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Resumen— El maiz (Zea mays L.) debido a sus diversidad
genética y a sus multiples utilidades es un producto con alto interés
de investigacion en el pais. Por esta razén, en la presente
investigacion se realizé el analisis de la variabilidad genética en
este cereal. Se caracteriz6 molecularmente 86 accesiones
pertenecientes al Banco de Trabajo del Programa de Maiz del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias,
determindndose la diversidad y estructura genética. Las muestras
fueron genotipadas en el analizador de ADN LI-COR 4300s. Los
analisis de diversidad genética revelaron un total de 72 alelos de
los 9 locus en analisis, con un promedio de 8 alelos/locus. El locus
phi053 fue el mas polimérfico. El PIC reportado fue de 0,58, la
heterocigosidad esperada de 0,63 y la heterocigosidad observada
de 046, siendo indicadores de la alta diversidad genética. El
analisis de similitud UPGMA y el andlisis de coordenadas
principales PCO determinaron la falta de estructura genética en
las muestras estudiadas. El andlisis por razas canguil y tusilla
revelo una diferencia genética de 7%, mientras que en
comparacion con los materiales mezclas de maiz presentan una
diferencia genética del 4%. Con el anilisis realizado se observé
que la coleccion del Banco de Trabajo del Programa de Maiz posee
diversidad genética, la mayor parte ocurre dentro de las
poblaciones mas que entre las razas.
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I. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos de mayor
importancia en el Ecuador, tanto por ser uno de los
componentes basico en la dieta de la poblacion como por la
gran cantidad de terreno destinado a su produccién [1].
Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, para el
2011 la superficie cosechada de maiz (duro y suave) fue de
577.784 ha [2].
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El maiz, ademas de tener relevancia en la alimentacion e
industria también se constituye como una fuente importante
de diversidad genética, es asi que se han reconocido en el
Ecuador 29 razas, de las cuales 17 estan ubicadas en la
sierra ecuatoriana, mientras que las 12 razas restantes se
ubican mayormente en la region litoral y la amazonia [3].

Lamentablemente, en las ultimas décadas se ha
presentado una mayor incidencia de erosion genética, pues
se ha observado una considerable pérdida de especies
nativas en el pais. En el caso de la pérdida de los maices
criollos se debe al incremento de cultivos con variedades
comerciales de mayor rendimiento, la introduccion de
modelos de produccion de agricultura moderna, expansion
de la frontera agricola y la modificacion en los sistemas de
produccion, factores que han deteriorado la produccion local
de alimentos y la soberania alimentaria [4]

Entre las variedades criollas se encuentra el canguil,
conocido internacionalmente como reventéon, y sus
derivados. Los especimenes tipicos se encuentran a 2260
msnm, variedades de color amarillo, blanco, rojo o morado;
mazorcas cortas, delgadas y cilindricas con granos
puntiagudos, plantas pequefias y delgadas con hojas
angostas en la base y con presencia de pequenas auriculas,
espigas erizadas de espiculas densamente agrupadas [3].

Otra variedad de maiz criollo es la tusilla, cuyas especies
tipicas se encuentran desde 90 a 1500 msnm.; las cuales
poseen mazorcas medianas de caracteristicas flexibles,
delgadas y cilindricas, y con granos redondos duros de color
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amarillo naranja. Estas plantas son fuertemente
desarrolladas con hojas largas, delgadas y rigidas, mientras
que sus tallos son delgados con nudos bien pronunciados

[3].

En el presente trabajo se plantearon los siguientes
objetivos:

Objetivo General:

e Caracterizar molecularmente las razas de canguil,
tusilla y mezclas de maiz del Banco de Trabajo del
Programa de Maiz del INIAP.

Objetivos Especificos:

. Determinar la variabilidad genética de las
razas de canguil, tusilla y mezclas de maiz a
través de 9 marcadores moleculares
microsatélites.

. Analizar la diversidad genética existente del
germoplasma en estudio, mediante
herramientas bioinformaticas que determinen
accesiones  potenciales  para  futuros
programas de fitomejoramiento.

