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RESUMEN

En Nicaragua el maiz es un cultivo de mucha importancia para la seguridad alimentaria y
nutricional de la poblacion rural. EI maiz es uno de los componentes en los programas de
mejora genética cuyo objetivo es conocer la diversidad genética existente en el pais y
utilizarlos en el mejoramiento genético. Con la caracterizacion de las generaciones, se
identificara la diversidad existente y alguna duplicidad en las generaciones. Los microsatélites
se pueden utilizar para fomentar la probabilidad de identificar realmente genotipos superiores,
concentrandose en probar recursos de genotipos con el mayor potencial, disminuyendo el
namero de la progenie que se necesita analizar para recuperar un nivel dado de ganancia, y
permitiendo la mejora simultanea de caracteristicas que estan negativamente correlacionadas.
El objetivo general fue la evaluar 3 generaciones (Go, G2, G3) del maiz pujagua rojo utilizando
cebadores moleculares tipo microsatélites. Se utilizd la variedad criolla de maiz (Go) y sus
correspondientes descendencias (G2 y Gs) las cuales se obtuvieron a través del método de
mejoramiento genético de seleccion masal. Se utilizaron 15 cebadores microsatélites tipo SSR,
el estudio se realizd en el Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria (CNIA) del INTA
en el afio 2017. Hubo una disminucién de la heterocigosidad a través de las generaciones. La
heterosis esperada (He) en las generaciones, en la Go la He se obtuvo una media de 0.684, en
la G2 disminuyo la He con una media de 0.594 en esta poblacion y en la Gz la heterosis
esperada fue menor que las otras generaciones teniendo una media de 0.592, se encontraron un
43 alelos raros y 25 alelos Unicos y una alta variabilidad genética, en total de 123 alelos
diferentes. El rango de nimero de alelos varié de 3 a 15. El indice de diversidad genética fue
alto de 0.62, y los marcadores més informativos y polimorficos fueron el NC-013 y el BNLG-
1600, con alto poder de discriminacion. Los resultados mostraron que la identidad y la

distancia de las generaciones no es parecida, y su comportamiento alélico es variable

Palabras clave: Zea mays, caracterizacion molecular, microsatélites, maiz criollo, diversidad
genetica.

viii



ABSTRACT

In Nicaragua, maize is a very important crop for the food and nutritional security of the rural
population. Maize is one of the components in genetic improvement programs whose
objective is to know the genetic diversity existing in the country and use them in genetic
improvement. With the characterization of the generations, the existing diversity and some
duplicity in the generations will be identified. Microsatellites can be used to promote the
probability of actually identifying superior genotypes, focusing on testing genotype resources
with the greatest potential, decreasing the number of progeny that needs to be analyzed to
recover a given level of gain, and allowing the simultaneous improvement of characteristics
that are negatively correlated. The general objective was to evaluate 3 generations (GO, G2,
G3) of red pujagua maize using microsatellite-type molecular primers. The Creole corn variety
(GO0) and its corresponding descendants (G2 and G3) were used, which were obtained through
the method of genetic improvement of mass selection. Fifteen SSR-type microsatellite primers
were used, the study was carried out in the National Center for Agricultural Research (CNIA)
of INTA in 2017. There was a decrease in heterozygosity through the generations. The
expected heterosis (He) in the generations, in the GO the He obtained an average of 0.684, in
the G2 the He decreased with a mean of 0.594 in this population and in the G3 the expected
heterosis was lower than the other generations having an average of 0.592, we found 43 rare
alleles and 25 unique alleles and a high genetic variability, in total of 123 different alleles. The
range of number of alleles varied from 3 to 15. The genetic diversity index was high of 0.62,
and the most informative and polymorphic markers were NC-013 and BNLG-1600, with high
discrimination power. The results showed that the identity and distance of the generations is

not similar, and their allelic behavior is variable

Key words: Molecular characterization, microsatellites, maize, genetic diversity.



l. INTRODUCCION

En Nicaragua el maiz (Zea Mays L.) es un cultivo de mucha importancia para la seguridad
alimentaria y nutricional de la poblacion rural, es sembrado principalmente por pequefios
agricultores de zonas favorables y también marginales para su consumo familiar, segin FAO
(2014), se estima que el 71.5 % de la poblacion rural en Nicaragua viven bajo la linea de
pobreza, lo que hace ain mas importante al cultivo de maiz como una alternativa alimentaria,

sin embargo los rendimientos son sumamente bajos 1358.5 kg/ha.

Los problemas de los bajos rendimientos se resumen al poco uso de semillas mejoradas, mal
manejo del cultivo, irregularidad de las precipitaciones, uso de grano como semilla, uso de
variedades de bajo potencial productivo (criollas), cultura y costumbre social, afectaciones por
cambio climatico, alterando la normalidad de factores bidticos y abi6ticos. A esto le sumamos
el acceso a semillas mejorada, que por lo general no estan disponibles en tiempo, ni cantidad y

tienen un alto costo econémico comparado con las semillas locales (FAO 2014).

Por tanto, es de interés llevar a cabo parcelas de evaluacion y depuracion de materiales
criollos, considerando que el cultivo de maiz es de vital importancia para las familias
productoras que se encuentra en zonas de pobreza e inseguridad alimentaria y que el maiz
representa una fuente de ingresos y sustento alimentario promoviendo el uso de mano de obra
familiar y de servicio temporal. Tomando en cuenta que el agricultor conoce y valora la agro
biodiversidad de los maices criollos de su comunidad y la zona, promoviendo de esta manera

el rescate y conservacion de estos materiales.

Los procesos de domesticacion pueden producirse a partir de un Unico evento. O por el
contrario, ser de eventos multiples, repetidos tanto en el tiempo como en el espacio. En este
sentido, la gran diversidad del maiz a nivel morfolégico y molecular ha resultado dificil de
conciliar con la pérdida de variabilidad asociada a los cuellos de botella por los que
generalmente atraviesan las plantas domesticadas, llevando al surgimiento de hipotesis
contrapuestas en cuanto al nimero de eventos de domesticacién involucrados en el origen del
cultivo (Tiessen, 2012).

El ADN es la molécula que contiene el cddigo genético, siendo sus propiedades el reflejo



directo de la identidad genotipica y fenotipica de cada organismo, es muy utilizada en la
identificacion de especies debido a que esta menos influenciada por los efectos del ambiente, y
ademas la interpretacion de los resultados es objetiva. Un fragmento de ADN que representa
variacion genética (polimorfismo) debido a diferencias entre individuos en la longitud o
secuencia de la doble cadena en un locus en particular, se denomina marcador molecular. Los
marcadores de ADN son muy estables y por lo tanto Utiles en la identificacion de especies y

generaciones (Lewin, 2004).

Actualmente, los microsatélites son cebadores mas populares en los estudios de
caracterizacion fitogenética por su alta tasa de mutacion y naturaleza codominante permiten la
estimacion de la diversidad genética dentro y entre familias, asi como la mezcla genética entre

familias incluso si estan estrechamente emparentadas (Sunnucks, 2001).

Los cebadores de secuencias simples (SSR del inglés simple sequence repeats) estan
compuestos por repeticiones en tandem de un motivo de dos a seis pares de bases flanqueadas

por regiones conservadas no repetitivas, idealmente de copia Unica (Bernardo et al., 1996)

Los cebadores se pueden utilizar para fomentar la probabilidad de identificar realmente
genotipos superiores, concentrandose en probar recursos de genotipos con el mayor potencial
(i.e. con la eliminacion temprana de genotipos inferiores), disminuyendo el ndmero de la
progenie que se necesita analizar para recuperar un nivel dado de ganancia, y permitiendo la

mejora simultanea de caracteristicas que estan negativamente correlacionadas (Kahl, 1999).

