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RESUMEN

En Nicaragua el maiz (Zea mays L.) es un cultivo de importancia agricola y es el cereal con
mas alto nivel de industrializacion y consumo, considerado una alternativa para la seguridad
alimentaria y nutricional. EI presente estudio se realiz6 en el laboratorio de Agrobiotecnologia
del INTA entre agosto del 2019 a diciembre del 2021, con el objetivo de caracterizar
molecularmente 25 accesiones de maiz blanco provenientes de nueve departamentos de
Nicaragua. Los parametros de diversidad genética, el Andlisis Molecular de Varianza
(AMOVA) vy el indice de fijacion (Fst) de cada poblacion fueron calculados mediante el
software para analisis de datos genéticos de poblaciones Arlequin version 3.5.2.2. El anélisis
de frecuencias alélicas de cada marcador se realiz6 con el software GenePop version 4.7.5.
Finalmente, usando la distancia genética se construyd un dendrograma utilizando el método
UPGMA mediante el programa MEGA version 11. Se identificaron 166 alelos totales y un
promedio de 17 alelos para cada marcador. Se identificaron 53 alelos Unicos, como futuros
indicadores en procesos de seleccion individual. De los diez marcadores usados, seis
demostraron ser polimaérficos. Segun el analisis de diversidad alélica por departamento, Esteli
y Chinandega resultaron ser mas diversas para todos los marcadores mientras, Nueva Segovia
mostro la menor diversidad alélica. El calculo de las frecuencias alélicas determino que Esteli
y Chinandega obtuvieron los mayores valores para todos los marcadores. EI AMOVA
demostro que la mayor diversidad genética se encontro dentro de las poblaciones con 67.25 %,
considerandose como un parametro importante en las estrategias de conservacion ex situ.
Finalmente, el analisis de relacion filogenética basado en las distancias calculadas y en la
procedencia de las accesiones formé ocho grupos, demostrando asi la riqueza genética del
género Zea en Nicaragua para la generacion de nuevas tecnologias altamente productivas.

Palabras clave: Dendrograma, indice de fijacion, frecuencia alélica, diversidad genética.
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ABSTRACT

In Nicaragua, maize (Zea mays L.) is a crop of agricultural importance and is the cereal with
the highest level of industrialization and consumption, considered an alternative for food and
nutritional security. This study was carried out in the Agrobiotechnology laboratory of INTA
between August 2019 and December 2021, with the aim of molecularly characterizing 25
accessions of white corn from nine departments of Nicaragua. The parameters of genetic
diversity, the Molecular Analysis of VVariance (AMOVA) and the fixation index (FST) of each
population were calculated using the software for analysis of genetic data of Arlequin
population’s version 3.5.2.2. The analysis of allelic frequencies of each marker was performed
with the GenePop software version 4.7.5. Finally, using the genetic distance, a dendrogram
was constructed using the UPGMA method by the means of MEGA program version 11. We
identified 166 total alleles and an average of 17 alleles for each marker. 53 unique alleles were
identified as future indicators in individual selection processes. Of the ten markers used, six
proved to be polymorphic. According to the analysis of allelic diversity by department, Esteli
and Chinandega turned out to be more diverse for all markers while Nueva Segovia showed
the less allelic diversity. The calculation of the allelic frequencies determined that Esteli and
Chinandega obtained the highest values for all markers. The AMOV A showed that the greatest
genetic diversity was found within the populations with 67.25 %, being considered as an
important parameter in ex situ conservation strategies. Finally, the analysis of phylogenetic
relationship based on the calculated distances and the origin of the accessions formed eight
groups, thus demonstrating the genetic richness of the Zea genus in Nicaragua for the
generation of new highly productive technologies.

Keywords: Dendrogram, fixation index, allelic frequency, genetic diversity.
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I. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es una planta originaria y domesticada por los pueblos indigenas en
Mesoamérica desde hace unos diez mil afios (Kato et al., 2009). Segun los indicios
arqueoldgicos sefialan que el maiz fue introducido a Nicaragua por los mexicanos con la

migracion del cacique Nicarao en los siglos X111y XIV (Revista Magazine, 2018).

El maiz es uno de los cultivos mas importantes del mundo y es el cereal con mas alto nivel de
industrializacion y consumo. Se ha determinado que la alimentacion a base de maiz es
considerada una alternativa para mejorar la seguridad alimentaria y nutricional. Segun el

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP, 2020).

En Nicaragua la produccion del maiz es “realizada por pequefios y medianos productores y
estd destinada principalmente al consumo familiar, al comercio local o consumo interno”, asi
que este grano basico es considerado el cultivo de mayor importancia ya que contribuye con la
energia dietética de la poblacion nicaragliense. De acuerdo al Instituto Nicaraguense de
Tecnologia Agropecuaria (INTA, 2009, p. 25).

Segun los datos de Food News Latam (FNL, 2020) los paises con mayor produccion de este
grano bésico a nivel mundial son: Estados Unidos con 347,488,000 t, China con 254,000,000 t
y Brasil con 101,000,000 t. A nivel de Centroamérica son: Guatemala con 1,680,000 t, El
Salvador con 830,000 t y Honduras con: 520,000 t respectivamente. Segun la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2020) Nicaragua ocupa el
altimo lugar en rendimientos muy por debajo de los otros paises Centroamericanos con una
produccion de 430,000 t, en un area sembrada de 291,440 ha, obteniendo un aproximado de
1.47 t/hat.

En Nicaragua la produccion del maiz tiene como base el uso de semillas adaptadas, esta
practica ancestral ha ayudado a la conservacion in situ de este valiosos recurso genético y ha
llegado a ser una estrategia de trabajo amparada en politicas publicas donde se prioriza su

fomento, conservacion y utilizacion en programas de mejoramiento genético (FAO, 2021).

El maiz adaptado cuenta con mayores ventajas que el maiz mejorado, por ser un cultivo
rustico que requiere de bajo nivel de insumos como fertilizantes y pesticidas, sin embargo, se

destaca que las semillas adaptadas poseen un desempefio de produccion muy bajo comparado



al de variedades mejoradas, las cuales expresan su potencial productivo cuando estan en
condiciones similar al de los campos experimentales donde fueron desarrolladas. No obstante,
la adaptabilidad de estos ultimos a las condiciones variables del medio ambiente en la
actualidad, es limitada comparada con la que muestran las semillas adaptadas (INIFAP, 2000).

Las semillas adaptadas de maiz poseen comportamiento agronémico con alta capacidad de
adaptarse a las condiciones ambientales actuales a causa de la alta variacion intra-poblacional
que existe entre ellas, es decir son portadores de genes que se pueden aprovechar con fines de
mejoramiento genético para la generacion de variedades mas productivas y con capacidad de
adaptarse a condiciones climaticas especificas o propias de una localidad (Melesio, 2017, parr.
1-3).

A pesar que gran parte de la produccion nacional se realiza con semillas adaptadas, existe poca
informacion cientifica referente al comportamiento agronomico de estos materiales. Si bien
existe una gran diversidad genética novedosa del maiz en Nicaragua, hasta el momento existen
pocos estudios que analicen aspectos de diversidad genética, principalmente utilizando
marcadores moleculares para comprender la constitucion genetica e incrementar el limitado

uso de los maices adaptados en programas activos de mejoramiento genético.

