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l. INTRODUCCION

El maiz gea mays ) es una especie Unica por la gran diversidadtigande la

planta, la mazorca y el grano; en nuestro paisnegrano bésico, sobre todo en la
alimentacion de personas y animales. De acuenddosadatos de Il Censo Nacional
Agropecuario, la superficie total sembrada con rdaip seco a nivel nacional es de

270.585 ha, encontrandose el 75.2% en la regida ¢bgnovich, 2003).

Durante los ultimos afios, la diversidad del maigitia objeto de estudio con diversos
propésitos, siendo uno de éstos conocer la vadabily plantear la utilizacion de esta
variabilidad en los programas de fitomejoramiedergmillo y Baena, 2000; Gallardo

y Moyano, 2002; Sanchez, 2002; Morales, 2003).

En el pais se cuenta con informacion estandarigaldee germoplasma de maiz de la
sierra ecuatoriana, producto de la caracterizaagpomorfolégica de 711 accesiones y
molecular de 185 accesiones del banco de germopldehDENAREF (Morillo y

Piedra, 2002; Yanezt al, 2003; Taba, 2005).

Por su parte, el Programa de Maiz de la Estaci@erfirental Tropical Pichilingue
del INIAP cuenta con un banco de germoplasma deedamacenan accesiones de
maiz de diferentes procedencias y cualidades, atode las cuales han servido para la
obtencion de variedades mejoradas (INIAP-515; VS2CHILINGUE-504) e
hibridos (INIAP H- 550; H-551; H-552), que han aimiido con el desarrollo
agricola del pais, especificamente en la zona alewkel Litoral ecuatoriano.

Actualmente en este banco se conservan 2309 agessiesde el afio 1998

Programa de Maiz de la EET-Pichilingue del INIABO2. Comunicacion personal



Las exigencias del mercado estan poniendo en esialeada vez mas la necesidad de
hacer investigaciones en una gama mas amplia deiatajenético, que el que se ha
venido usando en los diferentes programas de fjtmamiento (Hernandez y
Esquivel, 2004). Los mejoradores de los cultivovese en la necesidad de manejar
eficazmente sus poblaciones de mejoramiento a dincahservar una variacion
genética adecuada, que permita alcanzar mejoragaguen los cultivos mediante
seleccion. Asi, los estudios de diversidad genéticastan convirtiendo en una de las
labores primordiales de los programas de fitomejggato a nivel nacional e

internacional.

El desarrollo de un sistema de documentacién sé@abvca de las caracteristicas de
los materiales conservados en los bancos de geasmal constituye un apoyo para
los fitomejoradores, puesto que permitird establgmeoridades, planificar las
actividades de manejo y optimizar recursos (Pareinal, 1993; Stuber y Hancock,

2008).

Los datos acerca de las accesiones son casi tarsoglcomo el material vegetal
mismo, en vista de que el conocimiento de la didadsgenética en el germoplasma
contribuye no sélo a sostener la mejora genétioap sambién a reducir la

vulnerabilidad genética a las plagas y enfermed@desrgeet al,, 2004).

Una de las consecuencias del fitomejoramiento garigeal es la gran reduccién de
variabilidad genética del cultivo en proceso deaabn. Cuanto mas exitosa es la
seleccién, mayor es la disminucién de la variagiénética de un cultivo particular.
Actualmente, existe una creciente preocupaciéredos mejoradores de maiz para
expandir la busqueda de genes Uutiles que aumeatevariabilidad genética e

incrementen la sostenibilidad de la produccion @ynCrouch, 2008).



La tendencia general en el Programa de Maiz d&TafEchilingue, ha sido usar el
mismo germoplasma disponible para los trabajositdenéjoramiento en repetidas
ocasiones. La gran mayoria de las accesionesniliég® en el banco de germoplasma
son escasamente usadas por los mejoradores par@blaj®s de fitomejoramiento. La
principal fuente de variabilidad genética usaddosrtrabajos proviene en general de
los pocos materiales conocidos por los mejoradavesde intercambios de

germoplasma con otras instituciones y mejoradores.

Para que los recursos fitogenéticos puedan sevexgrados por los mejoradores de
Maiz, se requiere que el material conservado seeatr® debidamente caracterizado,
sin embargo, existe una considerable brecha entraUmero de materiales

conservados y el de aquellos de los que se tieates de caracterizacion.

Tradicionalmente para estimar la diversidad geaédtelas plantas han sido utilizados
los marcadores morfolégicos y de rendimiento, @esge carecen muchas veces de
objetividad y definicién por la acentuada influencjue el ambiente tiene sobre la
expresion de estas caracteristicas. Para la raagerilos rasgos agrondmicos, la
compleja relaciéon entre la informacion genética ariacion fenotipica no esta

suficientemente bien definida.