La informacién obtenida a través del proceso de caracterizacion permite a toda una gama de
grupos interesados, que incluye productores, gobiernos nacionales, administraciones
regionales asi como las instituciones mundiales, tomar decisiones informadas sobre las

prioridades en la gestién de los recursos fitogenéticos (Eguiarte et al., 2000 ).

El gobierno de Nicaragua a través del INTA esta dedicando estudios de mejora genética en
cultivos que garanticen calidad nutricional, siendo el maiz uno en los componentes en los
programas de mejora genética; por tanto esta trabajando en la produccién de semillas de maiz

en el Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria (CNIA), asi como en la colecta y



caracterizacion de accesiones de maiz, con el objetivo de conocer la diversidad genética
existente en el pais y utilizarlos en programas de mejoramiento genético. Con la
caracterizacion de las generaciones estudiados, se lograra identificar la diversidad existente y

duplicidad entre ellos.

En Nicaragua, se han venido implementando estas técnicas de mejoramiento genético
utilizando marcadores, como una medida para caracterizar e identificar todas las variedades y
subespecies dentro de la misma especie, se pueden realizar catidlogos de semillas, la
consanguinidad o parentesco de las especies, y se le agrega un valor a todos los materiales
criollos utilizados por los pequefios productores, para que de esta manera prevalezca su
soberania sobre el uso de sus semillas y poder llegar a certificarlas, con este estudio
comprobamos a través de cebadores microsatélites tipo ssr que el método de seleccion masal
pone en manifiesto que conforme avanzan las generaciones estas se homogenizan y muestran

diferencias en su genotipo.



1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
Evaluar molecularmente tres generaciones (Go, G2, Gs) del maiz pujagua rojo, utilizando 15

cebadores microsatélites tipo ssr.

2.2. Objetivos especificos
Caracterizar molecularmente tres generaciones de maiz pujagua rojo, utilizando 15

microsatélites.

Comparar la diversidad genética entre la poblacién original (Go) y las siguientes generaciones

de maiz pujagua rojo, a través parametros geneticos estadisticos.

Identificar la cantidad de alelos raros y Unicos presentes en las tres generaciones de maiz

pujagua rojo.



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del estudio
El estudio se realizo en el laboratorio del centro nacional de investigacion agropecuaria
(CNIA-INTA), ubicado en el kilbmetro 14.1 carretera norte entrada a las zonas francas

privadas (ZFP) 2 kilébmetros y medio al sur, en Managua.

3.2.  Seleccion del material

La procedencia del material biol6gico es de la comunidad de Comalapa en Chontales, la cual
se ha venido trabajando como parte de un programa de mejoramiento de parte del INTA, es un
cultivar criollo, de mucha importancia para esa comunidad por sus derivados, uso del grano y

uso de la semilla.

Las generaciones utilizaron los siguientes cddigos; la poblacion original actualmente utilizada
en la comunidad de Comalapa en Chontales es Go, la poblacidon de generacion consecutiva es
la G2 y la generacion descendiente de la G2 es la Gz ambas reproducida en campos azules en

condiciones controladas.

Todas estas generaciones forman parte de un programa de mejoramiento genético de parte del
INTA, utilizando como método la seleccion masal. Una vez obtenidas las semillas de la etapa
de campo fueron almacenadas en el banco de germoplasma de esta institucién (Go, G1, G2, G3)
La G; es la poblacion que no se utilizo por haber sufrido contaminacion al ser mezclada con
otro material genético dentro del banco de germoplasma.

3.3. Extraccion del ADN

De cada generacion (Go, G2, G3) 15 semillas se germinaron en arena estéril hasta el sexto dia.
Se extrajeron muestras de tejido de hojas primarias con un peso total aproximado de 15mg. de
cada planta germinada. Luego se desinfectaron con etanol al 70% y se secaron por 5 minutos.
Se procedié a la extraccion del ADN de cada hoja previamente cortada y desinfectada, se
colocaron en un tubo tipo Eppendorf (1.5 ml) conteniendo 200 ml de buffer de extraccion (100
mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl y 20 mM 2-mercaptoethanol). El tejido fue
macerado utilizando pistilos plasticos hasta homogenizar las muestras. Luego, se le agregd 26

ul de sulfato dodecil sédico al 10% y se mezcld. Las muestras se colocaron en una incubadora



tipo bafio maria a 65° C por 10 minutos mezclandolo al menos tres veces en ese intervalo de

tiempo.

Posteriormente se agregaron 112 ul de acetato de potasio (3M) a cada tubo y se incub6 en
hielo por 20 minutos. Las muestras se centrifugaron a 15,000 rpm a 5 °C por 15 minutos. Se
extrajo 200 pl del sobre-nadante y se colocé en un tubo nuevo donde se agreg6 0.6 volumenes
de 2-propanol helado (120 pl). Las muestras se conservaron a -20°C por 20 minutos. Luego,
las muestras se centrifugaron nuevamente a 15,000 rpm a 5 °C por 15 minutos.
Posteriormente, el 2-propanol se extrajo del tubo y el pellet se lavo en 100 pl de etanol (70%)
tres veces centrifugado 15,000 rpm a 5 °C por 5 minutos. Seguidamente, los pellets se secaron
y fueron re-disueltos en 100 ul de buffer TE (conteniendo 10 mM Tris-HCI pH 8.0 y 1 mM

EDTA) y las muestras se conservaron a -20 °C para su posterior utilizacion.

3.4.  Amplificacion de ADN

Se seleccionaron quince pares de cebadores microsatelitales para Zea mays (“Brookhaven
National Laboratory of Genetics” o bnlg, “North Carolina” o nc, “Pioneer high bred” o phi y
“University of Missouri-Columbia” o umc) en paréntesis se muestran los nombres de los
laboratorios que producen estos microsatélites, se procurd que cada microsatelite fuera
distribuido uniformemente sobre el genoma (aproximadamente 1 por cromosoma).

Cuadro 1. Marcadores moleculares tipo SSR utilizados en la caracterizacién del maiz
pujagua rojo, 2017.

Locus Secuencia (5” a 3”) Forward Secuencia (3” a 5” ) Reverse T°C Rango
(pb)
1.BNLG 400 AGCTGTGACTGTGAAGGGAAAA CGTCACACCGCTGTTTCTTG 51.7° 109-188
2.BNLG 197 GCGAGAAGAAAGCGAGCAGA CGCCAAGAAGAAACACATCACA 59.5° 124-141
3.PHI 026 TAATTCCTCGCTCCCGGATTCAGC  GTGCATGAGGGAGCAGCAGGTAGTG 53° 103-145
4.PHI057 CTCATCAGTGCCGTCGTCCAT CAGTCGCAAGAAACCGTTGCC 51.7° 127-140
5.PHI 119 GGGCTCCAGTTTTCAGTCATTGG ATCTTTCGTGCGGAGGAATGGTCA 52° 158-168
6.BNLG 127 CATGTATACGAGAAGCACCCTAT ATCGTAACTCAGCGGTTTGTG 49° 168-190
7.BNLG 1839 AGCAGACGGAGGAAACAAAGA TCTCCCTCTCCCTCTTGACA 53° 175-199
8.BNLG 1176 ACTCCTCAAAACCTAGGTGACA CACCGATGATGGTGAGTACG 53° 188-238
9.UMC 1792 CATGGGACAGCAAGAGACACAG ACCTTCATCACCTGCAACTACGAC 52.8° 128-145
10.PHI 112 TGCCCTGCAGGTTCACATTGAGT AGGAGTACGCTTGGATGCTCTTC 52.8° 51-74
11.PHI 063 GGCGGCGGTGCTGGTAG CAGCTAGCCGCTAGATATACGCT 53° 118-171
12.UMC 1464 CATGTAACTTGTGCCAAGAACACC AAAGGAGGGTAGGAATAGCTGTGG 53° 66-91
13.BNLG 1272 ACCGAAGATGAGGTGTGACA TCAGTGCAAGGGCAATTTAG 52° 168-183
14.BNLG 1600 CGATCAGTGCGTGGAGAGTA TAGGCATGCATTGTCCATTG 53° 171-230
15.NC 013 AATGGTTTTGAGGATGCAGCGTGG CCCCGTGATTCCCTTCAACTTTC 51° 86-202




Para la amplificacion del ADN se utilizd6 una méaquina PCR Eppendorf Mastercycler con
gradiente termociclador. La mezcla PCR estuvo compuesta por 12.5 pul de PCR master mix, 1
ul de cada iniciador hacia adelante y reverso, 1 ul de ADN de cada muestra molde proveniente

de la extraccion, 9.5 pl de agua libre de nucleasas.