Dicho lo anterior, la presente investigacion surge como resultado del trabajo del Instituto
Nicaragiense de Tecnologia Agropecuaria (INTA) relacionado a colectar, caracterizar,
resguardar y utilizar los recursos fitogenéticos de las especies de mayor interés econdémico
para el pais segun lo estipulado en el Capitulo IlI, Titulo 10, Parrafo 513, Inciso d, del Plan
Nacional de Desarrollo Humano (PNDH, 2012, p. 112).

Por lo tanto, se pretende aportar informacién genética del maiz mediante la caracterizacion
molecular de accesiones adaptadas de maiz blanco. A la vez los resultados servirdn como
insumo para la construccion de ndcleos de diversidad genética usandolos como herramienta en
la toma de decisiones para la conservacion del germoplasma y su utilizacion en programas de
mejoramiento genético, para enfrentar los nuevos retos de la agricultura bajo las condiciones
actuales de variabilidad climatica, logrando mantener o aumentar la produccién del maiz a

nivel nacional y aportar a la sostenibilidad de la seguridad alimenticia y nutricional.



Il. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Caracterizar a nivel molecular 25 accesiones de maiz blanco (Zea mays L.) provenientes de
nueve departamentos de Nicaragua, mediante el empleo de marcadores moleculares
microsatélites (SSR).

2.2 Objetivos especificos

i.  Determinar parametros de diversidad genética en 25 accesiones de maiz blanco
utilizando diez marcadores moleculares tipo microsatélites (SSR).

ii.  Estimar las relaciones y estructura genetica de 25 accesiones de maiz blanco.

iii.  ldentificar el nivel de polimorfismo de diez marcadores microsatélites (SSR) en 25

accesiones de maiz blanco.



I11.  MARCO DE REFERENCIA

3.1 Generalidades del maiz en el mundo y en Nicaragua
Ribeiro (2004) dice que:

El maiz es el logro agrondmico més importante de la historia de la humanidad, de un
simple "pasto" (el teocintle) los pueblos campesinos indigenas de Mesoamérica
crearon una planta con gran valor nutricional, de enorme versatilidad para su cultivo en
muchos ecosistemas diferentes y para multiplicidad de usos. No se reproduce en forma
silvestre, es un cultivo ligado para siempre a sus creadores a los que segun los mitos
fundantes de las culturas mesoamericanas, también cred, en un camino de cuidados

reciprocos (Seccion los pueblos del maiz, parr. 1).

De todos los cereales existentes el maiz, es el mas importante del mundo, debido a que
actualmente existe una tendencia creciente por la diversificacion en su uso, suministra
elementos nutritivos a los seres humanos, a los animales y es una materia prima basica de la
industria, se utiliza para la produccion de almidon, glucosa, dextrosa, fructosa, aceites, botanas
y etanol y otros productos utilizados como materia prima en las industrias minera, textil,
electronica, farmacéutica y alimentaria, Agencia de Servicios a la Comercializacién y
Desarrollo de Mercados Agropecuarios (ASCDMA, 2018, parr. 1).

3.1.1 Taxonomia del maiz

Segun datos de Garcia et al. (2017) la taxonomia del maiz es la siguiente:
Reino: Plantae

Clase: Angiospermae

Subclase: Commelinidae

Orden: Poales

Familia: Poaceae



Género: Zea
Especie: mays
3.1.2 Zonas de cultivo del maiz en Nicaragua

Segun lo estipulado en el Plan Nacional de Produccion, Consumo y Comercio (PNPCC, 2021)
el maiz se cultiva practicamente en todo el territorio nacional, actividad realizada por los

pequefios y medianos productores:

En el ciclo 2020-2021, se cosecharon 8.18 millones quintales [= 409 000 t] (-7.2 %
respecto al ciclo anterior), abasteciendo el consumo aparente nacional de 8.15 millones
de quintales [= 407 500 t], con exportaciones de 0.023 millones de quintales [= 1 150
t], equivalente a US $ 0.2 millones. Para el ciclo 2021-2022 se proyecta una
recuperacion de 3.4 %, equivalente a 8.45 millones de quintales [= 422 500 t], con un
consumo aparente de 8.4 millones de quintales [= 420 000 t] y exportaciones de 0.03
millones de quintales [= 1 500 t] por US $ 0.2 millones (pp. 38-39).

Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG, 2022) los tres departamentos de mayor
produccién de maiz de acuerdo al registro de los productores y area total a nivel nacional son
los siguientes: Jinotega, registra un total de productores del 16.2 % con area del 18.2 % del
area total a nivel nacional; la Region Autonoma de la Costa Caribe reporta para la RACCS un
total de productores del 11.6 % con un area del 13.9 % del area total a nivel nacional y la
RACCN registra un total de productores del 9.2 % representando el 13.7 % del area total a

nivel nacional.

3.1.3 Adaptabilidad del maiz en repuesta a la variabilidad climatica

El maiz a pesar de haberse originado y evolucionado en zonas tropicales es una planta de
excelente productividad por ser capaz de adaptase a la variabilidad climatica. “Este cultivo se
desarrolla en una amplia gama de ambientes, Esto lo expone a condiciones muy variables de
temperatura y oferta de recursos” (Cirilo, 2010, parr. 1). Es una planta dotada de una amplia

capacidad de respuesta a las oportunidades que le ofrece el medio ambiente, actualmente,



existen diversidad de cultivares Utiles para su cultivo bajo condiciones naturales muy distintas

de las propias de su habitat original (Melesio, 2017, pérr. 1-3).

3.2 La agrobiotecnologia aplicada al mejoramiento genético del maiz

El mejoramiento genético de maiz se puede definir como la aplicacion de técnicas,
componentes o sistemas bioldgicos para la obtencion de bienes y servicios de este cultivo.Esto
significa que desde hace miles de afios, la humanidad ha venido realizando agrobiotecnologia,
de un modo empirico, sin bases cientificas, esta préctica se ha realizado por los agricultores a
través de seleccion, al elegir sus semillas con las caracteristicas de mayor productividad para

la siembra del afio siguiente (lafiez, 2005).

El Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (IICA, 2008) menciona que en

estos ultimos afios la poblacion ha aumentado de forma significativa por lo tanto:

En la actualidad las tecnologias tradicionales no seran suficientes para garantizar la
produccién de alimentos que el crecimiento poblacional demanda. EI desafio
tecnoldgico consiste en aumentar la productividad agricola, sin destruir la base de los
recursos naturales de una localidad y sin aumentar en forma drastica la frontera
agricola. Las nuevas tecnologias, incluida la agrobiotecnologia, constituyen un medio
para aumentar la productividad agricola y garantizar asi la disponibilidad de alimentos

para satisfacer las demandas actuales que se estiman para el futuro cercano (p.11).

Los recursos genéticos son la base para el desarrollo de las biotecnologias modernas,
ya que muchos de los beneficios se derivan de la utilizacion de estos recursos. Ademas,
son la fuente de genes que se utilizan en los procesos de transformacion genética, que

son la base de los avances que se han logrado en esta area en los Gltimos afios (p.12).
3.2.1 Tipos de marcadores moleculares y su uso en el mejoramiento genético del maiz

Existe una serie de técnicas moleculares empleadas para la caracterizacion y mejoramiento de
los cultivos entre ellos el maiz, dentro de estas esta el uso de marcadores moleculares que han
sido bastante explotados segun las ventajas y objetivos de cada estudio. Entre los tipos de

marcadores mas utilizados se destacan los siguientes: RFLP (Fragmentos de Restriccion de



Longitud Polimérfica), AFLP (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos Amplificados),
SSRs (Secuencia Simple Repetida), RAPD (Amplificacion Aleatoria de ADN Polimdrfico),
SNPs (Polimorfismo de Nucle6tidos Unicos) y los ISSR (Inter Secuencia Simple Repetida) o
intermicrosatélites (Becerra y Paredes, 2000).