La dificultad en diferenciar genotipos sélo en basearacteres fenotipicos, sin
informacion de caracterizacion molecular, conllewauna subutilizacion de los
recursos fitogenéticos conservados en el banco etenoplasma, ademéas de
incrementos de los costos de mantencion, regederactaracterizacion y
documentacién del material por presencia de dugdEeaen los materiales
conservados. Los ensayos convencionales, coms, tid@en un poder estadistico
bajo, ya que usan a menudo sélo dos o tres repatieiy aplican protocolos de

clasificacion que, aunque rapidos, no son necesarite exactos. Estos ensayos no



tienen suficiente dominio estadistico para idesdifiduplicados. Seria necesario
repetir los ensayos, medir muchas mas variablesnwyor exactitud y hacer mas
repeticiones, para lograr este objetivo, practipasrequeriran un costo mucho mayor

(Engels y Viser, 2007).

Objetivo General

. Conocer la diversidad genética del banco de gemsom del Programa
de Maiz de la Estacion Experimental Tropical Richue del INIAP,
con el fin de identificar morfotipos y grupos héteos disponibles para

futuros trabajos de fitomejoramiento en el cultileomaiz.

Objetivos Especificos

. Caracterizar agromorfolégica y molecularmente 4@siones de maiz
del banco de germoplasma del Programa de Maiz d&stacion
Experimental Tropical Pichilingue del INIAP.

. Identificar las variables agromorfolégicas y losrcaa@ores genéticos de
mayor valor discriminante en la caracterizacionlate49 accesiones de
maiz del banco de germoplasma del Programa de tikaia Estacion
Experimental Tropical Pichilingue del INIAP.

. Refrescar e incrementar la semilla de las 49 amceside maiz del banco
de germoplasma del Programa de Maiz de la Estd€iqrerimental

Tropical Pichilingue del INIAP.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.5. RECURSOS FITOGENETICOS

Los recursos fitogenéticos son la suma de todasdasinaciones de genes
resultantes de la evolucion de una especie. Comererdesde especies
silvestres con potencial agricola hasta genes dtmngHidalgo citado por

Jaramillo y Baena, 2000).

El términorecursos genéticamplica que el material (elermoplasmptiene o

puede tener valor econémico o utilitario, actudlitniro, siendo especialmente
importante el que contribuye a la seguridad alimdmtdBPGRz citado por

Jaramillo y Baena, 2000).

Los genes que estan contenidos en los organismos, \8on los responsables
de las caracteristicas de los seres vivos. Untigenes toda una combinacion
Unica y diferenciada de genes de un organismo pdnsos genéticos son los

sitios donde se almacenan sisteméticamente losigesdle las plantas.

Desde la antigledad, los agricultores han sidociedodios de los recursos
genéticos vegetales, pero hoy el germoplasma dedpscies cultivadas se
preserva cada vez mas en bancos genéticos. Losshgenéticos ofrecen a los
fitomejoradores muestras de germoplasma bien mas$as y evaluadas, de
facil alcance para poder afrontar las muchas amasngme pesan sobre la

productividad agricola (Jaramillo y Baena, 2000).

2 |BPGR: International Board for Plant Genetic Resouyrmpesteriormente llamado IPGRI



2.2.

BANCOS DE GERMOPLASMA

Se define como germoplasma, al material que seiemantya sea semilla,
cultivo de tejido o plantas en crecimiento actizete germoplasma se conserva
en distintos tipos de colecciones; que son utifizagor el banco de

germoplasma de diferentes maneras (Paimtirad, 1993).

El principal método de conservacion de los recufgogenéticos "ex situ"
(fuera de su lugar) ha sido el uso de los bancos gdemoplasma

(almacenamiento a baja temperatura y humedad){Rul06).

Segun Biasutti (2007), las principales actividageasbjetivos de los bancos de
germoplasma son:
e Adquisicién: Por colecta de materiales y/o intradéi de otros paises.
* Conservacion: De la viabilidad de los materiale$ esmo de la
variabilidad genética de las colecciones.
e Caracterizacion y evaluacién: Descripcion botanycecaracteristicas
fisiologicas, agrondmicas, bioquimicas y molecidate las accesiones.
« Documentacion: Manejo sistematico de la informacidera hacer
accesible la utilizacion e intercambio de las cutates.
e Multiplicacion: Incremento de las entradas pargali®r de material para
su conservacion y/o utilizacion.
»  Utilizacion: Acondicionamiento de las coleccionesgser incorporadas

a los programas de mejoramiento genético.

En cada una de las diferentes actividades quesanlla cabo en un banco de

germoplasma (Figura 1) y previo a ellas, se geinéemacion de gran utilidad



sobre cada accesion, la cual debe estar debidardeatenentada (Froylan y

Gonzales, 1990).