Para la amplificacion de las muestras en la PCR se utilizé el siguiente programa: en la
primera desnaturalizacién 3 min a 95° C, seguido por 35 y/o 40 ciclos de 30 seg 95°C en la
segunda desnaturalizacion, 30 seg a la temperatura de alinamiento definidos para cada
iniciador, 1 min 72° C en la extension, y una etapa de extension final de 10 min a 72° C. La

reaccion de amplificacion se corrio en un volumen de total de 25 pl, por muestra.

3.5. Electroforesis

Se elabord un gel de metaphor agarosa al 2%, diluyendo 2g de metaphor agarosa en 100 ml de
TE 0.5X y 4 ul de bromuro de etidio, se procedié a depositarlas en carcasas y se les introdujo
peinetas de 20 dientes, luego se dejaron secar por 20 minutos. Obtenido el gel se sumergié en
las camaras de electroforesis conteniendo cada una 600 ml de TE 0.5X, luego se le agreg6 20
pl de producto PCR (respectivo para cada cebador) previamente mezclado ese producto con 4
pl de 6X loading, excepto en los extremos ya que se les depositd 4 uL de regla de ADN
(ladder) con mas de 100 pares de base (pb). Se corrieron las muestras a 90 voltios, 330 mAh, y
120 minutos. Todos los fragmentos de ADN productos PCR, se visualizaron y cuantificaron,

al obtener la fotografia de los geles de metaphor agarosa al 2%.

El ADN en el gel, tiene cargas negativas y cuando se aplica una corriente, los fragmentos con
cargas negativas son atraidos hacia la carga positiva en el otro extremo del gel. Cuanto mas
grande es el fragmento, méas lentamente se mueve. Los pequefios fragmentos se mueven
rapidamente entre las moléculas del gel, mientras que los fragmentos mas grandes trabajan

mas dificilmente para conseguir moverse a través del gel.

3.6. Tamario de los fragmentos

Transcurrido los 120 minutos de la electroforesis se procedio a colocar la gel en el
transiluminador con camara Canon de 12.5 mega pixeles para tomar fotografias las cuales
fueron observadas con el programa lounch Doc-ITLS software de analisis de imagen, donde se

identificaron las bandas de ADN. El tamafio de los fragmentos se calculé con el programa



Adobe photoshop cs6 extended, mediante cuadriculas y regla con unidad de medidas en
pixeles.

o X
- q?.',g:

a. Camara de electroforesis

b: UPV transluminador Launch Doc-ITL

c. Visualizacion del desplazamiento de bandas de ADN.

Figura 1. Uso de la camara de electroforesis (a) y el transilumnator Launch Doc-ITL (b) para
visualizar el desplazamiento de las bandas de ADN (c).



3.7. Andlisis de los datos

3.7.1. Diversidad genética

Para evaluar la diversidad genética se estimaron los pardmetros siguientes: niumero de alelos
por locus (Na), heterocigosidad esperada (Hesp), heterocigosidad observada (Hobs) y la
frecuencia alélica (Pi). Estos célculos fueron obtenidos haciendo uso del programa GenAlex

version 6.2 (Peakall y Smouse, 2006).

3.7.2. Numero de alelos por locus (Na)
Constituye todas las formas alternativas que puede presentar un gen en un locus. Se determina
por conteo directo de alelos diferentes para cada locus en cada grupo. Este pardmetro se

determind utilizando el software de GenAlex version 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).

3.7.3. Heterocigosidad observada (Hobs)
Equivale a la proporcion de individuos que presenta un par de alelo diferente, es decir que son
heterocigotos, mediante conteo directo, para cada locus en un grupo (Casalla, 2003).

3.7.4. Heterocigosidad esperada (Hesp)
Es Ilamada también indice de diversidad de Weir y estima la proporcion de individuos que se

espera sean heterocigotos para cada locus en un grupo (Casalla, 2003).

3.7.5. Indice de Shannon (1)

Para el analisis de diversidad se utilizo el método indice de Shannon, el cual consiste en
determinar la diversidad de especies o individuos a través de comparaciones. El indice de
diversidad de Shannon es tipicamente usado para medir el nimero de especies en una
comunidad (la riqueza) y la relativa frecuencia de estas especies. El indice contempla la
cantidad de especies presentes en el area de estudio, riqueza de especies, y la cantidad relativa

de individuos de cada una de esas especies abundantes (Di Betetti, 2000).

El indice de Shannon se calculé para cada locus y grupos usando version del software
GenAlex ver. 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).

3.7.6. Frecuencia alélica
Es el nimero de veces que se observa un alelo, dentro del total de alelos para un locus. Es

usada para describir toda la informacion genética presente en un locus (Casalla, 2003).
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3.7.7. Contenido de informacion polimdrfica (CIP)

Estimacion de la diversidad que permite clasificar los marcadores genéticos segun su nivel de
polimorfismo y mide la capacidad discriminatoria de los locus, en dependencia del nimero de
alelos y la frecuencia de cada alelo en el locus marcador. Para calcular el CIP, se us6 la

siguiente férmula propuesta por (Anderson et al., 1993).
CIP=1-Y(p2 i)j

Donde Pi: frecuencia alélica del i-ésimo alelo, en el j- ésimo el locus.
3.8. Estructura genética

3.8.1. Anélisis molecular de varianza

Para estimar la diversidad genética se utiliz6 el analisis molecular de varianza, es un marco de
referencia para la estimacion de estructura genética a partir de la informacién contenida en la
frecuencia alélica, y el estimador de F-estadistica (FST) y a partir de ella se obtienen los
componentes de covarianza asociados con posibles niveles de estructura genética, segun lo
descrito por Weir Cockerham (1984), utilizando el software GenAlex ver. 6.5 (Peakall y
Smouse, 2012).

3.8.2. Distancia genética e Identidad genética
La distancia genética es la estimacion entre dos individuos que pueden ser descrita por la
variacion alélica (Nei, 1973). Esta determina la lejania entre un grupo y otra basada en la

frecuencia de alelos de ambos grupos.

La identidad genética (Di) y la distancia genética (D) se obtuvieron segin Nei (1978),

mediante el software GenAlex version. 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Diversidad genética
4.1.1. Diversidad genética por locus

4.1.1.1. Numero de alelos

Se encontraron un total de 123 alelos en 15 cebadores utilizados que mostraron ser
polimérficos ya que segun lo descrito por Tiessen (2012), para que un cebador sea polimorfico
debe tener como minimo 2 variantes o alelos para que genere una informacion util; el nimero
de alelos amplificados por locus presentd valores comprendidos entre 3-16, con un promedio
de 8 alelos por locus. EI PHI 119 y el PHI 057 identificaron el menor nimero de alelos con 3 'y
5 alelos respectivamente, los cebadores NC 013 y el BNLG 1600 presentaron un mayor

ndmero de alelos con 15 alelos cada uno.

Los cebadores utilizados para la amplificacion produjeron fragmentos con rangos de pares de
bases entre 51 a 238, PHI 112 identificd los fragmentos comprendido entre 51-73 pb y el
BNLG 1176 identificé el de mayor rango entre 188-238 pb (Cuadro 2).