La hipétesis de investigacion a comprobar es que las
variedades de canguil y tusilla no se diferencian a nivel
genético de las mezclas de maiz.

II. DESARROLLO

Para la siembra de semillas de maiz en el invernadero, se
utilizé 3 semillas por cada accesion, es decir se trabajo con
258 semillas, estas semillas se desinfectaron con Hipoclorito
de Sodio al 5% y se lavaron 3 veces con agua destilada antes
de sembrarlas.

La caracterizacion molecular se realizé en el laboratorio
de biologia molecular del Departamento Nacional de
Biotecnologia en la Estacion Experimental Santa Catalina
(EESC) del Instituto Nacional Autéonomo de Investigaciones
Agropecuarias.

En la extraccion de ADN se emple6 muestras vegetales
(primordios foliares) de 15 dias. El protocolo de extraccion
que se utilizd6 en esta investigacion fue de Ferreira y
Grattapaglia (1998) [5], finalmente se conservo el ADN a
4°C.

Este trabajo fue apoyado por el Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) de la Estacion Experimental Santa
Catalina (EESC), bajo el auspicio de SENESCYT, PIC-12-INIAP-008
Convenio: 20120322.
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Para la validacion se empleé los primers con marcadores
moleculares tipo SSR, con los primer phill6 y phil2l de
maiz disponibles en el Departamento Nacional de
Biotecnologia (Senior, 1998), se realizd6 el PCR en el
termociclador PTC-100.

Para la amplificacion de todas las muestras con los 9
primer se empled el método M13-tailing los cuales fueron
reportados por Morales (2003) y Nguyen et al., (2012), se
utilizd el coctel de reaccion PCR y se amplifico las
muestras en el analizador LI-COR 4300, en gel de
acrilamida. Antes de empezar a cargar se realiz6 una pre-
corrida de 25 min a 1500 V para enfocar el focus del laser a
700 y 800 nm. Por ultimo se cargd 0.8 ul de los productos
amplificados los cuales fueron previamente diluidos con
Blue Stop Solution LI-COR en una relacion 1:1 y
denaturados a 94 °C por 5 min, se inici6 la corrida a 1500 V
por 1 hora y media. El marcador de peso molecular que se
utilizé fue el IRDye 30-350 bp.

Con las muestras amplificadas seguidamente realiz6 el
genotipaje de las muestras, para llevarlo a cabo se cred un
proyecto en el software SAGA-GT Microsatellite llamado
MAIZ, en este se detalld la informacion de cada primer
como la talla, el canal en el que amplifican (700-800 nm), el
rango del tamafio de bandas, los duplex y triplex formados y
se ubicod de antemano la posicion que tuvo cada pocillo del
gel con la muestra de maiz. Finalmente obtenidos los pesos
de los alelos en pb se obtuvo la matriz genotipica y se la
importo a los programas estadisticos: GenAlex6.5 [6],
PowerMaker [7], NTSYS-pc [8], Infogen [9]. Los
parametros de diversidad determinados fueron:

* Analisis de diversidad genética: Numero y tamafio de
alelos, frecuencia alélica, numero de genotipos,
contenido de informaciéon  polimorfica  (PIC),
heterocigosis observada (Ho) y esperada (He)

e Estructura genética: Analisis de agrupamiento,
Analisis multivariado.

* Diversidad genética por razas y mezclas de maiz:
Estadistica F, distancia genética de Nei, AMOVA.

* Estimaciones y medidas de confianza por re-
muestreo: bootstrap.

