diferencias entre datos agrondémicos, se realizaron analisis de
varianza de todas las variables medidas y una comparacion mdaltiple de medias por la

prueba de Tukey.
4.6.3 Heterosis

Para evaluar la capacidad heterdtica, se utilizaron los datos de rendimiento de todos los
materiales. Se hicieron las comparaciones entre la progenie y las lineas progenitoras

utilizando las siguientes formulas:

Fi—Valor del mejor padre

Heterosis (H,) = 100

Valor del mejor padre

Fi—Promedio de los padres (P14+P;)/2

HEterOSIS(Hz) = Promedio de los padres (P;+P5)/2

X 100
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Donde Fi representa a la progenie F1 o F2.

Se calculd la reduccion de la heterosis en F2 con respecto a la progenie F1, utilizando la siguiente
formula.

F1-F2
F2

X 100

Heterosis (Hs) =

4.6.4 Comparacion entre matrices

Se realizo un analisis de correspondencia de matrices de similitud, basado en la prueba de
Mantel con los datos obtenidos de los marcadores moleculares ISTR y SSR y los datos
agronémicos. Esta prueba evalla la correlacion entre las matrices de distancia; la
significancia estadistica de esta asociacion se mide por un procedimiento de asignacion al
azar en la que el orden de los elementos en una de estas matrices son permutados (Manly,
1997).

Las pruebas de correspondencia entre las diferentes matrices se realizaron sobre la base de
1,000 repeticiones al azar, utilizando el modulo de MXCOMP del software NTSYS
version 2.21 (Rohlf, 2009).
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VIl RESULTADQOS
5.1 SSR (Microsatélites)

Para obtener los genotipos con cada SSR, fue necesario realizar 17 geles para cada
iniciador. En la Figura 1, se muestran como ejemplo los patrones de amplificacion de los
fragmentos separados por electroforesis en geles de poliacrilamida del iniciador phi076 de
la linea LUGO03 y LUG282 de la version Il. En el primer gel se muestran los padres,(Los 5
primeros individuos son LUGO3 version Il y los siguientes 14 individuos son LUG282
version 1) en el segundo, la generacion F1 y en el tercero la generacion F2. Para el
ejemplo con este iniciador, La banda obtenida para los progenitores, fue de 178 a 156 pb,
mientras que para F1 y F2 fue de 166 a 164 pb. El tamafio de los fragmentos obtenidos,
corresponde a lo esperado para cada iniciador (Maize GDB, 2012). Se realiz6 una matriz
con los datos de peso molecular de cada alelo para todos los iniciadores usados en este

marcador.

. Padres - F1 m F2

200 ph

Figura 1. Patron de amplificacion para el iniciador phi076 de SSR en maiz. a) Padres
LUGO03 y LUG282 de la versiéon Il; b) Generacién F1 de la cruza LUG03xLUG282 version
Il; ¢) Generacion F2 de la cruza LUGO03xLUG282 version Il. M= marcador de peso
molecular 100 pb.

5.2 ISTR

Para la separacion de los fragmentos obtenidos con el marcador ISTR se analizaron nueve

geles de agarosa por cada iniciador. En la Figura 2, se muestra un ejemplo de amplificacién
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para este marcador, usando la combinacion F31-B1l. En esta figura se encuentran
representados los individuos de las cruzas CML282xLUG282 version | y LUG03xLUG282
version 11 de la generacion F2. Se trata de cruzas con individuos que no son genéticamente
iguales, sin embargo, los patrones de amplificacion muestran loci comunes en todos los
individuos o en la mayoria de ellos, los cuales estan marcados con flechas en la Figura.

CML282inUGZ82 F21 LUGO3XLliG282 F2 1l

500 pb

Figura 2. Patron de amplificacion para la combinacion F31-B1 de ISTR. M= marcador de
peso molecular 100 pb.

5.3 Datos Agrondémicos

Para la obtencion de los datos agrondmicos se tomaron datos cuantitativos de algunas
caracteristicas de los padres y de cada generacion. Con los datos se realiz6 una matriz de
promedios para cada variable.