4.1.1.2. Heterocigosidad observada y esperada

La estimacion de heterocigosidad para las diferentes generaciones analizadas por locus,
presentaron baja Hobs, con valor promedio de 0.19, variando entre 0.001 a 0.552. El maiz por
naturaleza es heterocigoto y la forma de reproduccion y el método de mejoramiento influyen
los niveles de heterocigosidad. Es decir que al ser una planta alégama las caracteristicas
genéticas son variables en cada una de las plantas de maiz pujagua rojo. Al someterlo a
seleccién masal estas caracteristicas mantienen la heterocigosidad observada en estos niveles,
aunque algunas veces es probable que en la determinacion del genotipo, el ADN sea no
codificante por lo tanto no se encontrarian valores de heterocigosidad observada. La Hesp fue
alta con valor promedio de 0.62 cuyo valor representa que los niveles de heterocigosidad son
altos porque es una planta de reproduccion sexual cruzada, lo que genera alta diversidad

genética (Cuadro 2).
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4.1.1.3. Indice de Shannon

El indice de diversidad de Shannon mostré media de 1.25, el menor valor fue expresado por el
marcador PHI 119 con rango de 0.08 y el mayor valor lo presenté el marcador PHI 026 con
1.92 (Cuadro 2), esto indico la diversidad genética de individuos presentes en el estudio. Los
marcadores BNLG 1600 con 1.79 y NC 013 con 1.78 presentaron valores altos de efectividad
y mayor diversidad de individuos en el locus.

Cuadro 2: Parametros de diversidad genética generados por los 15 marcadores micro
satelitales, usados en la evaluacién molecular del maiz pujagua rojo, 2017.

Locus Rango (pb) Na Ho Hesp PIC I
BNLG 400 109-188 8 0.04 0.50 0.58 1.021
BNLG 1600 171-230 15 0.33 0.78 0.80 1.790
NC 013 86-202 15 0.55 0.79 0.79 1.785
PHI 119 158-168 3 0.01 0.04 0.31 0.082
BNLG 1179 188-238 9 0.26 0.65 0.67 1.337
BNLG 1839 175-199 7 0.35 0.68 0.69 1.310
PHI 026 103-145 11 0.48 0.82 0.83 1.923
UMC 1792 128-145 7 0.01 0.61 0.64 1.175
PHI 057 127-140 5 0.01 0.67 0.62 1.210
PHI 112 51-74 8 0.01 0.72 0.75 1.424
PHI 063 118-171 9 0.12 0.67 0.71 1.278
UMC 1464 66-91 7 0.22 0.67 0.69 1.275
BNLG 197 124-141 7 0.29 0.68 0.66 1.297
BNLG 127 168-190 6 0.02 0.33 0.30 0.607
BNLG 1272 168-183 6 0.14 0.68 0.67 1.312

Media 129-167 8 0.19 0.62 0.64 1.254

Numero de alelos (N), Heterocigosidad observada (Hos), Heterocigosidad esperada (Hesp),
Contenido de informacion polimérfica (PIC), Indice de Shannon (1).

4.1.2.  Diversidad genética por poblacién

4.1.2.1. NuUmero de alelos

Los indices de diversidad genética en los cebadores estudiados en cada una de las tres
generaciones obtuvieron un numero de alelos comprendido desde 4.46 hasta 5.40. La
poblacién original obtuvo el mayor nimero de alelos de 5.40 seguido de la G2 con 5.00, y por
ultimo la poblacion Gz con 4.46 alelos, las generaciones tuvieron una muestra media de 15
individuos (Anexo 1). Esta informacion concuerda, debido a que en teoria la poblacion

original es mas heterocigotica, en relacion a las generaciones que se originan de ella.
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4.1.2.2.  Frecuencia alélica de cada locus por poblacién

Los cebadores NC 013, y BNLG 1600 identificaron un total de 15 alelos, seguido por los
cebadores BNLG 1176 y PHI 026 con 9 y 11 alelos respectivamente. La poblacion que mostro
mayor frecuencia alélica (Na) fue la Go, en segundo lugar, la G2, seguido de la poblacién Gs.
(Anexo 1).

4.1.2.3. Heterocigosidad esperada y observada

La heterocigosidad observada present6 una media de 0.197, esta reflej6 una variacion de 0.001
a 0.667, por otro lugar la heterocigosidad esperada obtuvo una variacion de 0.001 a 0.856, con
media de 0.624, es decir que la heterocigosidad se mantiene debido a que la heterosis es un
fendmeno comun en este cultivo al ser una planta de polinizacion cruzada, (Zaldivar y Rocha,
2006). La heterocigosidad esperada fue alta y es considerada alta cuando expresa valores
mayores a 0.5, es decir que aumenta cuando se acerca a 1, y disminuye cuando se acerca a 0;
por tanto, cuando se encuentran valores mayores a 0.5 se dice que existe alta diversidad
genética. El mayor indice de heterocigosidad observada lo expresé poblacion Gg con 0.684, en

segundo lugar, la Gz con 0.594, y de ultimo lugar la G2 con 0.592 (Cuadro 2)

4.1.2.4. Frecuencia alélica de cada locus por poblacién

Entre los mejores cebadores se encuentran el cebador BNLG 1600 identifico 15 alelos
diferentes, seguido por el NC 013 con 15 alelos. La poblacion que mostro mayor frecuencia
alélica (Na) fue la Go (5.4), en segundo lugar la G2 (5.0), seguido de la poblacion Gz (4.467)
(Anexo 1).

La probabilidad de pertenencia de un individuo de origen desconocido a una poblacion
determinada estara dada por la probabilidad de encontrar en ella un individuo con igual
genotipo multilocus. Asumiendo independencia entre loci y ajuste a las proporciones de
Hardy-Weinberg, esta probabilidad no es méas que el producto de las frecuencias genotipicas
esperadas para cada locus (Paetkau et al, 1995).

En la Figura 2 se observa una alta presencia de alelos en el locus, siendo los alelos 195, 212 y
188 los Unicos en presentar frecuencias en las tres generaciones, siendo mas dominante la Gs,

y la G2 también se manifesto con mayor frecuencia el alelo 171, 181, 184, 191; la menor
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frecuencia alélica de la Go fueron los alelos 184, 203 y 222 con el mismo valor en todos ellos,
siendo en esta Unica poblacion en presentarse dichos alelos; por ultimo el alelo con mayor
frecuencia en la Gz fue el 195, en esta misma poblacion se observé la menor frecuencia
alélica de todo el locus en los alelos 192, 207, y 230 siendo dominantes Unicamente en esta

poblacion.
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Figura 2. Frecuencia alélica del locus BNLG 1600 utilizado en las tres generaciones de maiz
pujagua rojo, 2017.

La teoria de dominancia es la mas aceptada explicacion del fendmeno de heterosis. Dos

parentales portadores de diferentes alelos dominantes al ser cruzados producen una G1 mas

vigorosa que cada parental individualmente (Johnson y Hutchinson, 1993).

El locus NC 013 muestra una frecuencia de 15 alelos diferentes, los alelos que mantuvieron
frecuente en las tres generaciones son 126 y 131, mostrando mayor frecuencia en G2 y Go,
indicando que tiene mayor dominancia para el caracter de este alelo. Los 15 alelos presentes
en el marcador NC 013, son pocos frecuentes en las generaciones, los alelos 116 y 122 en las
generaciones G2 y gz coinciden con este alelo. Con menor frecuencia fue 138, ya que esta

presente en dos generaciones Go y Gs, estas son dominantes para este caracter (Figura 3).
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Figura 3. Frecuencia alélica del locus NC 013 utilizado en las tres generaciones de maiz
pujagua rojo, 2017.