Tomando en cuenta que el estudio se realiz6 empleando marcadores microsatélites tipo SSR
(Simple Séquense Repeats) la descripcion de estos consiste en ser pequefias secuencias de 2 a
5 pares de bases repetidas. Estas regiones pueden ser amplificadas mediante la técnica PCR
(Polimerase Chain Reaction) que utiliza secuencias especificas que reconocen a las regiones
flanqueantes, los SSR tienen expresién co-dominante y son multialélicos, por lo que poseen el
mas elevado nivel de polimorfismo, otra ventaja de los SSR es que son muy frecuentes y estan
distribuidos al azar en todo el genoma del maiz (Becerra y Paredes, 2000).

El ICA (2008) sefiala que:

La tecnologia de marcadores moleculares permite apoyar y acelerar la seleccion del
fitomejoramiento convencional. Se trata de un método sumamente (til para identificar
la base genetica de las caracteristicas que tengan potencial para el mejoramiento
agricola y se utiliza para trazar mapas con el fin de localizar genes particulares que

determinan caracteristicas beneficiosas (p.11).

Mediante la utilizacion de marcadores moleculares se han elaborado mapas genéticos
sumamente detallados para el cultivo de maiz. Los marcadores, que resultan
particularmente Utiles para analizar la influencia de caracteristicas complejas como la
productividad de las plantas y la tolerancia a condiciones climaticas, actualmente se
utilizan para desarrollar variedades con caracteristicas deseables, logrando una

aceleracion en su produccién por unidad de tiempo (p.11).



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del estudio

El estudio se realiz6 en el laboratorio de agrobiotecnologia del Instituto Nicaragliense de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), localizado en el Centro Nacional de Investigacion
Agropecuaria (CNIA) ubicado en el municipio de Managua, km 14 % carretera norte 2 km al
sur, con las siguientes coordenadas geograficas: latitud norte 12° 07° 55” y longitud oeste 86°
08> 55” a una altitud de 70 msnm. Segln datos del Instituto Nicaragiense de Estudios
Territoriales (INETER, 2018). La investigacion se realizd desde agosto del 2019 a diciembre
del 2021.

4.2 Disefio metodoldgico
4.2.1 Material genético

El material genético utilizado en el estudio consistio de 25 accesiones de maiz blanco (Zea
mays L.) provenientes de nueve departamentos de Nicaragua, colectadas por el INTA y
resguardadas en el Banco Nacional de Germoplasma ubicado en el Centro Nacional de

Investigacion Agropecuaria (Cuadro 1).

Las accesiones fueron seleccionadas considerando cuatro parametros: a) que el porcentaje de
germinacion fuera superior al 70 %, por ser este el valor minimo requerido para su
conservacion en el banco de germoplasma, b) que el grano fuera de color blanco por ser de
mayor importancia economica en el pais ¢) que la procedencia de las accesiones fuera de los
departamentos donde la produccion de maiz ha sido histdrica y d) por atributos productivos

por los que los productores usan estas variedades.

Cuadro 1. Procedencia de 25 accesiones de maiz blanco utilizadas en la caracterizacion
molecular usando 10 marcadores microsatélites tipo (SSR)

Cddigo de las Procedencias

ACCESIONES Nombre local (Departamento) Coordenadas
0041 Olote rojo Esteli-Condega 057°97°477-147°95°45”
0102 Olotillo blanco Jinotega-La Concordia 059°13°26”-140°64°61”
0116 Olotillo Jinotega-Wiwili 062°87°337-151°24°80”
0182 Olotillo blanco Granada-Nandaime 059°88°537-129°51°46”




Cuadro 1. Continuacion...

%%1?50 Nombre local (gerg;?;jaer?lgiriso) Coordenadas
accesiones

0184 Olote rosado Carazo-Santa Teresa 059°30°35”-130°28°90”
0185 Olote rosado Carazo-Santa Teresa 059°28°217-130°37°91”
0188 Olotillo blanco Granada-Nandaime 059°80°65"-129°42°69”
0189 Olote rosado Carazo-Santa Teresa 059°18°387-130°27°34”
0233 Pujagua Nueva Segovia-Macuelizo 058°03°877-150°03°16”
0339 Quebrachito Esteli-Pueblo Nuevo 050°03°27”7-147°51°60”
0341 Olatillo blanco Matagalpa-Esquipulas 057°79°377-148°53°00”
0342 Maicillo pujagua ~ Matagalpa-San Isidro 058°12°00"-141°58°89”
0344 Olote rosado Esteli- San Juan de Limay 054°64°51”-146°27°89”
0346 Olatillo Esteli- San Juan de Limay 054°12°30”-145°03°57”
0347 Olatillo Esteli-San Juan de Limay 054°42°737-145°46°94”
0353 Cuarentefio-viejano  Chinandega-Somotillo 051°21°74”-144°69°65”
0355 Zolutan Chinandega-Cinco Pinos 051°24°78”-146°05’83”
0357 Maizon Granada-Nandaime 060°12°617-128°87°46”
0358 Rocamel Nueva Guinea-Nueva Guinea 078°59°707-129°54’77”
0359 Olotillo Nueva Guinea-Nueva Guinea 078°61°307-129°53°90”
0504 Elotillo rosado Chinandega-Puerto Morazan 047°22°58”-141°51°95”
0505 Elotillo blanco Chinandega-Puerto Morazan 047°22°58”-141°51°95”
0511 Maicillo blanco Leon-Leon 052°34°78”-140°06’70”
0512 Olotillo blanco Ledn-Ledn 052°34°78”_140°06°70”
0515 Zolutan olote rojo Chinandega-Somotillo 051°74°087-144°02°13”

4.2.2 Material vegetal

El material vegetal de cada accesion de maiz blanco se obtuvo mediante el establecimiento de
100 semillas en bandejas para su germinacion, usando arena estéril como sustrato (INTA,
2013, pp. 20-23).



Después de ocho dias de establecidas las semillas, se seleccionaron 15 individuos por cada
accesion de forma aleatoria y de cada uno de ellos se seleccionaron hojas jévenes de las cuales

se extrajo un segmento para la utilizacion en la extraccion del ADN genomico.
4.2.3 Extraccion y verificacion de la calidad del ADN

La extraccion del ADN gendmico se realizd mediante la metodologia propuesta por Jiménez
(2009) la cual es detallada a continuacion:

De cada individuo se tomé una muestra de tejido vegetal equivalente a 15 mg que
fueron depositados en tubos tipo eppendorf de 1.5 ml. Seguidamente se agregé 200 ml
de buffer de extraccion (conteniendo 100 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 500 mM NaC
y 20 mM 2-mercaptoethanol). El tejido fue macerado utilizando pistilos plasticos
estériles hasta homogenizar las muestras. Luego, fueron agregados y mezclados 26 pl
de sulfato dodecil sédico al 10 %.

Las muestras se colocaron en una incubadora tipo bafio maria a 65 °C por 10 minutos y
se agitaron al menos tres veces en ese intervalo de tiempo. Posteriormente, se
agregaron 112 ul de acetato de potasio (3 M) a cada tubo y se incubaron en hielo por
20 minutos. Luego, las muestras se centrifugaron a maxima velocidad (~18,000 xg) a 5
°C por 15 minutos. El sobre-nadante se extrajo y se colocd en un tubo nuevo para

agregar 0.6 volumenes de 2-propanol helado.