43

EAEED m &3

Figura 3. Mazorcas cosechadas en el disefio experimental en campo. a) Padres, generacion
F1y F2 de LUG03 y CML282 de la version I; b) Padres, generacion F1y F2 de LUG282 y
CML282 de la version 1.

5.4 Pureza varietal

Para el caso del presente trabajo, se produjeron datos desde tres puntos de vista, como se
menciond anteriormente, con dos marcadores moleculares (SSR e ISTR) y con datos
agronomicos (morfologicos). Con las matrices producidas con cada marcador, se
obtuvieron datos para distancia genética. Los siguientes dendrogramas representan las

semejanzas y diferencias encontradas con base en cada marcador.
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Figura 4. Dendrograma de asociacion de parentales, F1 y F2 de maiz, producido por datos
generados con SSR.
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Figura 5. Dendrograma de asociacion de parentales, F1 y F2 de maiz, producido por datos
generados con ISTR
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LUGO3I

Datos Agrondmicos
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Figura 6. Dendrograma de asociacion de parentales, F1 y F2 de maiz, producido por datos
generados con datos agronémicos

Las asociaciones encontradas para cada marcador molecular, representan la parte del
genoma que se detecta con cada marcador especifico. Las dos versiones de la linea LUGO03
obtuvieron un coeficiente de distancia bajo, lo cual indica su similitud genética, detectada
con un valor de 0.347 con SSR, 0.6306 con morfologia y en cuanto al marcador ISTR
report6 un valor de 1.9774 que indica menor similitud. En cuanto a los datos generados con
ISTR, se puede observar en la Figura 5, que no existié una separacion entre los materiales
de la generacion F1 de los de F2, cabe mencionar que la distancia genética entre LUG282
en las dos versiones fue de 0.9146 lo que representa la menor distancia genética entre los
materiales analizados con este marcador y superada solo por el valor de 0.897 entre las
cruzas LUG03XLUG282 Il F2 y CML282XLUG282 | F2.

En la Figura 6, se observa que la separacion de los materiales corresponde a dos grandes
grupos en donde los padres estan asociados al primero.
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Cuadro 5. Promedios de las variables medidas

MATERIALES  RENDG EMR SOB FM FF AM AP PC Mxp CM \Y
LUGO03 | 970 59 99 75 77 0.56 1.18 33 0.84 8.83 68
LUG2821 877 55 95 75 76 0.61 151 32 0.78 7.17 56
CML282 | 1151 52 93 76 77 0.66 1.43 29 0.87 7.83 63
LUGO3 Il 1356 63 97 73 76 0.6 1.24 36 0.91 9.33 64
LUG282 II 821 53 96 76 78 0.58 1.39 32 0.8 7.17 63

LUG282xCML282 F1 | 939 56 92 74 77 0.63 1.47 35 0.72 7 60
LUGO3XLUG282 F1 I 5915 67 96 72 73 1.04 2.07 39 1.01 9.83 64
LUG282xLUG03 F1 | 5690 74 87 72 73 1 1.98 40 0.95 9.67 69
LUGO3XCML282 F1 | 5426 69 93 72 73 1.06 2.03 37 0.98 9.83 67
LUG282xLUG03 F2 | 2503 63 97 72 74 0.73 1.6 35 0.99 8.83 70
CML282xLUG03 F2 | 2770 72 88 72 73 0.82 1.72 38 0.91 8.67 72
cML282xLUG282 F21 1030 57 97 75 77 0.59 1.46 35 0.76 7.17 63
LUGO3xLUG282 F2 II 2735 70 92 73 75 0.86 1.71 38 0.97 8.5 69
GL 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
SS 2.76E+08  4007.283  941.695 168.8718 250.7949 2.452578 5099935 744128 0.67978  83.1282  1434.77
MS 23024681  333.9402 78.47458 14.07265 20.89957 0.204381 0.499946 62.0107  0.05665 6.92735  119.564
valor F 53.37 2.9 11 5.75 7.47 38.58 72.83 2.02 6.43 19.07 2.14
valor P <.0001 0.0032 0.3807 <.0001 <.0001 <.0001 <0001 00378 <0001 <0001  0.0274
Medias 2475 62* s 73** 75** 0.75*  1.60** 35* 0.88**  8.45** 65*
Ccv 26.53 17.2 9.01 2.13 2.22 9.72 5.17 15,7 10.61 7.133 11.45
TUKEY 1501.56 24.5 19.3 3.57 3.82 0.166 0.189 12.66 0.214 1377 17.1