La deriva genética es un caso particular de los errores de muestreo. La magnitud de los errores

de muestreo es inversamente proporcional al tamafio de la muestra: cuanto menor es la

muestra mayores son sus efectos. En el caso de los organismos vegetales, cuanto menor es el

nimero de polen en una poblacion, probablemente mayores serdn los cambios en las

frecuencias alélicas debidos a la deriva genética (Tiessen, 2012).

Entre los locus menos polimorficos se encuentran el PHI 119 y PHI 057. El locus PHI 119
(Figura 4) se observa que hay presencia de tres alelos diferentes y el alelo con mayor
frecuencia en este locus, es el 168, presentandose en las la Go y la Gz siendo el caracter de este
alelo dominante en la poblacion Gs; el alelo que presentd menor frecuencia fue el 162

unicamente presente en la Go. La mayor frecuencia alélica en la G fue en el alelo 158.
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Figura 4. Frecuencia alélica del locus PHI 119 utilizado en las tres generaciones de maiz
pujagua rojo, 2017.
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(Wright, 1951) propuso que en determinadas circunstancias, la deriva genética causada por
pequefios censos efectivos de poblacidn puede dar lugar a cambios notables en las frecuencias
alélicas. A menos que una poblacion sea muy pequefia, los cambios en las frecuencias alélicas
debidos a la deriva seran pequefios de una generacion a otra, pero los efectos a lo largo de

muchas generaciones pueden ser grandes.

La aparente dominancia de alelos recesivos (pseudodominancia) es también indicativo de la
existencia de delecciones ya que la falta del segmento correspondiente, “desenmascara” alelos
recesivos presentes en el homoélogo normal que, inesperadamente, se ponen de manifiesto
(Tiessen, 2012).

En la siguiente Figura, el locus PHI 057 se muestra que presentd 5 alelos diferentes,
manifestandose en tres alelos relevantes 127, 134 y 137, ya que en ellos estan frecuentes en las
tres generaciones, con mayor frecuencia Gs para el alelo 127, Go para el alelo 134 y el alelo
137 domino en el G,. Unicamente la poblacion Go se presentd en el 129. Ademas el alelo 140
estuvo presente en las generaciones Go y G2 siendo mas dominante para la G2 este carécter

especifico.
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Figura 5. Frecuencia alélica del locus PHI 057 utilizado en las tres generaciones de maiz
pujagua rojo, 2017.

Entre las generaciones adyacentes de una especie el flujo de genes puede ser grande, por lo

que es de esperar que las generaciones contiguas posean una composicion génica mas

semejante que las que estan mas alejada geograficamente (Tiessen, 2012).

Tiessen (2012) sefiala, para que un cebador sea polimérfico debe tener como minimo 2
variantes o alelos para que genere una informacion util, en este caso los cebadores mostraron
una media de 8 alelos por cada uno de ellos, en Anexo 1 se puede apreciar la informacion
generadas por los cebadores, respecto a la cantidad de alelo por locus y la frecuencia de alelos

dentro de las generaciones.

El comportamiento y movimiento de los alelos Unicos y raros, se debe a la segregacién de
genes y homogenizacion del cultivo gracias a la seleccion masal a la que fue sometido el maiz
pujagua, por tanto se puede observar diferenciacion en los datos de las generaciones (Go, G2 y

G3) y los numero de alelos por cada locus (Anexo 1).

Todos los datos generados por el Anexo 1 también comprueban que las generaciones del maiz
pujagua rojo son diferentes entre si y que este cultivo se va homogenizando paulatinamente,
por lo cual el método de mejoramiento seleccién masal esta funcionando y cumpliendo con el

objetivo planteado.
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4.2. Analisis molecular de la varianza

Se registraron estadisticas entre y dentro de las generaciones (Cuadro 3). Segun los datos
generados por los 15 microsatélites analizados, se han detectado dentro de las generaciones un
total variacion de 79% vy entre las generaciones 21%. La mayor diferencia existe dentro de las
generaciones, esto se debe en principio a que el cultivo es de naturaleza heterogénea al ser una
planta de polinizacién cruzada. Sin embargo, la causa de mayor peso se debe a la
diferenciacion que se ha formado entre las generaciones, producto de los cruces controlados,
que se realizaron en las sucesivas generaciones, para tratar de alcanzar la homogenizacion de
los caracteres de interés, sin restarle que como consecuencia de ser una especie alogama

mantengan la segregacion de otros caracteres y por tanto la heterocigosidad.

Entre poblacion la variacidén genética se debe al método de seleccion masal, ya que con este
método se pretendié homogenizar el cultivo a partir de la Go hasta la Gz, segun los datos
obtenidos, la gradiente de heterosis se va reduciendo conforme avanzan las generaciones

haciéndolas diferentes entre si.

Estos resultados presentaron valores significativos ya que el valor de p entre poblacion y
dentro de poblacion es mayor al valor de significancia (0.05), con este resultado se concluye
estadisticamente que existe variacion genética significativa dentro y entre poblacion (Cuadro
3).

Los resultados de varianza molecular se asemejan con otros estudios realizados. Rojas (2015),
evaluo la diversidad genética de maiz criollo e indigena en Colombia, encontrando gran parte

de la diferencia genética dentro de las “generaciones con un 88% Yy solo el 12% se encontrd

entre ellas
Cuadro 3: Andlisis molecular de varianza de las tres generaciones de maiz pujagua rojo,
2017.
Fuente GL SC CM Var. Est. % Var. Valorp
Entre generacion 2 88.822 44,411 1.315 21% 0.0013
Dentro de
generacion 87 431.300 4.957 4.957 79% <0.0001
Total 89 520.122 6.273 100%
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4.3. Distancia e identidad genética
La matriz de distancia es siempre una matriz simétrica y cuadrada. En la diagonal la matriz
presentd elementos iguales a cero, esto se debe a que ellos representan la distancia de una
poblacion consigo misma. El Cuadro 4 muestran los datos para distancias e identidad
genética entres las generaciones evaluadas (Go, G2, G3) con el estimador genético de Nei (Nei,
1978).

La poblacion original (Go) y la G2 se encuentran a una distancia de 0.67, siendo esta la menor
distancia entre todos los pares de generaciones. Estas generaciones tienen una similitud
multivariada (a través de todos los loci), pero de la Go, a la Gs se obtuvo una mayor distancia
(0.83), esto se debe al proceso de mejoramiento de seleccion masal, en teoria este proceso

debe de homogenizar las generaciones descendientes de la Go.

Cuadro 4: Distancia e identidad genética de Nei presentes en las tres generaciones de maiz
pujagua rojo, 2017.

Identidad
Go G, Gs
Go 0,00 0,67 0,83
0,67 0,00 0,81
Gs 0,83 0,81 0,00

Distancia
@

4.4. Patron alélico a través de las generaciones
Dos datos estadisticos comUnmente utilizados para estimar la variabilidad en generaciones
naturales, son el nimero promedio de alelos y la heterocigosis esperada promedio, estos

permiten comparar la diversidad genética entre taxones (Doebley y Goodman, 1984).

(Pressoir y Berthaud, 2004) describieron los niveles de diversidad genética en generaciones
locales de razas nativas de maices blancos del Valle de Oaxaca, México. De acuerdo con lo
esperado para generaciones correspondientes a las areas centrales de la distribucion, los
valores de heterocigosis esperada (He: 0,65-0,72) fueron levemente superiores a lo encontrado

en el presente estudio.
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Aspectos relevantes que surgen de la comparacion de los patrones de variabilidad,
particularmente en el caso de plantas con importancia econdmica, es cuantificar la diversidad
contenida en los materiales autdctonos y determinar qué porcentaje de esta ultima se halla
representado en las variedades comerciales. Como ejemplo puede mencionarse lo encontrado
por Goodman y Stuber (1983) para las razas de maiz en Bolivia: una muestra de 50 plantas de
cualquiera de las razas bolivianas posee el mismo nimero de alelos isoenziméticos que todo el

conjunto de lineas endocriadas (inbred lines) mas utilizadas en los Estados Unidos.