Posteriormente las muestras se incubaron a -20 °C por 20 minutos. Después, las
muestras se centrifugaron nuevamente a maxima velocidad (~18,000 xg) a 5 °C por 15
minutos. Finalizada la centrifugacién se extrajo el 2-propanol de los tubos
seguidamente los tubos de ADN fueron lavados en 100 pl de etanol (70 %) tres veces a
méaxima velocidad (~18,000 xg) a 5 °C por 5 minutos. Luego, los tubos de ADN
gendmico fueron secados a temperatura ambiente y diluidos en 100 ul de buffer TE
(conteniendo 10 mM Tris-HCI pH 8.0 y 1 mM EDTA). Finalmente, las muestras de

ADN se conservaron a -20 °C para su posterior utilizacién en la técnica PCR (p. 19).

Para verificar la efectividad de la extraccion del ADN se preparé un gel de agarosa simple al
0.8 %, diluida en tamp6n TBE 0.5X (Tris-Borato EDTA) vy tefiida con 4 pl de bromuro de
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etidio. Se depositaron 10 pl de ADN gendémico combinado con 2 pl de bafer de carga 6x en
cada pocillo del gel. Se dejo correr en la cdmara electroforesis durante 45 minutos a 70 voltios
y 330 amperios. Transcurrido el tiempo se utiliz6 un transiluminador (High Performance UV
Transilluminator UVP) con una cdmara Canon integrada para tomar las fotografias, las cuales
fueron visualizadas utilizando el software para analisis de imagenes Doc-ITLS y lograr asi la
identificacion de las bandas de ADN (Anexo 1).

4.2.4 Amplificacion del ADN mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de los fragmentos de ADN de interés se utilizaron un total de 10
marcadores microsatélites tipo SSR que han sido validados para maiz y que se encuentran
distribuidos en todos los cromosomas de esta especie (Cuadro 2). Los marcadores se
seleccionaron basados en el amplio polimorfismo que mostraron en estudios realizados en
maiz de México, Cuba, Colombia, Pakistan, Brasil, China, Serbia y en hibridos de maiz
pujagua de Nicaragua analizados por Lacayo y Ponce (2018, p. 12).

Cuadro 2. Descripcion de los diez marcadores microsatélites (SSR) utilizados en la
caracterizacion molecular de 25 accesiones de maiz blanco

Primer 6 Secuencia5 a3’ Secuencia3 a’b’ Ta

locus Cr Forward Reverse °C
BNLG1272 2 ACCGAAGATGAGGTGTGACA TCAGTGCAAGGGCAATTTAG 52
BNLG127 9 CATGTATACGAGAAGCACCCTAT ATCGTAACTCAGCGGTTTGTG 49
BNLG400 1  AGCTGTGACTGTGAAGGGAAAA CGTCACACCGCTGTTTGTTG 52
BNLG197 3 GCGAGAAGAAAGCGAGCAGA CGCCAAGAAGAAACACATCACA 59
NC013 4  AATGGTTTTGAGGATGCCGTGG  CCCCGTGATTCCCTTCAACTTTC 51
PHI063 10 GGCGGCGGTGCTGGTAG CAGCTAGCCGCTAGATATACGCT 53
PHI112 7 TGCCCTGCAGGTTCACATTGAGT AGGAGTACGCTTGGATGCTCTTC 53
PHI96100 2  AGGAGGACCCCAACTCCTG TTGCACGAGCCATCGTAT 53
PHI119 8 GGGCTCCAGTTTTCAGTCATTGG ATCTTTCGTGCGGAGGAATGGTCA 52
PHI057 7 CTCATCAGTGCCGTCGTCCAT CAGTCGCAAGAAACCGTTGCC 52

Cromosoma (Cr), Temperatura de alineamiento (Ta), Brookhaven National Laboratory of
Genetic (BNLG), North Carolina (NC) y Pioneer High Bred (PH]I).

La amplificacién de los fragmentos de ADN de interés se realizd en una maquina PCR

Eppendorf Mastercycler pro S. La mezcla PCR estuvo compuesta por 25 pl de solucién total
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para cada muestra, conteniendo los siguientes elementos: 12.5 pl de Thermo Scientific Dream
Taqg Green PCR Master Mix (2X) K1081 (Dream Tag ADN polimerase, 2X Dream Taq Green
buffer, 0.4 mM de cada nucleétido: dATP, dCTP, dGTP and dTTP, y 4 mM MgCly), 1 pl del
marcador forward, 1 pl del marcador reverse, 9.5 pl de agua libre de nucleasas y 1 ul de ADN

genomico.

Se utiliz6 el siguiente programa general PCR para la amplificacion de los fragmentos de
interés de ADN, el cual varié dependiendo del marcador usado (Cuadro 3). En el anexo 2 se

detalla el programa de amplificacion para cada marcador.

Cuadro 3. Programa PCR general utilizado en la amplificacion de los fragmentos de interés
del ADN de 25 accesiones de maiz

Ciclos Etapas Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 4 min
Desnaturalizacion 94°C 45s

30 Alineacion 56°C 45s

Elongacion 72°C  1min
Elongacion final 72°C 10 min

4.2.5 Visualizacion de los fragmentos o electroforesis

Una vez culminado el proceso de amplificacion se procedid a correr el ADN en geles de
agarosa al 2 % sobre una solucion de TBE 0.5X vy tefiidas con 4 ul de Bromuro de Etidio. En
el gel se marcaron 20 pocillos o wells utilizando una peineta plastica de aproximadamente 20

cm y una distancia entre cada pocillo de 1 cm.

En cada pocillo del gel se depositaron 20 ul del producto PCR resultante de la amplificacion,
mezclado con 4 pl de buffer de carga o 6x loading para tefiir el ADN. Asimismo, en cada
extremo de las geles se coloco una regla molecular de diez bandas con fragmentos de tamafio
que van de 100 hasta 1000 pb para los marcadores BNLG y PHI (Anexo 3). EI marcador
NCO013 fue medido con una regla molecular de trece bandas de 50 hasta 1000 pb (Anexo 4).

La electroforesis se realiz6 en una camara Thermo Scientific Easy Cast Owl B2 usando 90

voltios, 330 amperios durante 120 minutos. Transcurrido el tiempo de la electroforesis se
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procedid a colocar el gel de agarosa en el transiluminador, desde donde se obtuvo la fotografia

del gel con los fragmentos amplificados segln los marcadores usados.

4.2.6 Determinacion del tamafio de los fragmentos

El tamafio de los fragmentos se calculd utilizando el software Alpha View version 3.5.0
(2019). Tomando como referencia el tamafio de los fragmentos de las reglas moleculares
utilizadas. Con los datos se construyé una base de datos en el programa Microsoft Excel
(2013).

4.3 Analisis de los datos

Los parametros de diversidad genética calculados en las 25 accesiones de maices blancos en
base a los 10 microsatélites (SSR) utilizados fueron los siguientes: nimero de alelos por locus
y departamento, heterocigosis observada y heterocigosis esperada (Hobs ¥ Hesp) Y nUmero de

alelos unicos identificados por locus.