Introduccion Coleccion
desde otras original de
institucione camp(
/ BASE DE
BANCO DE ASE D)
CERMOPLASMA INSTITUTO _ [|[4= = =*| COMPUTARIZADA

/ I 4

|

|

Inspeccion | — — — — — —-_p |

ﬂ I
—

Caracterizacion

Duplicados
depositados
en otros bancos

—— o ——

Evaluacion
Completa

Flujo de la muestra Flujo de la informacion

Figura 1. El germoplasma y su proceso en un unstinvestigativo (Plucknett

et al., 1992).

Segun Paintinget al (1993), un sistema de documentacion sélido esitde
importancia en el manejo de un banco para estabpgaidades, planificar

actividades y manejar recursos.

En el ultimo inventario, los bancos de genes dehdoucustodiaban cerca de
1,5 millones de accesiones Unicas de cultivos alian®s y sus parientes

silvestres, lo que ofrece a los fitomejoradorestati® el mundo una fuente
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invaluable de diversidad genética para los progsademejoramiento de los

cultivos (FAO, 2004).

COLECCIONES DE GERMOPLASMA

Las colecciones de germoplasma son congregaciopg®sentativas que
pueden contener desde decenas hasta miles de asudstuna variacion de
genotipos en forma de accesiones, que se conseovann objetivo especifico
y en las mejores condiciones (Pluckredtal, 1992; Jaramillo y Baena, 2000;

Puldon, 2006).

Se conoce como accesion a cada muestra que seib@aoeen el banco de
germoplasma para procesamiento, y eventual almagent y evaluacion

(Plucknettet al, 1992).

Comunmente, los bancos de germoplasma conservarateftial genético en
mas de una coleccion o bajo varias condiciones ©eacanamiento,
principalmente como garantia en contra de pérdidzesa simplificar practicas

de trabajo (Paintingt al, 1993).

Puldon (2006), clasifica a las colecciones seg8rcatacteristicas en:
» Coleccion base: Se conserva a largo plazo y nea&saucomo fuente de
distribucion rutinaria.
* Coleccion activa: Se utiliza para regeneracion, tiplidacion,
distribucion, caracterizacion y evaluacion, corgieantidad suficiente de

muestras para estar disponibles cada vez que sesane.



e Coleccién de nacleo: Es una muestra representdévia coleccion que
incluye la variabilidad genética de un cultivo g Especies emparentadas
con un minimo de repeticiones.

» Coleccion de trabajo: Utilizada por los fitomejovegs en su trabajo. La

conservacion no constituye una prioridad estedgaooleccion.

2.3.1. Colecciones de Germoplasma de Maiz

Los cereales son generalmente los vegetales mejeen/ados a nivel
mundial, en el caso de maiz se cuenta con cert@@B00 accesiones en
los bancos genéticos mundiales y un 95% de lassraativas ya
recolectadas. La dispersa ubicacion geograficalode bancos de
germoplasma de maiz refleja la importancia gloleaéste producto. En
el Cuadro 1, se detallan las colecciones de geasoja conservadas en
diferentes partes del mundo. Las mayores coleesiale germoplasma
de maiz estan en Rusia, y en Serbia, donde s& &0jA00 accesiones a
medio y a largo plazo (Fletcher citado por Pluckeesl, 1992).

uadro 1. Accesiones conservadas a nivel mundildsebancos genéticos
de maiz (tomado de Plucknett al, 1992; Yane=zt al, 2003 y FAO,

2004).



Accesiones  Almacenamiento Institucién Localidad/Pais
15.084| Medianoy largo plazg VIR ® San Petersburgo, Rusjia
15.000 Mediano plazo IMR Belgrado, Serbia
11.100| Medianoy largo plazqg CIMMYT El Batdn México
10.000 Mediano plazél INIA Chapingo, México

7.619 Largo plazo NSsL Colorado, EEUU
7.145 Mediano plazo UNA Lima, Peru
5.000 Corto plazo ICA Medellin, Colombia
3.200 Corto plazo RICTP Fundulea, Rumania
3.000| Mediano y largo plazq INTA Pergamino, Argentina
3.000 Mediano plazo USA lowa, EEUU
2.800 Largo plazo PGRO Otawa, Canada
2.654 Mediano plazo NIAS ° Tsukuba, Japén
2.220 Mediano plazo CIFEP Cochabamba, Bolivia
1.678| Mediano y largo plazg IPB Los Banos, Filipinas
1571 Corto plazo’ IARI Nueva Delhi, India
1.500 Mediano plazo NARS Kitale, Kenia
1.368 Mediano plazo CRIFC Sukamandi, Indonesia
1.040| Mediano y largo plazq INIA Madrid, Espaia
1.000 Corto plazo CNU Daejeon, Corea
1.000 Mediano plazd M Braga, Portugal
2.309 Corto plazo INIAP Quevedo, Ecuador
1.842 Corto plazo UNL Loja, Ecuador
1.608 Mediano plazo INIAP Quito, Ecuador

50 Corto plazo INIAP Portoviejo, Ecuador

3 . L . o
Coleccion basica disefiada por el IBPGlRI;nstaIamon a largo plazo en

construccion



2.4. CARACTERIZACION AGROMORFOLOGICA DEL GERMOPLASM A

Una de las tareas asociadas a los bancos de gesmaplque facilita en gran
medida la utilizacion de las accesiones, es la uskc descripcion de las

mismas (Jaramillo y Baena, 2000).