L. RESULTADOS

Analisis de diversidad genética

En la caracterizacién y agrupamiento de las razas de
canguil, tusilla y mezclas de maiz pertenecientes al
Programa de Maiz del INIAP con 9 primers SSR se observo
un total de 72 alelos con un promedio de 8 alelos/locus.
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En los trabajos de investigacion en maiz realizados en el
Ecuador por parte del Programa de Maiz del INIAP, se
destaca el analisis de variedades de maiz de altura donde se
obtuvo 74 alelos con un promedio de 8 alelos por SSR [10].
De igual manera en el estudio sobre Caracterizacion
molecular de 27 accesiones de maiz chulpi (Zea mays L.) y
65 accesiones de maiz negro colectadas en la serrania del
Ecuador, se obtuvo un total de 278 alelos con un promedio
de 7 alelos por locus [11]. En el estudio realizado sobre
Caracterizacion molecular de la coleccion ntcleo de maiz
(Zea mays) del banco de germoplasma del INIAP mediante
13  marcadores moleculares microsatélites en 136
accesiones, se obtuvo un total de 90 alelos con un promedio
de 8 alelos/locus [12]. Los datos obtenidos en las
investigaciones anteriores revelan que son similares al
obtenido en el presente estudio, debido al uso de primers
SSR polimoérficos y al material genético similar empleado.

Los locus con mayor nimero de alelos obtenido en el
presente estudio son phi033, phi053, phi034 y phi072,
siendo mayormente polimorficos (por lo cual son 6ptimos
para los andlisis de diversidad genética). Mientras que, los
locus phi083 y phi050 proyectaron menor polimorfismo (es
decir mayor cantidad de alelos repetidos y de tamafios
similares siendo poco informativos).

Las frecuencias alélicas oscilaron 0.0022 a 0.8531,
observandose la mayor frecuencia alélica el locus phiS0- 81
pb. Si la frecuencia de un alelo es muy alta, existe poca
heterocigosidad [13]. En este estudio se observé que el alelo
81 tenia un alto grado de repetitividad; mientras que, 38
alelos (26,6%) pueden ser considerados como raros con
frecuencias alélicas menores a 0.05.

La heterocigosidad observada (HO) para los materiales
en estudio fue de 0.4587; mientras que, la heterocigosis
esperada (He) fue de 0.6275. Los valores obtenidos indican
que bajo la hipdtesis de Hardy-Weinberg las accesiones en
estudio no se encuentran en equilibrio. Esto debido a que el
maiz es un cultivo anual anemofilo; considerado de
fecundacion predominantemente cruzada, factor que
promueve la variabilidad genética existente en la poblacion.
Este proceso favorece a que determinados individuos se
reproduzcan mas que otros, generando que las frecuencias
alélicas y genotipicas varien alterando el equilibrio génico
[14].

El valor del indice de polimorfismo contenido (PIC)
oscild en un rango de 0.2443 y 0.7421, con un promedio de
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0.58 para los 9 marcadores microsatélites utilizados, lo cual
indica gran diversidad genética en las accesiones analizadas
(Canguil, Tusilla y mezclas de maiz), pues poseen
caracteristicas particulares de cada zona de origen.

El maiz es una planta alégama (es decir que puede
presentar polinizacion cruzada y fecundacion entre
individuos genéticamente diferentes); por lo cual presenta
un alto grado de heterocigosis, generando plantas con un
mejor rendimiento que los parentales [16] y [17]. En este
estudio, al realizar la estructura genética de las especies de
maiz se puede esperar que las variedades analizadas hayan
sido obtenidas por autopolinizacion o por polinizacion
cruzada. Al ser colectas realizadas por parte del Programa
de Maiz del INIAP en diferentes provincias, el material
vegetal para la conservacion de la especie (semilla) depende
de: la tasa de erosion genética diferencial, con cuellos de
botella mas severos o regimenes selectivos mas estrictos
para las poblaciones; debido a las preferencias de los
agricultores y a condiciones ambientales adversas [13].

Estructura genética

De acuerdo al andlisis de agrupamiento UPGMA
detallado en la figura 1.1, existe relacion entre las diferentes
variedades de canguil (blanco, rojo y mixtura), pues se
encuentran agrupadas en un mismo bloque Ademas, en el
analisis realizado se obtuvo que estas variedades posean
relacion con la poblacion chulpi. Dicha poblacion se
encuentra ubicada principalmente en la Sierra ecuatoriana
(provincias Chimborazo y Pichincha); al igual que las
colectas de canguil obtenidas de las provincias de Carchi,
Imbabura y Cotopaxi. En el caso de la variedad tusilla, no se
encuentra agrupada uniformemente, debido a la polinizacion
cruzada que pudieron haber sufrido los materiales en estudio
(perdiendo de esta manera su estructura genética).