4.3.1 Numero de alelos por locus y departamentos

Segun Casalla (2003) “un alelo constituye las formas alternativas que puede presentar un gen
en un locus. Se determina por conteo directo de alelos diferentes para cada locus en cada
poblacion” (p. 21). Todos los valores fueron calculados mediante el software para analisis de
datos genéticos de poblaciones Arlequin versién 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2015). La
diversidad alélica por departamento se calculé agrupando el total de alelos amplificados por
cada marcador en las 25 accesiones y se estimd su proporcion en base al nimero total de

alelos identificados por departamento (Anexo 5).
4.3.2 Heterocigosidad esperada

Es llamada 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, p. 22). Se calculd
mediante el software para analisis de datos genéticos de poblaciones Arlequin version 3.5.2.2
(Excoffier & Lischer, 2015).

13



4.3.3 Heterocigosidad observada

La heterocigosidad observada “equivale a la proporcién de individuos que presentan un par de
alelos diferentes, es decir que son heterocigotos, mediante conteo directo para cada locus en
un grupo” (Casalla, 2003, p. 22). Esta variable se calculd mediante el software para analisis de
datos genéticos de poblaciones Arlequin version 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2015).

4.3.4 Estimacion de la frecuencia alélica por locus y departamento

La frecuencia alélica se define como “el nimero de veces que se observa un alelo dentro del
total de alelos para un locus en una poblacion. Es usada para describir toda la informacion
genética presente en un locus” (Casalla, 2003, p. 22). Se realiz6 el anélisis de frecuencias
alelicas de cada marcador utilizando el software para andlisis de datos geneticos de
poblaciones GenePop version 4.7.5 (Rousset, 2008). La frecuencia alélica por departamento se
calculé sumando la frecuencia de cada alelo en las accesiones provenientes de un mismo

departamento.
4.4 Analisis de la estructura genética

Para determinar la proporcion de la variacion genética atribuible a la variacion dentro de las
poblaciones o entre las poblaciones se efectuo un Analisis Molecular de Varianza (AMOVA).
Asimismo, mediante el calculo del indice de fijacion (Fst) de cada accesion se generé una
matriz de comparacion de distancias genéticas entre las accesiones. Todos los valores fueron
calculados mediante el software para analisis de datos genéticos de poblaciones Arlequin
version 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2015).

Usando la matriz de distancias genéticas fue posible construir un dendrograma para las
diferentes accesiones, utilizando el método de agrupamiento jerarquico UPGMA (Unweighted
Pair Group Methodwith Arithmeticmean). Este analisis permite representar graficamente las
similitudes y diferencias entre las accesiones, para lo cual se empled el programa MEGA

version 11 (Tamura et al., 2021).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Diversidad genética
5.1.1 Nuumero de alelos por locus

Se compararon 375 individuos correspondientes a las 25 accesiones de maiz, utilizando 10
marcadores moleculares microsatélites, en los cuales se identifico un total de 166 alelos para
los marcadores estudiados, con un promedio de 17 alelos en las accesiones evaluadas. De los
10 marcadores seis demostraron ser altamente polimérficos, amplificando de 3-30 alelos para
los diez pares de cromosomas de esta especie. EI marcador PHI063 amplific6 30 alelos,
seguido de los marcadores BNLG1272, BNLG127 y el BNLG197 con 23 alelos cada uno. En
contraste, el marcador PHI112 fue el que menos alelos amplifico, alcanzando un total de 3
alelos (Cuadro 4).

Al medir el tamafio de los fragmentos se logro estimar que el de mayor tamario fue de 250-398
pb, obtenido por el marcador PHI96100 y el de menor longitud fue de 86-190 pb, amplificado
por el marcador NCO13.

Considerando que el material genético utilizado en el estudio correspondia a accesiones de
maiz adaptado en Nicaragua, se logré obtener un total de 53 alelos. Indicando asi su utilidad
para la identificacion molecular de posibles variedades, lineas o hibridos que resulten del uso

de este material genético en programas de mejoramiento genético (Cuadro 4).

Guido (2018) reporta en su estudio de caracterizacion genética de 19 poblaciones de maiz
criollo y cinco variedades comerciales de Costa Rica, 55 alelos amplificados y un promedio de
4.6 alelos por locus, mostrando asi menor riqueza genética que la detallada en éste estudio (p.
84). Por otro lado, Silviaet al. (2014) al analizar 86 accesiones de maiz criollo ecuatorianos
usando nueve marcadores microsatélites encontré un total de 72 alelos con un promedio de 8

alelos por locus estudiado (pp. 2-4).

Otro estudio similar es el reportado por Jiménez (2014) quién utilizando 10 microsatélites
estudié molecularmente 165 accesiones criollas, de las cuales 62 provenian del CIMMYT y
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103 eran nativas de Colombia. En este estudio se identificaron 47 alelos totales, con un

promedio de 4.7 alelos por locus y una variacion de 3-7 alelos (pp. 12-19).

Al considerar los resultados de los estudios antes mencionados, la riqueza genética del maiz
nicaragliense es superior, posiblemente debido a que la seleccién de estas accesiones tuvo
como criterio nueve departamentos de procedencia, por lo tanto, es factible asumir que el
intercambio de germoplasma entre productores no afectd los resultados de los indices de
diversidad estimados o como posiblemente ocurre en otros estudios que las accesiones poseen

un origen geografico en comdn.

Los resultados de este trabajo revelan que la diversidad del maiz adaptado en Nicaragua es
muy amplia cuando es comparada con la diversidad reportada en la investigacion realizada en
Bulgaria por Kostova et al. (2006), donde se analizaron molecularmente con 18 microsatélites
la diversidad de 41 variedades endogamicas de maiz de la coleccion de germoplasma Bulgaro
con 10 variedades endogamicas de maiz de Estados Unidos. En dicho estudio se reportan 163

alelos totales, con un promedio de 9.1 alelos por locus (pp. 32-33).

En contraste a estos resultados Reif et al. (2006) al estudiar la diversidad genética en 25
poblaciones de maiz criollo de México usando 25 microsatélites, reportan un total de 196
alelos (pp. 178-179). Similarmente, Carvajal (2018) reportd un total de 361 alelos al
caracterizar con 20 microsatélites 20 accesiones de maiz criollo pertenecientes a Costa Rica
(pp. 15-33).

Probablemente, las diferencias en la diversidad reportada por los estudios anteriores pueden

atribuirse al uso de un mayor namero de individuos por cada poblacién estudiada y al mayor

nimero de marcadores utilizados.
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Cuadro 4. Pardmetros de la estructura genética generada por diez marcadores microsatélites
tipo (SSR) en la evaluacién molecular de 25 accesiones de maiz blanco

Locus 6 primer Tamario (pb) Na Hobs Hesp  Alelos Unicos
BNLG1272 212-300 23 0.22 0.82 3
BNLG127 226-330 23 0.16 0.60 4
BNLG400 98-126 5 0.00 0.03 0
BNLG197 90-250 23 0.07 0.32 8

NCO013 86-190 22 0.32 0.52 6
PHI063 138-260 30 0.55 0.61 13
PHI112 166-170 3 0.00 0.02 0
PH196100 250-398 19 0.52 0.71 8
PHI119 172-194 9 0.00 0.03 6
PHI057 166-190 9 0.00 0.03 5
Media 17 0.18 0.37 5
Desviacion estandar 9 0.22 0.32

Tamafio en pares de bases (pb) de los fragmentos amplificados por cada microsatélite, Na
(NUmero de alelos encontrados), Hops (Heterocigosis observada), Hesp (Heterocigosis
esperada).