El objetivo principal de la caracterizacion esdaritificacion de las accesiones
(Abadie y Berretta, 2001). Esta constituye undadeactividades rutinarias en
proyectos de investigacion que involucren el estudila valoracion de
germoplasma. Para el caso del maiz, esta actipidede servir para diferenciar
accesiones de una misma especie, determinar sidadtil estructura,
variabilidad y relaciones entre ellas, ademas [mmalizar genes que estimulen
Su uso en la produccion o en el mejoramiento divos| ya sea en un estudio
de lineas, variedades o en la valoracion de geampp local (Segovia y

Fuenmayor, 2000 y Jaramillo y Baena, 2000).

Segun Plucknettet al (1992), para cada accesidn se debe examinar el
comportamiento de rendimiento y otros caracterepresencia de plagas y
enfermedades. Ademas el material a menudo delggr&ssrutado en un
laboratorio para conocer otras propiedades, cdim ele identificar materiales
adaptables y utiles para la produccion de alimegtosel mejoramiento de

cultivos.

En la caracterizacion se registra la expresion deacteres cualitativos
constantes en los diversos estados fisioldgicda gianta (fenotipo). Los datos
se toman en el estado de plantula, antes de ytdueafloracion, y en la etapa
de produccion, y se suman a los datos de pasapoeigamente registrados

durante la colecta o adquisicion del material (@étay Baena, 2000).



Segun la FAO (citada por Abadie, 2001), los carast de importancia
agrondmica son los de mayor interés para los nugoes, ya que reflejan los
patrones evolutivos del cultivo, resultantes desédeccion impuesta por
agricultores y por estreses bidticos y abioticaanéntablemente, son también
caracteres de dificil medicién, herencia complejmyy influenciados por el

ambiente.

La caracterizacion del germoplasma puede realizatBzando una gran
variedad de métodos tales como: marcadores moitol®gy caracteres
agrondmicos; marcadores citoldgicos (cariotiposgraadores bioquimicos
(andlisis de isoenzimas, electroforesis de proteimetabolitos secundarios) y

marcadores moleculares (RFLPs, AFLPs, RAPDs, SSI@!;(QS)L3 (Potter y

Jonesy Harding citados polCampos y Seguel, 2000).

2.4.1. Los Descriptores

Segun Jaramillo y Baena (2000), los descriptores|a® caracteristicas
mediante las cuales se puede conocer el germophaseserminar su
utilidad potencial. Deben ser especificos para ampeecie, diferenciar
los genotipos y expresar el atributo de maneraigaeg uniforme.
Muchos atributos pueden describir un material pkr® caracteres
realmente Gtiles son aquellos que:

* Se pueden detectar a simple vista

* Se registran facilmente

* Son de alto valor taxonémico y agronémico

> Descripcién de estos marcadores en paginas 19-25

* Permiten diferenciar una accesion de otra.
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El IBPGR (hoy Bioversity International), regularnberpublica las listas
de descriptores para las especies cultivadas ypatisntes silvestres
(Plucknettet al, 1992). Estos descriptores definen las caratisas mas
relevantes y la forma en que estas deben ser restfst permitiendo
ademas, la seleccion del germoplasma deseadootriagarte, el uso de
estos descriptores propicia un lenguaje comun deféamacion y a la
vez fomenta el intercambio mas eficiente tantoadeformacion como
del material genético entre bancos de germoplasosgrios en general

(Froylan y Gonzales, 1990).

No todas las caracteristicas de una planta se spreon la misma
intensidad. Algunas, especialmente las cuantitstiyseden presentar
diferentes grados de expresion, que se registrdiante escalas de valor
(generalmente entre 1 y 9) denominadas estadadedetfiptor. Tal es el
caso de la resistencia o susceptibilidad a difesetipos de estrés bidtico
(plagas y enfermedades) y abidtico (sequia, salihicicidez o baja

fertilidad del suelo)IEGRIGLcitado por Jaramillo y Baena, 2000).
CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GERMOPLASMA
La caracterizacion de un genotipo es el registroadgos fenotipicos altamente

heredables cuya expresion no es modificada pankilente (IBPGR citado por

Bonamicoet al, 2004). Marcadores morfoldgicos y de rendimidren sido

6 International Plant Genetic Resources Instituteesalamado IBPGR.

embargo las caracteristicas fenotipicas no arnganltados certeros sobre la



composicion genotipica de los individuos (Stusteal. citados por Bonamicet

al., 2004).