En el caso de las mezclas de maiz provenientes de
colectas del austro y del Banco de Trabajo del Programa de
Maiz, se observo la conformacion de dos grupos; en los
cuales, debido al flujo genético existe gran diversidad de
genotipos en los individuos de investigacion. Ademas, las
poblaciones de maiz estdn sujetas a procesos de deriva,
migracion y a la seleccion (tanto natural como artificial)
[13]. Por lo cual, es de gran importancia conocer como
evoluciona este sistema; analizar la dinamica poblacional
directamente en los campos de los cultivadores, y el impacto
de sus practicas en la determinacion de la estructura y
diversidad poblacional.
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Figura 1.1: El dendograma formado a partir de la matriz de distancia de Shared Allele Distance de las diferentes variedades
de maiz obtenido del software PowerMarker (A1: poblacion canguil, A2: tusilla, A3: mezclas de maiz en dos grupos)

En el andlisis de coordenadas principales (PCO), se
presentd una variabilidad acumulada de 21.62%. Debido a
esto no hay formacion de estructuras definidas. Sin
embargo, se pueden distinguir la separacion clara de las
variedades de canguil (Canguil blanco proveniente de
Cotopaxi) y algunas accesiones del austro, puesto que estos
materiales provienen de zonas cercanas y no se han visto
afectados significativamente por el flujo génico.

A

Los resultados obtenidos reflejan que existe variabilidad
genética entre los genotipos estudiados, como se observa en
la figura 1.2. La estimacion de diversidad genética es
importante en el proceso de mejoramiento vegetal [14]. Lo
cual destaca que la presente investigacion sea de base para
estudios posteriores con la posibilidad de encontrar
caracteristicas interesantes que sean utiles para la formacion
de nuevas variedades en el Programa de Maiz del INIAP.

Figura 1.2: Analisis de coordenadas principales (PCO) de 258 muestras de maiz analizados con 9 primers SSRs, con A) dos
coordenadas y B) tres dimensiones. Destaca las variedades canguil blanco (color naranja) y las mezclas de maiz (color azul)
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Diversidad genética por razas y mezclas de maiz

En el andlisis de diversidad genética de las razas de
canguil y tusilla se realizo los estadisticos F, el analisis
molecular de varianza y la distancia genética de Nei. Con
respecto a los resultados del AMOVA indican que existe
diferenciacion genética, con un porcentaje del 7% entre
variedades. Sin embargo, esta diferencia es minima debido a
que los materiales comparten similar informacién genética
por la cercania geografica que poseen. Del total de Ia
variaciébn genética, los mayores porcentajes (61%)
correspondieron a la variacion dentro de cada individuo. Por
lo cual los niveles de variacion indican una diferenciacion
genética entre las variedades [18].

En cuanto a los estadisticos F, es la correlacion entre
genes homologos tomados de un nivel de la subdivision, en

El indice de fijacion o Fst permite medir la reduccion en
la heterocigosis, debido a la diferenciacion genética entre
poblaciones [19]. El valor obtenido en este estudio fue de
0.29, siendo un valor cercano a 0 y nos indica que las
frecuencias alélicas son iguales en todas las poblaciones; es
decir que ain no ha habido diferenciacion significativa. De
los 9 loci analizados el valor mas alto registrado fue por
parte del locus phi083, con un valor 0.480. Esto indica que
existe una alta fijacion de cierto alelo para este locus, ya que
mientras mas se acerca a 1 mas fijacion de un alelo existe.

El locus con el menor valor de FIT es el phi03, siendo
este 0.064; y el locus con menor valor de FIS es el phi034,
siendo este 0.027. El mayor porcentaje de variacion genética
corresponde a los loci phi083, phi050, phi059.

El flujo genético obtenido en promedio fue de 0.660,
siendo un valor menor a 1, se puede decir que la deriva
génica actua independientemente en cada una de las
poblaciones Canguil y Tusilla [19].