*** = Significativo a 0.05 y 0.01 nivel de probabilidad respectivamente. RENDG: rendimiento en grano; EMR: semillas
germinadas; SOB: plantas que sobrevivieron; FM: floracion masculina; FF: floracion femenina; AM: altura de mazorca;
AP: altura de planta; PC: plantas cosechadas; Mxp: mazorcas cosechadas; CM: calificacion de mazorca; V: volumen de

grano. SS: Suma de cuadrados; MS: Cuadrado medio; GL: grados libertad. CV: coeficiente de variacion.

La principal variable de comparacién entre los materiales estudiados, fue el rendimiento.

Las lineas y cruzas con menor rendimiento se separaron en el dendrograma producido por

la matriz de distancias con datos agronémicos. EI mayor de rendimiento fue para la cruza
F1 de LUG282 X LUGO03 de la version II.

Todas las variables para este experimento, fueron significativas o altamente significativas, a

excepcion del nimero total de plantas a los 65 dias de comenzado el experimento en

campo.
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Cuadro 6. Heterosis para el rendimiento de grano y altura de planta entre lineas e hibridos.

MATERIALES RENDG P1 P2 H1 H2 H3 MATERIALES AP P1 P2 H1 H2 H3
LUG282xCML282 F1 | 939 1151 1014 1.76 4.39 -8.11  LUG282xCML282F11 0.63 0.61 0.66 5._30 1._67 6.59
LUGO3xLUG282 F1 I 5915 1356 1088.5 5.71 15.07 129.81 LUGO3xLUG282F1ll 1.04 0.60 0.58 7331 76.64 20.56
LUG282xLUGO3 F11 5690 970 9235 2482 29.37 145.09 LUG282xLUGO3F11 1.00 0.61 0.56 6195 69.58 36.11
LUGO3XCML282 F11 5426 1151 1060.5 15.93 23.13 103.83 LUGO3XCML282F11 1.06 0.56 0.66 59.03 72.60 29.07
LUG282xLUGO3 F2 | 2503 970 9235 7.03 10.92 LUG282xLUGO3 F2 | 0.73 0.1 0.56 1899 24.60
CML282xLUGO3 F2 | 2770 1151 1060.5 20.84 28.36 CML282xLUGO3 F21  0.82  0.56 0.66  23.21 33.72
CML282xLUG282 F21 1030 1151 1014 2.77 5.43 CML282xLUG282F21 0.59 0.61 0.66 11?15 7._75

LUGO3xLUG282 F2 1l 2735

1356

1088.5 10.99

20.81

LUGO3xLUG282 F2 I

0.86

0.60

0.58

43.76

46.52

RENDG-= rendimiento, AP= Altura de planta; P1y P2= Padres; H1 (Heterosis con respecto al mejor padre), H2 (Heterosis con respecto

al promedio) y H3 (Heterosis en F2 con respecto a F1).

Cuadro 7. Distancias genética entre lineas e hibridos.

MATERIALES dl d2 d3
LUG282xCML282 F1 | 0.338 1.8861 0.8647
LUGO3xLUG282 F1 1l 0.412 1.3774 1.5178
LUG282xLUGO3 F1 | 0.418 2.0794 1.9279
LUGO3XCML282 F11 0.300 1.853 2.1454
LUG282xLUGO3 F2 | 0.495 1.9935 0.9824
CML282xLUGO3 F2 | 0.318 1.6684 1.7843
CML282xLUG282 F2 | 0.165 1.7063 0.7019
LUGO3xLUG282 F2 1I 0.474 0.9380 0.9523

d1 (distancias calculadas con SSR), d2 (Distancias calculadas con ISTR) y d3 (distancias calculadas con datos agronémicos).