Los resultados encontrados manifiestan cierta heterogeneidad en el comportamiento de los
loci, alin en generaciones con un patron general de ajuste a las proporciones de equilibrio. Esto
puede deberse a errores de muestreo, fallas experimentales, errores de tipificacion, o bien, a la

existencia de alelos nulos.

La heterogeneidad observada también puede explicarse sin tener que recurrir a errores de
manejo del polen paterno. En presencia de bajos niveles de cruzamientos entre familias,
aquellos marcadores con mayor numero de alelos o polimorficos, una poblacion es panmixica
cuando todos los individuos presentan tantas probabilidades de reproducirse con los otros que

no importa cualquier individuo, y se dan estos cruces de forma natural en vida silvestre.

En la Figura 6 se observa los patrones alélicos de la Go, G2 y Gs, en la cual se aprecio una
disminucion de la heterocigosidad a través de las generaciones, prueba de ello es la heterosis
esperada (He) en las generaciones, en la cual la Go la He se obtuvo una media de 0.684, en la
G2 disminuyo la He con una media de 0.594 en esta poblacion y en la Gz la heterosis esperada
fue menor que las otras generaciones teniendo una media de 0.592, esta disminucién también
se aprecio en los otros parametros estadistico, como el indice de Shannon (I), nimero de
alelos efectivos (Ne), numero de alelos diferentes (Na) y el nimero de alelos diferentes con

una frecuencia del 5% ( Na freq.>=5%).

Esta disminucion de la variabilidad genética se debe probablemente al meétodo de
mejoramiento genético utilizado inicialmente para la obtencién de las generaciones (Go, G,
G3), lo cual quiere decir que este proceso de mejoramiento esta funcionando en esa direccion,
logrando homogenizar un poco esta variabilidad desde la poblacion original (Go), hasta la

descendencia, en este momento la generacion tres (Ga).
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De igual manera el comportamiento de la Figura 6, es congruente con el contenido o
movimiento de los alelos raros y Unicos a través de las generaciones. Este estudio proporcion6
efectivamente la homogenizacion en la muestras ya que se encontro en las generaciones una
disminucion en sus alelos raros desde la Go hasta la poblacion meta Gs, la Go 16 alelos raros, la
G2 present6 17 alelos raros y Gs 10 alelos raros. Ademas se encontrd una disminucién en sus
alelos Unicos para cada poblacidn, la Go con 9 alelos Unicos, la G2 con 7 y por ultimo la Gz con

9 alelos Unicos (Anexo 1).

Sin embargo, estos resultados tienen dos diferentes connotaciones: a) al haber una
disminucion de alelos raros y unicos se estdn eliminando paulatinamente caracteres no
deseados en la estructura genética de la generacion meta (Gs), o0 b) que sea lo contrario, que se

elimine paulatinamente genes o caracteres de interés en la generacion meta (Gs).
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5.000 | I 0.600 ==nNj Freq.
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5 N 0.400 €
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0.000 k = 0.000
G3
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Figura 6. Comportamiento de patrones alélicos a través de las generaciones de maiz pujagua
rojo.

indice de Shannon (1), nimero de alelos efectivos (Ne), nimero de alelos diferentes (Na) y el
namero de alelos diferentes con una frecuencia del 5% ( Na freq.>=5%).
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V. CONCLUSIONES

La evaluacion molecular en las tres generaciones de maiz pujagua rojo, a través de los quince
cebadores mostré diferencias entre las generaciones en las frecuencias alélicas de cada una de

ellas.

La mayor diversidad genética se encontrd dentro de las generaciones, dado que la identidad
genética entre ellas, confirmo la mayor distancia entre la Go y Gz y la mayor similitud entre la
poblacion Go y G». Los cebadores microsatelitales SSR demostraron eficiencia en la deteccion
de la variabilidad genética entre las generaciones, en general para la poblacion Gs se detecto
que tiene una baja (He) con respecto a las demas generaciones, de igual manera ocurri6 en los

demas parametros de diversidad genética como el Na, la Ho y las frecuencia alélicas.

El contenido de los alelos raros (43) y Unicos (25) disminuy6d conforme avanzan las
generaciones, identificando los microsatélites NC 013, BNLG 1600 como marcadores

polimorficos.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de mejora genética en el maiz criollo, ya que el 85% de la semilla que se
usa en la produccién sigue siendo criolla, ademas de ser un punto de partida de variedades

mejoradas.

Los marcadores NC 013, BNLG 1600 y el PHI-026 se pueden utilizar en futuras
investigaciones de diversidad genética, ya que mostraron mejores resultados en cuanto a los

datos polimorfismo.

Proporcionar a los estudiantes informacion acerca de mejoramiento genético y practicas de
caracterizacion molecular, para que el desarrollo del mejoramiento genético en Nicaragua

sea mas eficiente.
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Anexo 1 Tabla de cebadores polimorficos utilizados en las generaciones de maiz pujagua rojo,

2017.

VIIl. ANEXOS

Cebadores Alelos Po CV: CVs
BNLG 400 N 14 15 14
A 109 1.000 0.107
B 112 0.429 0.214
C 115 0.214 0.214
D 118 0.143 0.250
E 120 0.214
F 122 0.143
G 125 0.036
H 188 0.036
BNLG 1600 N 15 15 15
A 171 0.067
B 181 0.133
C 184 0.100 0.167
D 188 0.133 0.200 0.033
E 191 0.167
F 192 0.033
G 193 0.200
H 195 0.167 0.067 0.533
I 202 0.133 0.100
J 203 0.033
K 206 0.100
L 207 0.133
M 212 0.200 0.067 0.167
N 222 0.033
0 230 0.033
NC 013 N 15 11 15
A 86 0.033
B 116 0.136 0.133
C 122 0.091 0.333
D 126 0.233 0.364 0.167
E 131 0.300 0.273 0.033
F 138 0.133 0.100
G 139 0.067
H 147 0.067
I 158 0.067

26




J 165 0.045
K 168 0.067
L 172 0.100
M 175 0.067
N 178 0.045
@) 202 0.100
PHI 119 N 15 15 15

A 158 1.000
B 162 0.933
C 168 0.067 1.000

BNLG 1176 N 14 14 13
A 188 0.214 0.071
B 191 0.393 0.321
C 196 0.143 0.393 0.692
D 202 0.179
E 210 0.036 0.036 0.077
F 216 0.107 0.038
G 220 0.071
H 233 0.036 0.115
[ 238 0.077

BNLG 1839 N 12 15 15
A 175 0.100
B 180 0.417
C 183 0.167 0.433 0.200
D 185 0.042 0.133 0.567
E 191 0.167 0.200
F 194 0.208 0.100 0.233
G 199 0.033

PHI 026 N 15 15 15

A 103 0.033 0.067 0.033
B 109 0.100 0.167 0.067
C 112 0.167 0.267 0.100
D 117 0.033 0.233 0.133
E 120 0.200 0.167
F 125 0.133 0.067 0.367
G 128 0.067 0.033
H 132 0.033
[ 135 0.033 0.167
J 138 0.067 0.100
K 145 0.133 0.033

UMC 1792 N 15 15 15
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A 128 0.133
B 130 0.133 0.067
C 133 0.533 0.200
D 136 0.200 0.067 0.200
E 140 0.533 0.600
F 142 0.067 0.200
G 145 0.067

PHI 057 N 15 15 15
A 127 0.067 0.200 0.333
B 129 0.067
C 134 0.467 0.200 0.333
D 137 0.333 0.467 0.333
E 140 0.067 0.133

PHI 112 N 14 14 14
A 51 0.143
B 55 0.071 0.429
C 60 0.143 0.214
D 63 0.286 0.071
E 66 0.429
F 68 0.071 0.214
G 70 0.214 0.071 0.357
H 74 0.214 0.071