Westman y Kresovich (citados por Abadie y Berre?@)1), sefialan que la
caracterizacion molecular es una valiosa alteragtara estimar la diversidad
genética de las colecciones, y por tanto ayudastabkecer criterios para
mejorar la representatividad de las mismas. Sinaegah esta caracterizacion
no necesariamente sustituye la realizada paratedsiicas morfoldgicas y
agronémicas, ya que los dos tipos de informaciéneti historias evolutivas
diferentes y pueden estar mostrando facetas diéerele la diversidad. Desde el
punto de vista del mejoramiento genético, la infidn sobre caracteres
morfoldgicos y agrondmicos es insustituible, ya dueorporar variantes en
estos caracteres es en muchos casos el objetilosdarogramas (Abadie y

Berretta, 2001).

En la actualidad, la informacion de la caracter@aenolecular es utilizada por
laboratorios de andlisis y mejoramiento como unaah@enta complementaria
a la caracterizacion realizada con datos morfotdgicLas tecnologias basadas
en el empleo de marcadores moleculares son deladgtiino so6lo en la
caracterizacion de genotipos sino que tamfuiégan un papel cada vez mas
importante en las investigaciones de similitudisianciagenética que

permiten obtener una clasificacion de los mismodifarentes grupos (Pejit

al., 1998).

El desarrollo de marcadores genéticos es importamte determinacion de la
pureza varietal, requerimiento fundamental en ¢alpccion de semilla hibrida,

ya que la misma influye favorablemente en carastieals esperadas por el



agricultor; tales como, el rendimiento, la unifodiend y la calidad (Bonamicet

al., 2004).

2.5.1. Marcadores Moleculares

La tendencia actual para trabajos de caracteriza®8 utilizar
marcadores moleculares, entendiéndose por tatjcaaquel sistema que
permite detectar variabilidad directamente al nidel ADN (Acido

Desoxirribonucleico)@ampos y Seguel, 2000).

Un marcador molecular o de ADN que pueda ser atibzen genética debe
presentar un patron de herencia conocido y mqgsdtamorfismo, es decir,
deben existir distintas variables o “alelos” delrcador dentro de la

poblacion bajo estudio (Araneda, 2004).

Jiménez y Collada (2000), indican que los marcaddesADN presentan
las siguientes cualidades:
e Permiten seleccionar regiones concretas dentra dadlécula de
ADN para estudios determinados
e El nimero de polimorfismos detectables es tedricaeidimitado
» Permiten analizar tanto la informacion que se esgrmMoO la que
no se expresa
* En la actualidad se ha desarrollado un gran nurderdécnicas
adecuadas a diferentes situaciones.
Por otra parte su expresion, a diferencia de lasadares morfologicos,
no es influenciada por los factores del medio antbjees decir que,
reflejan el nivel real de la diferencia genéticaisente entre los

genotipos.



El uso de marcadores moleculares permite determinar serie d
interrogantes como: analisis de diversidad genétiestudios d
relacione filogenéticas entre especieddentificacion de materiale
duplicados en l: colecciones y andlisis molecular de los procesa

regeneracion de germoplasrLegesseet al, 2006)

2.6. TECNICAS BASADAS EN LA REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA (PCR)

2.6.1.Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PC

La PCR es urtécnica de biglgia molecular mediante la cual
pequefio fragmento de acido desoxirribonucleico (ADR¥E clona ¢

duplica varias veces paobtener copias multiples.

La PCF opera erforma de ciclos, cada uno de ellduplica la cantidad
de ADN, por lo que permite obter hasta mil millones de copias de

solo fragmento en unas pocas horas. La técnicaerdslla y puede
utilizarla cientificos sin demasiada formacion eiologia molecular

(Encarta, 200).
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Figura 2. Ciclo de la Reaccion en Cadena de larfeodisa (Encarta,

2008).

2.6.2. Funcionamiento de la PCR

La reaccidn en cadena de la polimerasa imita @nfiemo de replicacion
o reproduccion del ADN que ocurre de forma naterelas células vivas,
proceso de copia que tiene lugar cuando la céutivide y da lugar a la
formacion de un par de cadenas hijas por cada en#ag cadenas

parentales.

La polimerasa necesita otros dos ingredientes pam@ar ADN. El
primero es una reserva de los cuatro bloques lsagige constituyen la
molécula de ADN, llamados nucledtidos o baseseglisdo es una fibra
corta de ADN copiado, que se llama cebador oligemtitiico, formado

por varios nucleotidos que inician la replicacion.