En el estudio realizado por variedades con 13 loci,
mostr6 un resultado positivo de Fis que indica un déficit de
heterocigotos, con una media de 0.474; mientras que para
dos locus fue negativo. Estos resultados indican un cierto
grado de consanguinidad, que podria explicarse por el hecho
de que los genotipos estan relacionados genéticamente [15].

En la distancia de Nei entre las razas canguil (13
accesiones) y tusilla (21 accesiones), se observod que existe
poca diferenciacion genética entre accesiones de cada raza,
con valores cercanos a 0, debido al parentesco genético. En
cuanto a la diferenciacion entre razas, se observo que existia
diferenciacion genética debido a que los valores de distancia
fueron cercanos a 1. La mayor similitud observada en la
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relacion con cualquier otro nivel superior. En el caso del
indice de estimacion de endogamia Fis, permite describir la
distribucion de los genotipos dentro de una poblacién. El
resultado obtenido en este estudio fue de 0.005, siendo un
valor cercano a 0 y nos indica que las frecuencias de
genotipos en la poblacion se obtendrian si los apareamientos
fueran estrictamente al azar. Ademas el principal
determinante de la endogamia en las poblaciones vegetales
es la probabilidad de que una semilla sea el resultado de
polinizacion cruzada; y al presentar un valor positivo sefiala
un nivel de endogamia, pero como el valor es cercano a 0, se
considera como baja en estas dos razas. De los 9 loci
analizados, 4 de ellos presentaron valores negativos (phi072:
-0.235, phi031: -0.280, phi015: -0.028, phi053: -0.131); lo
que nos indica que en estos casos existe un exceso de
heterocigotos, probablemente porque los individuos
heter6cigotos poseen mejores caracteristicas y sobreviven
mejor que los homdcigotos (seleccion natural) [19].

matriz de distancia fue entre las variedades tusilla de
Manabi con tusilla de Napo, las cuales tuvieron una
distancia de 0.998. Mientras que, la mayor diferencia es
entre las variedades tusilla de Orellana con tusilla de
Sucumbios, con una distancia de Nei de 0.099.

En el analisis de la diversidad de las mezclas de maiz se
considerd el analisis molecular de varianza, los estadisticos
F y la distancia genética de Nei. En cuanto a los resultados
del AMOVA indican que existe diferenciacion genética, con
un porcentaje del 4% entre variedades. Sin embargo, esta
diferencia es minima debido a que los materiales comparten
similar informacion genética por la cercania geografica que
poseen (Azuay y Caifiar). Del total de la variacion genética,
los mayores porcentajes (66%) correspondieron a la
variacion dentro de cada individuo. Por lo cual los niveles
de variacion indican una diferenciacion genética entre las
variedades [18].

En los estadisticos F, el valor obtenido en el coeficiente
de endogamia Fis fue de 0.018, siendo mayor al registrado
en las variedades de Canguil y Tusilla debido al aumento en
el nimero de variedades. El valor obtenido es cercano a 0y
nos indica que las frecuencias de genotipos en la poblacion
se obtendrian si los apareamientos fueran realizados
estrictamente al azar. De los 9 loci analizados, presentaron
valores negativos 4 de ellos (phi072: -0.305, phi031: -0.187,
phi033: -0.228, phi053: -0.137), lo que nos indica que en
estos casos existe un exceso de heterocigotos [19].

En este estudio se obtuvo que los loci: phi072, phi031,
phi033, phi053, phi015 poseen un mayor numero de
homocigotos. El valor obtenido por el indice de fijacion o
Fst fue de 0.28 (siendo un valor cercano a 0) y nos indica
que aun no ha habido diferenciacion genética significativa
[19]. De los 9 loci analizados, el valor mas alto registrado
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fue por parte del locus phi050, con un valor 0.568
(indicando que existe una alta fijacion de cierto alelo para
este locus).

El locus con el menor valor de FIT es el phi071, siendo
este de -0.015; y el phi015 con un FIS de 0.054. El mayor
porcentaje de variacion genética corresponde al locus
phi050, con un valor de 0.773.