Las cruzas que produjeron mayor rendimiento, fueron las realizadas entre LUG282 y

LUGO3 en las dos versiones comparadas. Sin embargo, al analizar los datos de heterosis, se

encuentra un contraste entre la cruza realizada con los maices de la version | con los de la

version 11, siendo ligeramente mas rendidores los de la version Il. Para altura de planta se

encontré que las mismas cruzas que mostraron mayor heterosis en rendimiento, fueron las

gue mostro mayor altura. La distancia genética que se encontr0 para esta cruza, difiere

segun el marcador de referencia, por ejemplo, para distancias producidas por SSRs el valor
fue d1=0.412, para ISTRs d2= 1.3774 y para datos agronémicos d3= 1.5178. La menor
distancia genética se detectd fue con el marcador SSR en la cruza CML282 x LUG282 en
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F2 con 0.165 y la mayor distancia detectada fue en los marcadores ISTR en la cruza
LUG282 x LUGO03 F1 de la version | con 2.0794.

LUGO3xLUG282 F2 Il 101.69
CML282xLUG282 F2 |

CML282xLUGO03 F2 | 140.66
LUG282xLUGO03 F2 | 158.04
LUGO3XCML282 F1 | 371.41
LUG282xLUGO03 F1 | 486.59
LUGO3xLUG282 F1 Il 336.21

LUG282xCML282 F1

Figura 7. Heterosis con respecto al valor del mejor padre

LUGO3xLUG282 F2 I
CML282xLUG282 F2 |
CML282xLUGO3 F2 |
LUG282xLUGO3 F2 |
LUGO3XCML282 F1 1
LUG282xLUGO3 F1 | 501
LUGO3xLUG282 F1 1

LUG282xCML282 F1 |

Figura 8. Heterosis con respecto al promedio de los padres

En las Figuras 7 y 8, se presentan las diferencias de heterosis entre la cruza LUG282 X
LUGO3 en F1, que fue de 336.21 de la version Il con respecto al padre con mayor

rendimiento y de 486.59 de la versién | con respecto al padre con mayor rendimiento. En la
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comparacion entre el rendimiento de esa cruza y el promedio de los padres, la diferencia

fue menor, ya que se encontrd una heterosis de 383.94 en la version 11 'y 501 en la version I.
5.7 Comparacion entre las versiones

Con los valores de distancias genéticas, se realizaron comparaciones entre las lineas

utilizadas, que se presentan en las figuras 9 a 11.

Al comparar las versiones de la linea LUG282 con la CML282, se encontraron diferencias
entre ellas, con respecto a los marcadores SSR y datos agrondémicos y distancias similares
con respecto al marcador ISTR (Figura 9). Lo anterior puede ser debido a que las dos
versiones de la linea LUG282 estuvieron sujetas a avance en endogamia y seleccion en el

CUCBA por 8 a 10 generaciones

W LUG282 Il vs CML282 | LUG282 | vs CML282 |

16992 4 6531

0.8041

0.4605

0183 0225 .

SSR ISTR DATOS AGRONOMICOS

Figura 9. Comparacion entre los materiales parentales

En cuanto a la comparacién entre los dos materiales LUG, se encontré diferencia con

respecto a la distancia genética entre ellas, detectada con los tres marcadores (Figura 10).
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W LUGO3 vs LUG282 | LUGO3 vs LUG282 1l
1.8947

1.244
1.1427

0.9278

0.432

o

SSR ISTR DATOS AGRONOMICOS
Figura 10. Comparacion entre los materiales LUG03 y LUG282 en sus dos versiones.

0.380

En cuanto a la comparaciéon entre los dos materiales LUG, se encontré diferencia con
respecto a la distancia genética entre ellas, detectada con los tres marcadores (Figura 11).

Con respecto a las versiones | y Il de las cruzas entre LUG282 y LUGO03, se obtuvo un
valor de referencia, basado en las diferencias entre las distancias que pudieron encontrarse
en los individuos evaluados. El resultado encontrado fue de diferencias del orden de 0.104

(distancia genética) con SSR, de 0.9669 con ISTR y de 0.1013 con datos agronémicos.