La reaccion tiene lugar en tres fases. Durante lemepa o
“desnaturalizacion” la plantilla o fragmento origirde ADN se calienta
hasta una temperatura de 90 a 95 °C durante 3admgLesto provoca la
separacion de las dos cadenas. En la segunddldaszda “templado”, la
temperatura de la mezcla se rebaja hasta 55 °@Qtduz@ segundos para
gue los cebadores oligonucleotidicos se enlacemricABDN dividido. En
la tercera fase o de “polimerizacion”, la temperatle la mezcla se eleva
hasta 75 °C para que la polimerasa copie rapidarianmolécula de

ADN.



Estas tres fases constituyen un ciclo completo@le, Rjue se realiza en
menos de dos minutos. Tedricamente, el ciclo de BE€Ruede repetir
sin limite, pero la polimerasa, los nucle6tidosog tebadores suelen
renovarse al cabo de unos 30 ciclos. Estos 30s¢iglee duran menos de
tres horas, bastan para producir mil millones geasode ADN.

En las versiones modernas de la PCR se utliza polanerasa
termoestable llamada Taq, que no resulta destrpatalas elevadas
temperaturas a las que transcurre la PCR. La pasaeTaq se fabrica

con bacterias modificadas genéticamente (Enca0€8)2

Los volumenes de material asociados al analisisedersos genéticos
determinan el uso preferente de marcadores motesut@sados en PCR
puesto que ellos requieren una menor cantidad dd pMo requieren

ademas de mayor infraestructura y experiencia natalec

Aquellos marcadores moleculares basados en PCRteeramalizar una
mayor cantidad de muestras en un menor tiempoegeptan un mayor
potencial de automatizacion analitica e informaiia de la informacion
generadaGampos y Seguel, 2000)Todas las técnicas que se describen
a continuacion presentan en comun la utilizaciénladld®CR, como

sistema de amplificacion in vitro de ADN:

2.6.3. Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de R&icciéon (RFLP)

Esta metodologia combina la amplificacién por PGRuda secuencia
conocida de ADN (un locus) usando partidores eBpesj seguido de la
digestion del amplificado con enzimas de restritcjde permiten cortar el

fragmento amplificado en algunos individuos y noo&nes, detectando el



polimorfismo, éste es revelado en electroforesisgel de agarosa al ser

tefiido con bromuro de etidio (Araneda, 2004).

Los RFLPs proporcionan marcadores codominanteseguen utilizado
en la realizacibn de mapas de ligamiento, estud®ssegregacion,
recombinacion, paternidad, etc. Sin embargo, sa i@ una técnica
costosa y muy laboriosa, que precisa una grandamhtie ADN y una
informacién previa sobre la secuencia, por lo gté siendo desplazada
por los marcadores basados en la reaccion en cafgeta polimerasa

(Jiménez y Collada, 2000).

2.6.4. Fragmentos Polimorficos de ADN Amplificadoal Azar (RAPD)

Esta técnica usa un solo partidor de secuenciaaiai(tipicamente de 10
bases 0 10-mer) para amplificar el ADN (en un P@nario se usan dos
partidores), estos partidores se unen a sitios leonentarios presentes en
el ADN gendmico bajo estudio. Si dos partidoresusen en sitios
presentes en hebras opuestas, dentro de una w@istamplificable
(normalmente de 2.500 bases) se amplifica un fragmdiscreto. El
namero de fragmentos amplificados varia entre D ydr partidor Los
productos de la amplificacion son separados megligetctroforesis y las
bandas visualizadas, de diferente peso molecuteesentan diferentes

loci (Araneda, 2004).

Como desventaja en esta técnica, aparece la istemsia de los datos.
Diferentes condiciones de laboratorios con pequeaftasaciones en los
pardmetros de amplificacion, pueden dar origensaltedos diferentes.

Esta desventaja se puede reducir logrando un al&dog de



2.6.5.

estandarizacion de las condiciones de reaccion yamglificacion,
usando un control interno para asegurar la repibitidad de los
productos de la amplificacién; ademas del regidé&rdas bandas nitidas y

consistentes (Becerra y Paredes, 2000).

Fragmentos Polim6rficos de ADN Amplificado§AFLP)

El procedimiento de esta técnica comienza con destion del ADN

genomico de los individuos con enzimas de restiicque reconocen 4y
6 bases de reconocimiento, lo cual genera fragmed® tamafo
preferentemente pequefio. Luego se ligan adaptadigesecuencia
conocida a cada extremo y para el proceso de acagiibn se usan
partidores complementarios a estos adaptadoresemamdo el sitio de
restriccion mas un cierto nimero de nucleétidogdBeralmente) que
deben agregarse al extremo 3'. Finalmente, el pmdeplica dos

alternativas de deteccion de las bandas. La pairesrla marcacion
radioactiva de los productos amplificados en lamat etapa de
amplificacion, su separacion en geles de polianida, secado del gel y
su visualizacion en autoradiografias. La seguritiernativa usa la

tincién directa del gel con nitrato de plata (Beagr Paredes, 2000).