5.1.2 Heterocigosis observada y esperada

La heterocigosidad representa una medicion de la variacion genética y se clasifica en
observada y esperada (Hobs ¥ Hesp). La heterocigosis observada es la frecuencia relativa de
individuos heterocigotos en las accesiones para cualquiera de los marcadores, mientras que la
esperada o diversidad genética media expresa la probabilidad de que dos alelos tomados al

azar de las accesiones sean diferentes.

Cuando la Hobs Y Hesp fueron contrastadas, fue evidente que los valores de la heterocigosis
observada (Hobs) para todas las accesiones fueron bajos, presentando un valor promedio de
0.18 y variando desde 0 como minimo a 0.55 como méaximo, este ultimo obtenido por el
marcador PHI063. Bajo este contexto, se puede decir que la mayor variacion genética (Hesp)
fue de 0.82, obtenida por el marcador BNLG1272 mientras que, el marcador PHI112 registrd
el menor grado de variacion genética con rango de 0.02 en las 25 poblaciones estudiadas y un
promedio de 0.37 (Cuadro 4).
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Los valores de heterocigosidad encontrados en este estudio son menores al compararlo con lo
reportado por Guido (2018) quien describe valores de heterocigosidad observada de 0.24 y
heterocigosidad esperada de 0.60 (p. 87). Del mismo modo (Carvajal, 2018; Jiménez, 2014;
Silvia et al., 2014) demuestran superioridad en los datos para la heterocigosidad observada y

esperada.

5.1.3 Diversidad alélica por departamentos

En relacién al departamento de mayor diversidad conforme el niamero de alelos amplificados,
Esteli y Chinandega resultaron ser los mas diversos para todos los marcadores. Asi, Esteli
obtuvo un rango de alelos de 0.8 con el marcador PHI112 a 5.1 con el marcador NCO13 y
Chinandega obtuvo un rango de 0.6 para el marcador PHI112 a 4.9 con el marcador
BNLG1272. En cambio, Nueva Segovia fue el departamento de menor diversidad alélica por
presentar rangos de 0.1 alelos con el marcador PHI112 a 1.4 alelos encontrados con el
marcador BNLG127 (Cuadro 5).

Este resultado se debe posiblemente a que para los departamentos de Esteli y Chinandega se

analizaron cinco accesiones, mientras que para Nueva Segovia solo se analizé una accesion.

Cuadro 5. Diversidad alélica por departamento conforme al namero de alelos amplificados en
25 accesiones de maiz blanco de Nicaragua
Locus o Nueva | Nueva | Suma

orimer Esteli | Carazo | Granada | Chinandega | Jinotega| Ledn |Matagalpa Segovia Guinea | total Comparacion
BNLG1272 | 48 2.7 2.7 49 19 17 16 0.9 19 23 I -
BNLG127 | 4.1 24 39 4.1 2.7 14 17 14 14 XIS
BNLG400 | 14 0.5 0.5 0.9 0.4 0.4 0.4 0.2 0.4 5 |2 3
BNLG197 | 44 4.7 30 4.7 0.8 19 0.6 0.3 25 23 (Elel_-__
NC013 5.1 2.2 12 47 2.4 20 18 12 16 2 |ls -
PHI063 | 48 29 6.5 39 12 29 19 12 46 30 I Hme
PH112 | 08 0.3 0.3 0.6 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 3 | B
PHI96100 & 4.0 25 19 34 16 12 19 0.6 19 19 n _
PH119 | 34 0.8 0.8 14 0.6 0.6 0.6 0.3 0.6 9 | B
PHIO57 | 34 0.8 0.8 14 0.6 0.6 0.6 0.3 0.6 9 |m _

18



5.1.4 Frecuencia alélica en las accesiones por locus y departamentos

La frecuencia con la que se presentaron los diferentes alelos en las accesiones de maiz segln
el analisis molecular con 10 marcadores microsatélites, estuvo en concordancia con el nimero
de alelos amplificados en cada accesion estudiada por departamentos. Bajo esa premisa, se
puede afirmar segin los resultados obtenidos, que Esteli y Chinandega fueron los dos
departamentos donde hubo mayor frecuencia alélica para todos los marcadores.

Como se ha dicho, Esteli mantuvo frecuencias alélicas de 4.697 con el marcador PHI96100
hasta 6.0 con el marcador BNLG197. De modo similar, las accesiones procedentes de
Chinandega presentaron una frecuencia alélica de 4.7 con el marcador PHI96100 hasta 5.0 con
los marcadores BNLG400, BNLG197, PHI063, PHI112, PHI119 y PHIO57. El departamento
de menor frecuencia alélica fue Nueva Segovia, ésta presentd valores que oscilan desde 0.999
para tres marcadores (BNLG1272, NC013 y PHI96100) hasta 1.001 con el marcador PHI063.
Los departamentos de Jinotega, Ledn, Matagalpa y Nueva Guinea presentaron valores
similares, con indices de frecuencias entre 1.799 a 2.099 (Figura 1).
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Figura 1. Frecuencia alélica de los diferentes alelos presentes en las 25 accesiones de maiz
blanco segun su procedencia.

5.2 Analisis de la estructura genética
5.2.1 Analisis molecular de varianza

El Analisis Molecular de Varianza (AMOVA), muestra cuanta de la diversidad molecular
encontrada entre los individuos analizados se encuentra entre las accesiones o dentro de ellas.

En otras palabras, muestra si las accesiones son genéticamente diferentes entre ellas o no.

ElI AMOVA indic6 que el 67.25 % de la variacién genética segun datos de polimorfismo
reside dentro de las poblaciones mientras, el 32.75 % se encuentra entre ellas, confirmando asi

que entre menos diferentes sean las poblaciones entre ellas, mayor sera la divergencia genética
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entre sus individuos o viceversa. Asimismo, se confirmé la significancia genética encontrada
entre y dentro de las poblaciones, debido a que la probabilidad calculada fue menor del 5 %,
con un resultado dentro de poblacién de 1.72 y entre poblacion 0.84. Resaltando asi la
significancia del Fst obtenido, con un total de 0.33 (Cuadro 6).

De acuerdo a lo planteado por Eguiarte et al. (2010) el indice de fijacion o Fst “permite medir
la reduccion en la heterocigosis, debido a la diferenciacion genética entre poblaciones” (p. 6).
Este resultado muestra una gran variabilidad genética que se puede explorar ampliamente, por
el contrario, la menor variacion genética detectada entre las accesiones, puede deberse a la
seleccién que realizan los agricultores, la cual promueve el aislamiento mediante variaciones
en la respuesta fenoldgica de la misma a ciertas condiciones topogréficas y climaticas de las

Zonas.

Nowosad et al. (2017), al estudiar 13 cultivares de maiz con 30 SSR determind que el 90.2 %
de la variacion encontrada se localizd dentro de las poblaciones y entre poblaciones
obtuvieron 9.8 % (pp. 139-140). Al igual lo reporta Aparecido & Romero (2000) en el estudio
de 18 variedades de maiz en Brasil (incluidas 5 genotipos indigenas usando 14 microsatélites)

demostraron que el 83 % de la variacidn estaba dentro de las poblaciones (p. 376).

Caso contrario se plantea por Guido (2018) encontrando que el 59 % de la variabilidad
observada en las accesiones se obtuvo entre individuos y el 27 % dentro de los individuos (p.
115).