W LUG282 | vs LUG282 1 LUGO3 I vs LUGO3 I

1.9774

0.9146
0.6463 0.6306

0.347
0.110
I

SSR ISTR DATOS AGRONOMICOS

Figura 11. Comparacion entre los materiales LUG entre si en sus dos versiones.
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5.8 Comparacion entre matrices

Con el fin de determinar la correlacién entre las matrices producidas con distancia genética
de los datos moleculares y agronémicos, se llevo a cabo la prueba de Mantel para obtener el
grado de relacion entre ellas. Esta prueba evalla la correlacion entre las matrices de
distancias genéticas. Los resultados de la correlacion con respecto a las matrices se
presentan en el Cuadro 8. Se encontraron bajos valores de significancia, es decir, valores de
r que fluctban entre 0.36 y 0.15. El valor més alto se encuentra entre el marcador ISTR vs
SSR.

Cuadro 8. Correlacion de las matrices de similitud derivadas de marcadores moleculares
ISTR, SSR y datos agronémicos.

ISTR SSR DATOS
AGRONOMICOS
ISTR 1
SSR 0.36999 1

DATOS AGRONOMICOS | 0.19243 | -0.15153 1
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VIII DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, con respecto a la pureza varietal, confirman
el hecho ya muy discutido de que cuando en el proceso reproductivo, la meiosis esta
implicada, existe la recombinacion y la progenie no es idéntica a sus padres, lo cual se
refleja en las diferencias entre la linea CML282 y la LUG282 que fue obtenida a partir de
por lo menos ocho fecundaciones, lo cual fue reportado por Rodriguez (2013). En ese
trabajo, se reporta que la linea CML282 parece haber tenido suficiente variacion genética,
al grado de que las dos versiones obtenidas por autofecundacién por mas de ocho
generaciones, difirieron de ella, lo que fue detectado por los marcadores moleculares y por
los caracteres agronémicos usados en este trabajo. Esos resultados se confirmaron en el
presente trabajo, donde las diferencias entre las lineas CML282 y LUG282, se marcan
desde los tres puntos de vista abordado en el presente trabajo, que son dos marcadores
moleculares (SSR e ISTR) y uno morfolégico (datos agrondémicos), asi mismo, se

encontraron diferencias entre las dos versiones de LUGO03.

La verificacion de las diferencias entre los materiales que se eligen para mejoramiento
genético, tiene gran importancia, ya que como se ha reportado desde los trabajos de Brieger
(1949), el fenotipo de los hibridos depende de una complicada interaccion entre los alelos
del mismo o de diferentes loci. Si se cruzan dos lineas de diferentes variedades, los efectos
de la heterosis pueden presentarse de manera mas pronunciada que cuando los padres se

encuentran emparentados o son hibridos (Brieger, 1949; Passoupathy y col., 2015).

La disponibilidad de los avances en gendmica, ha proporcionado herramientas para
encaminar investigaciones hacia la descomposicion de la heterosis en sus bases genéticas.
Predecir la heterosis usando marcadores moleculares, es el primer paso para dirigirse a este
punto. Passoupathy y col., (2015) realizaron una revision de los avances hechos hasta el
momento, en cuestion de la prediccion de la heterosis con marcadores moleculares. En esa
revision se reporta que existe una correlacion débil o no significativa usando varios
marcadores y también resultados contrastantes utilizando marcadores para predecirlo en
diferentes cultivos. Estos autores reportan que para maiz, con los marcadores RAPD

(Random Amplification of Polymorphic DNA) no se encontraron resultados adecuados
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para la prediccion de heterosis, en cambio en combinacion con los datos morfologicos, se
obtiene una correlacion positiva entre las distancias genéticas. Asi mismo reportan que los
marcadores AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) son utiles para la
prediccion de rendimiento, ya que se encontro relacién entre QTL's (Quantitative Trait
Loci) de rendimiento que se asocian a loci con efecto en esta misma variable. Con los
marcadores SSR se tiene una dificil prediccién de heterosis y de rendimiento, pero en
conjunto con los AFLP se facilita la prediccion de cruzas. Estos autores reportan que no es
conveniente el uso de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) para la

prediccién de heterosis.