Una de las desventajas para la interpretacion sleldtos es el tiempo
necesario para el andlisis cuando se realiza enafero automatizada
(visual). Por otro lado, los loci de AFLP son tapnoducibles como los
RFLPs, pues son practicamente insensibles a ladiciomes de la
reaccion, aunque ambas técnicas requieren de @ma lvalidad de ADN
para el proceso de digestion con enzimas de r@smi¢Tohmeet al

citados por Becerra y Paredes, 2000).



2.6.6.Numero Variable de Repeticiones en Tandem (VNTR

Las VNTRs son secuencias repetidas en tandem uerovariable di
veces, como secuencias cortas (entre 10 y 100 yb)pgeden est
repetidas 5 veces em lugar del cromosoma (locus) y estar repeti
veces en otro locus distinto y 7 veces en otracion. El nimero de
veces que es repetida varia de un lugar a otro del mismo cromas

también 'aria entre cromosomas distintos (Bae&§#¢).

Individuo A Individuo B Individuo C
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Figura 3. VTNRs:Cuatropares de cromosomas de homadlogos en

individuos (Baerga, 200t

Existen dos tipos de VNTRs los llamadc“Minisatélites” y
“Microsatélite” o SSR (secuencias simples repetidi_os minisatélites y
microsatélites difieren en tamafio del motivo que se repite entre 15y
pb para el primer caso y entre 1 y 6 pb para alraby caso (Arane,

2004).



Las secuencias de ADN de mini y microsatélites dos categorias de
secuencias repetidas que se presentan en eucsrighés se encuentran
repetidas en tandem y dispersas a través del gemeprasentando
muchos loci Cada locus tiene distinto nimero de repeticioreesable,
asociandose de esta manera a alelos especificadtaderariabilidad

(Becerra y Paredes, 2000).

* Minisatélites: Estos marcadores fueron los primeros VNTR
estudiados, en ellos el motivo repetido no siereprieiéntico y su uso
fue inicialmente para pruebas de paternidad porADNgerprint”.
Esta es una metodologia multilocus, es decir @@t muchos loci
que poseen el minisatelite a la vez, pero no se salgué region del
genoma se encuentran. La muestra de ADN gendémiccade
individuo es digerida con enzimas de restriccibmeviamente los
fragmentos son separados por tamafio en una eteesisf
transferidos a una membrana e hibridados con sausasn este caso
corresponden al motivo del minisatelite (“southigliot”). El producto
final del “DNA fingerprint” es un patron de bandgse es especifico
de un individuo (normalmente entre el 15 al 20%adebandas son
compartidas por dos individuos debido al azar). hasdas reveladas
por esta técnica tienen un patron de herencia rtiende pues en
promedio la mitad de las bandas son derivadas di& pabgenitor

(Araneda, 2004).

La técnica es de alta reproducibilidad, aunque ieequde un
proceso de clonacion previo de la sonda hiperviarianlemas de
un ADN de alta calidad para el proceso de resticcy

transferencia (“southern blot”), e hibridaciébn cda sonda,



generalmente marcada radioactivamente, y finalmexgesicion a

una pelicula de rayos-X (Becerra y Paredes, 2000).

Microsatélites o SSR:Son regiones hipervariables, que se
caracterizan por la repeticion en “tdnded® 2 a 5 pares de bases

(Ornellaet al, 2001).

La longitud variable de las repeticiones da lugaruehos alelos en
el locus de un microsatélite. Fallas en la replicaciéon d&NA
constituyen el principal mecanismo que genera tatrsidad de
alelos por locus. Mediante la reaccion en cadenka gm®limerasa
(PCR), cada locipuede amplificarse individualmente utilizando
oligonucledtidos especificos que reconocen regialeesecuencia

Unica adyacentes a dichas repeticiones (Oraebd, 2001).

Las secuencias microsatélites estan presentesdes tas células
eucariotas y se ubican en lazspecificos densamente distribuidos
sobre los genomas, tanto en regiones codifican@®ocno

codificantes (Cardlet al citados Morales, 2002).

En cada genotipo la amplificacién de loespecificos revela la
presencia de uno o mas alelos por locus, seglnadb gle ploidia de
la especie y segun sea el individuo heterocigot@mocigota. La
identificacion del individuo denominada huella thyi o

“fingerprint” queda descrita por el conjunto totld alelos obtenido
para cada uno de ellos, llamado patrén alélicocdraparacién de
patrones alélicos, mediante coeficientes de simddr permite

establecer grupos de individuos con caracterisgjéagas similares.



Dichos grupos, asociables a pedigree o a grupesdiebs, suelen
ser representados mediante un dendrograma (@egic citados por

Morales, 2002).