Considerando el resultado del AMOVA, se puede sugerir como estrategia para la conservacion
a mediano y largo plazo de estas 25 accesiones de maiz y el resto de accesiones del Banco
Nacional de Germoplasma del INTA, que se realice un incremento en el tamafio de las
muestras de las semillas permitiendo asi, incrementar las frecuencias alélicas que fluyen en las
poblacion y que seguramente le confieren a estas accesiones atributos importantes para la

adaptacion productiva en los actuales escenarios medioambientales.
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Cuadro 6. Analisis molecular de varianza de 25 accesiones de maiz blanco de Nicaragua

Fuente GL SC CM Var. Est. % Variacion
Entre poblaciones 24 646.14 26.92 0.84 32.75
Dentro de poblaciones 725 1250.17 1.72 1.72 67.25
Total 749 1 896.30 2.56

Fst0.33

Grados de Libertad (GL), Suma de Cuadrados (SC), Cuadrado Medio (CM), Variacién
Estandar (Var. Est.), probabilidad de significancia al 5 % (P<0.05).

5.2.2 Relaciones filogenéticas entre las accesiones

Al realizar la representacion grafica de las accesiones utilizando las distancias genéticas para
averiguar cual de ellas eran similar o diferentes y asi construir un nucleo de diversidad
genética se logro construir un dendrograma, donde claramente se observan 8 grupos bien
definidos (Figura 2).

El grupo I lo forma la accesion Olotillo proveniente de Esteli (0347), grupo Il corresponde a la
accesion Olotillo con procedencia de Esteli (0346), el grupo Il constituido por la accesion
Olote rosado originaria de Carazo (0189), al grupo IV lo forman las accesiones Elotillo rosado
(0504) y Rocamel (0358) colectadas en Chinandega y Nueva Guinea, el grupo V corresponde
a la accesion Zolutan olote rojo colectado en Chinandega (0515), el grupo VI corresponde a
las accesiones Maicillo blanco (0511) y Pujagua (0223) con procedencia de Ledn y Nueva

Segovia.

El grupo VII lo forman ocho accesiones: Maizon (0357), Maicillo pujagua (0342),
Quebrachito (0339), Olote rosado (0185), Olotillo blanco (0188), Olotillo blanco (0102),
Olotillo blanco (0182) y Olote rosado (0184) procedentes de Granada, Matagalpa, Esteli,
Carazo y Jinotega. Finalmente, el grupo VIII conformado por nueve accesiones (Cuarentefio-
viejano (0353), Olote rosado (0344), Zolutan (0355), Olotillo blanco (0341), Olote rojo
(0041), Olotillo blanco (0512), Olotillo (0359), Elotillo blanco (0505) y Olotillo (0116). Este
grupo fue el mas variable en cuanto a procedencia por agrupar accesiones de seis

departamentos (Chinandega, Esteli, Matagalpa, Ledn, Nueva Segovia, y Jinotega).
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0116 Olotillo

0505 Elotillo Blanco
0359 Olotillo

— 0512 Olotillo Blanco
0041 Olote Rojo
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(0355 Zolutan

0344 Qlote Rosado
0353 Cuarenteno Viejano
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0182 Olotillo Blanco
0102 Olotillo Blanco
0186 Olotillo Blanco
0185 Olote Rosado
0339 Quebrachito
0342 Maicillo Pujagua
0357 Maizon

| 0233 Pujagua

| 0511 Maicillo Blanco
0515 Zolutan Qlote Rojo
0358 Rocamel

0504 Elotillo Rosado
0189 Olote Rosado
0346 Olotillo

0347 Qlotillo

020 015 010 0.05 0.00

Figura 2. Dendrograma de similitudes y diferencias de 25 accesiones de maiz blanco.
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VI. CONCLUSIONES

Al comparar 375 individuos correspondientes a las 25 accesiones de maiz, utilizando 10
marcadores microsatélites, se identificaron 166 alelos, con un promedio de 17 alelos y un
nimero de alelos Unicos equivalente a 53. Al medir el tamafio de los fragmentos se logro
estimar que el de mayor tamafio fue de 250-398 pb, obtenido por el marcador PHI96100 y el
de menor longitud fue el NC013 con 86-190 pb.

En la representacion gréfica de las relaciones genéticas entre las accesiones se observan ocho

grupos bien definidos.

De los diez microsatélites SSR, seis demostraron ser altamente informativos en la deteccion de
alelos. ElI marcador PHI063 resultd ser el mas polimdrfico amplificando 30 alelos, seguidos
del BNLG1272, BNLG127 y el BNLG197 con 23 alelos cada uno, el marcador NC013
amplifico 22 alelos y por ultimo el PHI96100 con 19 alelos los cuales se pueden emplear para

analisis rutinarios en las accesiones de maiz.

La mayor diversidad genética se encontro dentro de las poblaciones con un 67.25 %,

existiendo mas variacion dentro de ellas que entre ellas.
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VIl. RECOMENDACIONES

Utilizar en futuras investigaciones de diversidad genética los marcadores moleculares PHI1063,
BNLG1272, BNLG127, BNLG197, NCO013 y PHI96100; ya que mostraron los mejores

resultados en cuanto a polimorfismo.

Continuar realizando estudios de diversidad genética con accesiones que conforman la
coleccion del Banco Nacional de Germoplasma para obtener mayor informacién de la

constitucion genética del maiz conservado.

Relacionar las caracterizaciones genotipicas con evaluaciones fenotipicas para un mejor
aprovechamiento de la diversidad genética encontrada en este estudio, permitiendo identificar

germoplasma con potencial productivo para la creacion de nuevas tecnologias.

Realizar un incremento en el tamafio de muestras de semilla de las accesiones en el BNG para

capturar mayor diversidad entre poblaciones.

Promover los vinculos de investigacion conjunta entre Universidades y el INTA para

fortalecer la formacion técnico cientifico de los estudiantes.
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IX.

ANEXOS

Anexo 1. Calidad del ADN gendmico visualizado en gel de agarosa al 0.8 %

Pocillos o wells de la gel para el
deposito de la muestra de ADN

Bandas de ADN genomico

Anexo 2. Programas de amplificacion del AND para cada marcador

Programa

95 °C - 3 minutos

95 °C - 30 segundos

Programa

95 °C - 3 minutos

95 °C - 30 segundos

é\l/l\ﬁ_réalcg)?rz 52°C-30 s.egundos -40x '\/Fl,al_ﬁggg ' 53°C-30 s.egundos -35x
72 °C - 1 minutos 72 °C - 1 minutos
72 °C - 10 minutos 72 °C - 10 minutos
-4 °C -4 °C
Programa Programa
95 °C - 3 minutos 95 °C - 3 minutos
95 °C - 30 segundos 95 °C - 30 segundos
gﬂl\? Ir_cgikz); 49 °C - 30 s.egundos -35x hgﬁﬁfg ' 53°C-30 s.egundos -35x
72 °C - 1 minutos 72 °C - 1 minutos
72 °C - 10 minutos 72 °C - 10 minutos
-4 °C -4 °C
Programa Programa
95 °C - 3 minutos 95 °C - 3 minutos
Marcador 95 °C - 30 segundos Marcador | 95 °C - 30 segundos
BNLG400 |92.°C - 30 segundos -40x PHI196100 | 53 °C - 30 segundos -40x

72 °C - 1 minutos

72 °C - 10 minutos

-4°C

72 °C - 1 minutos

72 °C - 10 minutos

-4°C

30




Anexo 2. Continuacion...