PHI 063 N 13 13 15
A 118 0.115
B 125 0.308 0.231
C 130 0.231 0.231
D 134 0.308 0.346
E 137 0.077 0.038
F 145 0.077 0.038
G 161 0.567
H 166 0.400
[ 171 0.033

UMC 1464 N 15 15 14
A 66 0.167
B 70 0.233 0.267
C 75 0.333 0.500 0.107
D 80 0.133 0.067 0.536
E 85 0.200
F 87 0.100 0.286
G 91 0.071
BNLG 197 N 15 15 14
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A 124 0.067 0.071
B 128 0.071
C 132 0.100 0.179
D 135 0.433 0.067 0.286
E 136 0.033

F 138 0.200 0.433

G 141 0.367 0.300 0.393

BNLG 127 N 15 14 15

A 168 0.067

B 173 0.633 0.929 0.800
C 175 0.067
D 176 0.267 0.133
E 183 0.071

F 190 0.033

BNLG 1272 N 15 15 15

A 168 0.067 0.133
B 172 0.200 0.167

C 174 0.500 0.467 0.333
D 177 0.033 0.067 0.400
E 180 0.167 0.233

F 183 0.100 0.133

Media 147
Alelos Raros 16 17 10 43
Alelos Unicos 9 7 9 25
Total 25 24 19
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Anexo 2: Abreviaturas utilizadas en la caracterizacién molecular de las tres generaciones de
maiz pujagua rojo, 2017

Siglas Significado
ADN Acido desoxirribonucleico
AMOVA Analisis Molecular de Varianza
CNIAB Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria y Biotecnologia
CIA Cloroformo Isomylalcohol
dATP DesoxiAdenosin Trifosfato
dGTP DesoxiGuanosin Trifosfato
dCTP DesoxiCitodine Trifosfato
dTTP DesoxiTriamidin Trifosfato
EDTA Ethylenediaminetetracetic Acido de Sodium Salt
g Gramo ()
M Mol (ar)
mM Micro mol
ml Mililitro
Mg Water Agua Calidad PCR
PCR Reaccidn en Cadena de la Polimerasa
PIC Contenido de Informacién Polimorfica
Rpm Revoluciones por minuto
SSR Secuencia Simple de Repeticiones
TRIS Hydraxymethyl AmimomethenlHydrocloride
TBE Tris Acido Bérico EDTA
pl Microlitro
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Anexo 3: Glosario de términos genéticos de la caracterizacion molecular del maiz pujagua
rojo, 2017.

ADN (Acido desoxirribonucleico): Base molecular de la herencia. Una molécula de
ADN es un polimero de desoxinucleotidos ordenados en una doble hélice (dos hebras) de
azucares fosfatados con bases purinas y pirimidinas proyectados al centro. Cada hebra se
mantiene unida por enlaces fosfodiéster entre los carbonos 3’ y 5° de nucleotidos

adyacentes.

ADN Gendmico: ADN que incluye todas las secuencias de nucledtidos contenida en el
genoma de un individuo. Término utilizado para referirse al ADN extraido mediante el uso

de solventes (fenol) y detergentes (CTAB).

Agarosa: Polisacarido formado por galactosa alfa y beta que se extraen de las algas de los
géneros Gellidium y Gracillaria. La agarosa es un producto natural que forma una matriz
inerte y no téxica que supone una herramienta indispensable en gran cantidad de técnicas
de biologia molecular, bioquimica y biologia celular. Su uso mas extendido es para

construir geles que permitan separar moléculas de ADN mediante electroforesis.

Alelo: Cada una de las formas posibles de un gen.

Alelos efectivos: Numero de alelos igualmente frecuentes en un grupo.

Alineamiento de iniciadores: Etapa de la PCR inmediatamente después de la
desnaturalizacion, en la cual se baja la temperatura para permitir que los dos iniciadores se

unan a las frecuencias flaqueantes del ADN por amplificar en cada una de las hebras.

Amplificacion: Creacidén de numerosas copias de un segmento de ADN mediante PCR.

Multiplicacién repetida de una secuencia concreta de ADN.

Bromuro de etidio: Anélogo de bases que se intercala en forma irreversible entre las

bases de las moléculas de ADN. Cuando se le exita con la luz ultravioleta emite
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fluorescencia de color naranja. Para tefiir ADN en los geles es fluorescente cuando se le

expone a la luz ultravioleta.

Cebador: Fragmentos cortos de ADN, monohebra de 10-20 bases, de secuencia aleatoria
o arbitraria. Los cebadores se hibridan en aquellos sitios donde encuentran secuencias
complementarias en el ADN usado como molde.

Centrifugar: separacion de las moléculas por tamafio o densidad mediante fuerzas
centrifugas por el giro de un rotor.

Clon: Grupo de células o de organismos genéticamente idénticos a partir de una misma
célula u organismo por reproduccién asexual. Grupo de plantas genéticamente idénticas

obtenidas todas ellas por propagacion vegetativa de un individuo seleccionado

Cromosoma: En las células eucariotas son los cuerpos nucleares que contienen la mayoria

de los genes responsables en gran parte de la diferenciacién y actividad celular.

Desnaturalizacién del ADN: Separacion de las dos hebras que constituyen al ADN por
rompimiento de los enlaces de hidrogeno entre bases complementarias. EI ADN se

desnaturaliza a temperaturas superiores a 90 °C. Primera etapa de la PCR.

dNTPs (desoxinucleotidos): Nucle6tidos cuya pentosa es una desoxirribosa y por ende

son los mondmeros del acido desoxirribonucleico.

Extension del ADN: Tercera etapa en la PCR. La temperatura es elevada a 72 °C para
permitir que una ADN polimerasa inicie la sintesis a partir del iniciador agregando dNTPs

libres sobre la hebra que sirve de templado.

Frecuencia alélica: Proporcion que se observa de un alelo especifico respecto al conjunto

de los que pueden ocupar un locus determinado en la poblacion.

Gen: Unidad hereditaria que contiene informacion genética (ADN) que es transcrita a

ARNYy traducida a una cadena polipectidica (proteina). En el genoma de un organismo, una
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secuencia de nucleotidos a la que se le puede asignar una funcion especifica.

Genoma: Termino utilizado para referirse a todos los genes (informacion genética)

contenida en un solo gameto, es decir un representativo de cada cromosoma.

Genotipo: Constitucion genética de un organismo, que estard dada por la informacién
heredada por ambos padres. Especificamente para un solo locus, el genotipo estara dado

por los alelos heredados por ambos padres.

Poblacion: Individuos de la misma especie que habitan una determinada area geogréfica y

que por ende se entrecruzan y comparten un acervo comun de genes.

Heterocigoto: Individuos con alelos no idénticos para un determinado gen o genes. La

condicion se denomina heterocigosis.

Heterocigosidad: Frecuencia media de individuos heterocigoticos para un locus o en
promedio para varios locis. Es un estimador de la variabilidad genética en generaciones

naturales o domesticadas.

Microsatélite: Pequefia secuencia entre dos y ocho nucledtidos que se repiten en tandes al
azar a lo largo del genoma, en donde el numero de repeticiones revela diferencias
genéticas entre los individuos. Estos pueden ser dinucleétidos, trinucleotidos y
tetranucleotidos.

Marcador Molecular: Fragmentos de ADN polimdrficos que permiten distinguir entre

individuos, familias, grupos o especies.

Nucleotido: Nucleosido (Base (purina o pirimidina) unida de forma covalente a un

azlcar pentosa con uno 0 mas grupos fosfatos unidos al hidroxilo 305 de una pentosa).