Los resultados del presente trabajo demuestran que con el marcador molecular aleatorio
ISTR, se encontr6 una mayor distancia genética entre los materiales con mayor valor de
expresion heterdtica LUG282XLUGO03 | F1. Se requeriria a posteriori, incrementar la
documentacién del poder de deteccion de este marcador, con un mayor trabajo de
asociacion con los resultados de campo. En trabajos previos, se ha encontrado que son
necesarias al menos tres combinaciones de iniciadores para detectar una asociacion
adecuada de los individuos estudiados, debido a que es un marcador que detecta mucha
variabilidad (Khaliq y col., 2011; Torres-Moran y col., 2012) y al igual que otros
marcadores que se basan en la posicion de retrotransposones, como el IRAP
(Interrretrotransposon amplified polymorphism), reportan alta variabilidad entre individuos

(Hosid y col., 2012) y pueden detectar secuencias no codificantes (Havecker y col., 2004).

En lo que se refiere a las variables agrondémicas, las diferencias significativas encontradas
en casi todas, concuerdan con lo reportado por diversos autores, con respecto a las
diferencias genéticas que deben existir entre los genotipos involucrados y que se expresan a

nivel fenotipico (Porceddu y Jenkins, 1981; Ranvidra y col., 2012; Rider y col., 2014).

En cuanto a la heterosis, se encontr6 que las lineas con menor nivel de parentesco,
mostraron un valor mas alto de heterosis, encontrandose un valor de heterosis con respecto
al mejor padre de 486.59 en la cruza LUG282XLUGO03 F1 | y de 501 en la misma cruza,
con respecto al promedio de los padres; estos resultados concuerdan con el estudio clasico

de Moll et al. (1965) con poblaciones tropicales y templadas de los EUA, es decir que la
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heterosis en maiz se incrementa con la distancia genetica y que hay un nivel 6ptimo en el

que se presentan decrementos en casos de cruzas entre progenitores muy distantes.
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IX  CONCLUSIONES

La utilizacion de los marcadores moleculares SSR e ISTR en el presente trabajo,
uno codominante y otro dominante, permitié comparar la informacion que proporcionan
con respecto a un mismo genoma. El nivel de diferencia que se encontré entre los
individuos de la linea LUGO3 difiere entre los dos marcadores, debido a su mecanismo de
accion, uno basado en microsatélites (SSR) y producto de una previa secuenciacion del
genoma y otro practicamente aleatorio y basado en la posicion de elementos mdviles dentro
del genoma (ISTR). Es importante destacar que para detectar pureza varietal, el marcador

ISTR es adecuado, basandose en las diferencias detectadas.

Los marcadores morfolégicos o datos agronémicos que se obtuvieron,
proporcionaron la base para el célculo de la heterosis, basada en el comportamiento de los
materiales en campo. Las diferencias encontradas entre la heterosis producida por los
materiales de las diferentes versiones, concuerdan con las diferencias entre ellos, detectadas

a nivel molecular.

La prueba de Mantel que se realizé con la finalidad de evaluar si las matrices
generadas tanto con datos moleculares como agrondémicos eran semejantes. Los resultados
no detectaron una asociacion confiable entre las matrices de distancias y las relaciones
entre éstas no son claras, sin embargo, el mayor valor de coeficiente de correlacién (r) se

produjo entre la comparacién de ISTR con SSR.

Por otra parte, los mayores valores de distancia, fueron encontrados con ISTR para
la cruza F1, version | de LUG282 X LUGO03 que fue la cruza que presento el mayor valor
de heterosis, lo que implica la posibilidad de usar las distancias genéticas estimadas con
marcadores moleculares en la prediccion de hibridos sobresalientes en aspectos

agronémicos.

Segun los resultados obtenidos con el presente trabajo, se concluye que si es posible
detectar la pureza varietal entre lineas autofecundadas, utilizando los marcadores
moleculares SSR e ISTR.
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