El flujo genético obtenido en promedio fue de 0.756;
este es un valor menor a 1, entonces se puede decir que la
deriva génica actia independientemente en cada una de las
variedades [19].

En la distancia de Nei entre las mezclas de maiz (51
accesiones), se observo que existe diferenciacién genética
moderada entre accesiones, debido a que poseen una
situacion geografica similar. La mayor similitud se observo
para las variedades Sal prieta y Rojo Pajiro, con una
distancia de 0.977. Mientras que, la mayor diferencia se
observo entre las variedades Rojo Pajiro y Abuelito, con una
distancia de Nei de 0.043.

Estimaciones y medidas de confianza por re-
muestreo

Para la obtencion de una muestra bootstrap, se realiza de
manera aleatoria con reposicion desde la muestra original.
El error estandar y los intervalos de confianza fueron
obtenidos mediante bootstrap entre cada loci; con un error
estandar del 95% de significancia y con un numero de 250
ciclos, respectivamente [9].

En los resultados obtenidos, se observo que el mayor
porcentaje para la poblacion Canguil en la estimacion por
Bootstrap fue de 75.6%, con un error estandar del 0.034 en
el locus phi053; en la poblacion Tusilla la estimacion fue de
74.1%, con un error estandar del 0.025 en el locus phi059;
en la poblacion de mezclas de maiz fue de 79.3%, con un
error estandar del 0.012 en el locus phi059. Estos valores
indican que el primer phi059 fue el mas polimorfico
analizado en las poblaciones (dato que concuerda con el
indice de informacién polimorfica 0.74).

Mientras que, en los resultados de menor valor para la
poblacion Canguil en la estimacion por Bootstrap fue de
54.9%, con un error estandar del 0.065 en el locus phi050;
en la poblacion Tusilla la estimacion fue de 34.9%, con un
error estandar del 0.067 en el locus phi050. Finalmente, para
la poblacion de mezclas de maiz presento un porcentaje de
30.8%, con un error estandar del 0.046 con el locus phi050.
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Lo que indica que el primer phi050 fue el menos
polimorfico analizado en las poblaciones (dato que
concuerda con el indice de informacion polimoérfica 0.24).

IV. CONCLUSIONES

e Los marcadores moleculares SSR (simple secuence
repeat)  utilizados en el estudio, permitieron
detectar los polimorfismos en las variedades de
maiz de una forma facil por medio de la técnica
PCR y con una alta reproducibilidad. Debido a su
codominancia y al alto grado de polimorfismo,
estos microsatélites son apropiados para analizar la
diversidad genética de maiz; con los cuales se pudo
identificar la diversidad y la estructura genética del
Banco de Trabajo del Programa de Maiz del
INIAP.

e Existe una alta diversidad genética (0.63)., sin
embrago con el uso de los 9 marcadores
microsatélites no se puede establecer grupos en
base a su origen racial, debido a que es un numero
de primers relativamente pequefio para medir la
variabilidad de 258 muestras de maiz.

e En el analisis de diversidad genética por razas de
canguil y tusilla, el AMOVA dio un 7% de
variabilidad genética. En los estadisticos F se
observdé un valor de diferenciacion genética de
0.5% entre las razas. La mayor similitud en la
distancia genética fue observada en las variedades
tusilla de Manabi con tusilla de Napo.

e En el andlisis de diversidad genética para las
mezclas de maiz el AMOVA dio un 4% de
variabilidad genética. En los estadisticos F se
observé un valor de diferenciacion genética de
1.8% entre las variedades. La mayor similitud en
la distancia genética fue para las variedades Sal
prieta y Rojo Pajiro.

e Con el analisis Bootstrap se obtuvo que el locus
phi053 es el mas polimorfico en las poblaciones.

e En los resultados de la caracterizacion molecular se
observa que las mejores accesiones potenciales
para programas de fitomejoramiento en el caso de
canguil es canguil balnco de Cotopaxi, en el caso
de tusilla no se puede evidenciar una Optima
accesion.
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