Numero de alelos: Estimador de la variabilidad genética en grupos, se determina para

cada muestra poblacional.
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Polimorfismo: Variacién alélica en un locus.

Polimerasa: Enzima que cataliza la formacion de polimeros a partir de un monémero. Un
ADN polimerasa sintetiza ADN a partir de desoxinucleotidos trisfosfato utilizando una

hebra complementaria de ADN y cebador.

Polimerasa Taqg: ADN polimerasa termo estable aislada de la bacteria termofilica

Thermus aquaticus, muy utilizada en PCR.

PCR (del inglés polymerase Chain Reaction) Reaccién en la cadena de la polimerasa:
Técnica con la que se copian las hebras complementarias de una molécula de ADN blanco
simultaneamente a través de una serie de ciclos, que incluyen una desnaturalizacion del
ADN, alineamiento de iniciadores y extension (Sintesis) mediante una polimerasa

(comUnmente Taq polimerasa).

Secuenciacidn: Establecimiento del orden de las bases nucleotidicas (Secuencia) de 5'a 3°

en un fragmento de ADN de interés
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Anexo 4: Protocolos de los marcadores optimizados para PCR de las tres generaciones de

maiz pujagua rojo, 2017

Marcador BNLG 127

Programa en termociclador

95°¢C ----- 3 minutos

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

95°c ----- 30 segundos
49°C ----- 30 segundos x35
72°C----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos

40 ¢

Master 12.5 200
Mix
Forward 1 16
Reverse 1 16
Agua 9.5 152
libre
ADN 1

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp

Tinidor 6x 4ul
Ladder 100-1000 PB 4ul

Marcador BNLG 1272

Programa en termociclador
95°c ----- 3 minutos

95°c ----- 30 segundos
52°c ----- 30 segundos X40

72°c----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos
-4° C

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

Master 125 200
Mix
Forward 1 16
Reverse 1 16

Agua 8.5 152
libre
ADN 2

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp

Tinidor 6x 4ul
Ladder 100-1000 PB 4ul

Marcador PHI 119

Programa en termociclador
95°C ----- 3 minutos

95°C ----- 30 segundos
52°c ----- 30 segundos X40

72°C----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos
-4° ¢

Solucion Stock
25 ul — x18 muestras

Master 125 225
Mix
Forward 1 18
Reverse 1 18

Agua 9.5 171
libre
ADN 1

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp

Tifnidor 6x 4ul
Ladder 100-1000 PB 4ul
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Marcador BNLG 197

Programa en termociclador

95°¢C ----- 3 minutos

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

X40

60°c ----- 30 segundos

95°C ----- 30 segundos }

72°c----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos
-4° ¢

Master 125 200
Mix
Forward 1 16
Reverse 1 16

Agua 9.5 152
libre
ADN 1

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp

Tinidor 6x 4ul
Ladder 50-2000 PB 6ul

Marcador PHI 057

Programa en termociclador

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

Electroforesis

95°c ----- 3 minutos Master | 125 | 200 Methaphor agarosa 2%
Mix
95°c ----- 30 segundos Forward 1 16 120 minutos
51.7°C ----- 30 segundos X40 11 Reverse 1 16 90 voltios
72°c----- 1 minuto Agua 95 | 152 330 amp
libre
72°C------ 10 minutos ADN 1 Tifidor 6x 4ul
-4° ¢ Ladder 50-2000 PB 6ul
Marcador BNLG 400

Programa en termociclador

95°¢c ----- 3 minutos

Solucioén Stock
25 ul — x16 muestras

95°c ----- 30 segundos
51.7°C ----- 30 segundos ] x40
72°C----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos

-4°C

Master 12.5 200
Mix
Forward 1 16
Reverse 1 16
Agua 8.5 144.5
libre
ADN 2

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp

Tifnidor 6x 4ul
Ladder 50-2000 PB 6ul
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Marcador NC 013

Programa en termociclador

95°¢C ----- 3 minutos

Solucion Stock
25 ul — x18 muestras

X40

50.8°c ----- 30 segundo

95°C ----- 30 segundos}

72°c----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos
-4°¢c

Master 12.5 225
Mix
Forward 1 16
Reverse 1 16
Agua libre | 8.5 153
ADN 2

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp
Tifidor 6x 4ul
Ladder 50-2000 PB 6ul

Marcador BNLG 1600

Programa en termociclador

95°¢C ----- 3 minutos

Solucion Stock
25 ul — x18 muestras

95°c ----- 30 segundos
53°c ----- 30 segundos ] X35
72°C----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos

-4°¢C

Master 12.5 225
Mix
Forward 1 16
Reverse 1 16
Agua libre | 9.5 153
ADN 1

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp
Tifidor 6x 4ul
Ladder 50-2000 PB 6ul

Marcador PHI 063

Programa en termociclador

95°¢c ----- 3 minutos

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

95°c ----- 30 segundos
X35

53°c ----- 30 segundos

72°c----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos
-4° ¢

Master 12.5 200
Mix
Forward 1 16

Reverse 1 16
Agua libre | 9.5 152
ADN 1

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp
Tifidor 6x 4ul
Ladder 50-2000 PB 6ul

37



Marcador PHI 112

Programa en termociclador

95°¢C ----- 3 minutos

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

95°c ----- 30 segundos
52.8°C ----- 30 segundosg| X35
72°C----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos

4° ¢

Master 125 200
Mix
Forward 1 16
Reverse 1 16
Agua libre | 9.5 152
ADN 1

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp
Tifidor 6x 4ul
Ladder 50-2000 PB 6ul

Marcador UMC 1792

Programa en termociclador

95°¢C ----- 3 minutos

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

Master 12.5 200
Mix

52.8°C ----- 30 segundos| X35

Forward 1 16
Reverse 1 16

95°C ----- 30 segundos%

72°c----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos
-4° ¢

Agua 9.5 152
libre
ADN 1

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp

Tinidor 6x 4ul
Ladder 50-2000 PB 6ul

Marcador BNLG 1839

Programa en termociclador

95°¢C ----- 3 minutos

95°c ----- 30 segundos
X40

53°c ----- 30 segundos

72°c----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos
-4° ¢

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

Master 12.5 200
Mix
Forward 1 16
Reverse 1 16
Agua libre | 8.5 136
ADN 2

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp
Tifidor 6x 4ul
Ladder 50-2000 PB 6ul
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Marcador UMC 1464

Programa en termociclador

95°¢C ----- 3 minutos

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

95°c ----- 30 segundos
53°c ----- 30 segundos (] X35
72°C----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos

4° ¢

Master 12.5 200
Mix
Forward 1 16
Reverse 1 16
Agua libre | 9.5 152
ADN 1

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp
Tifidor 6x 4ul
Ladder 50-2000 PB 6ul

Marcador PHI 026

Programa en termociclador

95°¢C ----- 3 minutos

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

95°c ----- 30 segundos
53°c ----- 30 segundos | X40
72°C----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos

-4°¢c

Master 12.5 200
Mix
Forward 1 16
Reverse 1 16
Agua libre | 8.5 136
ADN 2

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp
Tifidor 6x 4ul
Ladder 50-2000 PB 6ul

Marcador BNLG 1176

Programa en termociclador

95°¢C ----- 3 minutos

Solucion Stock
25 ul — x16 muestras

95°c ----- 30 segundos
X35

53°c ----- 30 segundos

72°c----- 1 minuto

72°C------ 10 minutos
-4° ¢

Master 12.5 200
Mix

F 1 16

R 1 16

Agua libre | 9.5 152
ADN 1

Electroforesis
Methaphor agarosa 2%

120 minutos
90 voltios
330 amp
Tifidor 6x 4ul
Ladder 100-1000 PB 6ul
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Anexo 5. Fotografias de la realizacion del estudio en las tres generaciones de maiz pujagua
rojo, 2017.
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