Programa Programa
95 °C - 3 minutos 95 °C - 3 minutos
arcador |60 cc 0 o0 s o Mareador | s 0
BNLG197 - PHI119 -
72 °C - 1 minutos 72 °C - 1 minutos
72 °C - 10 minutos 72 °C - 10 minutos
-4 °C -4 °C
Programa Programa
95 °C - 3 minutos 95 °C - 3 minutos
Marcador &= 0 o e | Mareador [ e o
NC013 - PHI057 -
72 °C -1 minutos 72 °C - 1 minutos
72 °C - 10 minutos 72 °C - 10 minutos
-4 °C -4 °C

Anexo 3. Regla de ADN de 100 a 1000 pares de bases utilizada para la amplificacion de
marcadores BNLG y PHI

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
0'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
ready-lo-use

bp Ne/0.5 1 » bp
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— 200
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- 100
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0.5 pgitane, 20 cem lkeagth gal,
1XTAE 8W¥Wem, 3 h
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Anexo 4. Regla de ADN de 50 a 1000 pares de bases utilizada para la amplificacién del
marcador NC013

GeneRuler™ 50bp DNA Ladder

0’GeneRuler™ 50bp DNA Ladder,
ready-to-use

bp na/0.5ng %

1000 200 6.0
[— Q00 200 6.0
pr— 200 "O.g §g
re— 701 500 0
p— 5005 ;
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2:3% TepVidor™ LE GO Agaross (3R0491)

0.5 pglanz, 8 cm kngth gel,
1XTBE, 5Wem,1 h
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1X TAE, 8Vem, 2 h
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Anexo 5. NUimero de alelos totales encontrados en 25 accesiones de maiz blanco utilizando 10
marcadores microsatélites

Locus
Accesiones | BNLG | BNLG | BNLG | BNLG | NC PHI PHI PHI PHI | PHI
1272 127 400 197 013 063 112 | 96100 | 119 | 057
0041 7 2 1 7 2 2 1 2 1 1
0102 5 7 1 1 6 2 1 3 1 1
0116 9 9 1 2 6 3 1 8 1 1
0182 7 6 1 1 1 12 1 5 1 1
0184 6 7 1 1 2 2 1 6 1 1
0185 8 6 1 11 6 8 1 6 1 1
0188 S) 9 1 9 2 9 1 5 1 1
0189 6 1 1 5 3 2 1 5 1 1
0233 7 8 1 1 6 5 1 4 1 1
0339 6 4 1 1 9 5 1 6 1 1
0341 6 5 1 1 7 2 1 7 1 1
0342 6 5 1 1 2 6 1 6 1 1
0344 10 3 1 1 6 2 1 5 1 1
0346 7 8 4 6 7 10 3 10 8 8
0347 6 7 1 1 2 1 1 4 1 1
0353 8 3 1 3 6 2 1 5 1 1
0355 7 3 1 5 4 2 1 5 1 1
0357 8 8 1 1 3 6 1 3 1 1
0358 6 3 1 5 1 11 1 6 1 1
0359 8 5 1 4 7 8 1 7 1 1
0504 6 6 1 1 4 1 1 4 1 1
0505 7 2 1 7 6 2 1 5 1 1
0511 7 7 1 1 4 10 1 4 1 1
0512 6 1 1 6 6 2 1 4 1 1
0515 9 10 1 1 4 9 1 4 1 1
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Anexo 6. Abreviaturas

Siglas y acrénimos

Significado

ADN
AMOVA
BNG
CNIA
EDTA
INTA

M

Mg

mM

Ml

PCR
SSR
TRIS-HCI
TBE

ul

Acido Desoxirribonucleico

Andlisis Molecular de Varianza

Banco Nacional de Germoplasma

Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria
Acidoetilendiaminotetraacético

Instituto Nicaragliense de Tecnologia Agropecuaria
Mol (ar)

Miligramo

Micromolar

Mililitro

Reaccion en la Cadena de la Polimerasa
Secuencia Simple Repetida

Hidroximetil Aminometano Hidrocloride

Tris, Borato y EDTA

Microlitro

Anexo 7. Glosario

2-Mercaptoetanol: Antioxidante, regulador y estabilizador de enzimas.

Accesion: Muestra de semilla que representa un cultivar, una linea o una poblacion y que se

mantiene almacenada para su conservacion y uso.

Acetato de Potasio: Sal neutra del acido acético y el hidroxido de potasio reguladora de la

acides.

ADN (Acido Desoxirribonucleico): Base molécular de la herencia.

Agarosa: Polisacarido formado por galactosa alfa y beta que se extrae de las algas marinas de

los géneros Gellidium y Gracillaria.

Alelo: Cada una de las dos o mas versiones de un gen.

Alineacion: Etapa de la PCR inmediatamente después de la desnaturalizacién, 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.
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Amplificacion: Creacion de numerosas copias de un segmento de interés de ADN mediante
PCR.

Bromuro de Etidio: Agente que se intercala entre las bases nitrogenadas, es usado como

colorante fluorescente.
Buffer de Extraccion: Compuesto de Tris HCI, EDTA, NaCl, 2 mercaptoetanol.

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

Cloruro de Sodio: Sal comdn. En estudios genéticos aumenta el poder i6nico de la solucién y
ocasiona la precipitacion del ADN.

Desnaturalizacion del ADN: Separacion de dos hebras que constituyen al ADN por

rompimiento de los enlaces de hidrogeno entre bases complementarias.

Diversidad genética: Variacion heredable entre y dentro de las poblaciones que se origina, se

favorece o se mantiene por fuerzas evolutivas o selectivas.

EDTA (Acidoetilendiaminotetraacético): Inhibidor de la accion de las nucleasas para

proteger el ADN.

Elongacion: Con ella se asegura que cualquier ADN de cadena simple restante sea totalmente

ampliado.

Etanol: Liquido incoloro inflamable que se emplea como desinfectante. Facilita la

desnaturalizacion proteica.

Extension del ADN: Tercera etapa en la PCR. La temperatura es elevada a 70 °C para
permitir que un ADN polimerasa inicie la sintesis a partir del iniciador agregando SSR sobre

la hebra que sirve de templado.

Frecuencia alélica: Frecuencia con que una poblacion presenta una determinada variante o

alelo.
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Gen: Segmento especifico del ADN.

Germoplasma: Conjunto total de especies vivientes, subespecies, poblaciones definidas

genéticamente, variantes genéticas y mutantes.

Heterocigosidad: La proporcién de un individuo heterocigoto para un locus o en promedio

para varios loci.

Marcador Molecular: Genes, proteinas o fragmentos de ADN polimdrficos que permiten
distinguir entre individuos, familias, poblaciones, grupos o especies.

Microsatélite: Pequefia secuencia entre dos y ocho nucleétidos que se repiten al azar a lo
largo del genoma, en donde el nimero de repeticiones revela diferencias genéticas entre los

individuos.

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

cada muestra poblacional.

PCR (Polymerase Chain Reaction) Reaccion en la Cadena de la Polimerasa: Técnica con
la que se copian las hebras complementarias de una molécula de ADN simultaneamente a

través de una serie de ciclos.

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

Thermusaquatics.
Polimorfismo: Variacion alélica en locus.
Propanol: Alcohol isopropilico.

Sulfato Dodecil Sédico: Compuesto tencio activo anionico, que actla como agente

solubilizaste de proteinas.
TE buffer: Solubiliza el ADN y lo protege de la degradacion.

TRIS (Hidroximetil Amino Metano): Tampdn bioldgico, cuya funcion es mantener el PH de

la solucién constante.
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