El uso de microsatélites ha ido aumentando mediarpeoduccion
de bibliotecas de partidores y la secuenciacionoradtica
fluorescente que permiten el disefio de los pad&lque rodean los
microsatélitesBrondaniet al citados por Becerra y Paredes, 2000).
Los fragmentos generados son separados en gelatideries de
poliacrilamida y visualizados radioactivamente @ pgiacion con

nitrato de plata (Becerra y Paredes, 2000).

George (et al. 2004), manifiestan que entre los marcadores
moleculares, los microsatélitse han convertido en el marcador
de elecciébn para muchos andlisis genétigags combinan
varias ventajas como son: codominancia, multiafedis alta

heterocigosidad, automatizacion y elevada repradocgnarcador

de PCR), lo que deriva en un bajo costo por "daiat’p

El alto nivel de polimorfismo que detecta permitenau
discriminacién precisa entre individuos altamenteparentados.
Ademas de ser altamente polimorficos y poseer fradad para
analizar un unico locude posicion conocida en el cromosoma, los
microsatélites usan cantidades minimas de ADN (BageParedes,

2000 y Ornellaet al, 2001).



2.7.

DIVERSIDAD GENETICA Y FITOMEJORAMIENTO

La biotecnologia y la agrobiodiversidad van de &na) la biotecnologia ofrece
herramientas para entender, conservar y usar ¢osss genéticos, estos son
fuente de genes para el mejoramiento de los caltdentro y entre especies. El
conocimiento de la agrobiodiversidad y el desavratiricola adquieren, con el
pasar de los tiempos mayor codependencia ya quentnaé que sin una
agricultura apropiada los ecosistemas pueden aesftirmados drasticamente;

sin la biodiversidad, la agricultura no puede peoap(Roca, S.f.).

Conocimientos sobre la diversidad genética y ldaci@nes entre las lineas
puras de maiz son indispensables para identifimabmaciones prometedoras
para la explotacion de la heterosis y la creac®mgmipos heteréticos, para su
uso como fuente de materiales en un programa derangento (Legesset al,

2006).

Con los sistemas convencionales de mejoramientmtesito de combinar la
seleccién simultdnea de mas y mas rasgos de indgmé@momico, tiende a
provocar una pérdida total del objetivo del fitoaremiento y un aumento en el
namero de ciclos de reproduccion necesarios pargerge un producto
terminado. En cambio, el uso de marcadores molexsulafrece el potencial
para reunir las caracteristicas objetivo en el migenotipo mas precisamente,
con menos pérdidas involuntarias y en un menor nuihe ciclos de seleccion

(Yunbi y Crouch, 2008).

En la actualidad se han realizado gran cantidadraleajos aplicando las
ventajas de los marcadores moleculares, sobre nodmsatélites, pues aun

antes de ser establecida la correlacion entre un@® SSRs y los loci que



controlen caracteristicas de interés agrondmicdisigonibilidad de una bateria
de microsatélites, por si sola, ya permite empreimdaediatamente una serie
de estudios importantes para los programas de amjento genético. Asi
tenemos que las aplicaciones a corto plazo incluyedsicamente, la
identificacion y discriminacién de individuos (fieigorints), informacion
sumamente necesaria en estudios de identifica@dasdparentales de algunas
poblaciones, control de cruzamientos, estudios dergsidad y distancia
genética y, Ultimamente, en la identificacion y tpegidbn de variedades

patentadas (Amayo 2002).

Amplificaciones con microsatélites ha demostrade éstos son mas variables
que isoenzimas, RFLP, AFLP y RAPD. Por ejemplo,Grcumis spp. se
encontré que 29 isoenzimas no mostraron polimodigntre dos genotipos
comerciales (Perl-Treves al, citado por Becerra y Paredes 2000). Dentro del
mismo género RAPD detectd un 38% de polimorfismégntnas que los
microsatélites detectaron un 71%, e incluso detectaiferencias genéticas
entre cultivares altamente emparentados que medidras técnicas no habian

podido ser distinguidos (Katz#t al.,, citado por Becerra y Paredes 2000).

Semejantes resultados fueron reportados en unsnabmparativo de
similaridad genética entre lineas endogamicas aiie aetectada por RFLPs,
RAPDs, SSRs, y AFLPs, donde la informacién repartaok SSRs en cuanto a
heterocigosis esperada y nimero de alelos pronfieeibastante alta, mientras
que los mas bajos niveles de polimorfismos fuetteridos con AFLPs (Pejic

et al.,1998).

Los SSR’'s como herramienta de estudio genético ase difundido en los

trabajos investigativos de reconocidas institucome nivel mundial y con



especies comercialmente importantes, algunos epsngain: la caracterizacion
genética en gran escala de trigo y maiz llevadsba por el CIMMYT (George
et al, 2004; Legesset al, 2006; Reifet al, 2006, y Choukaet al, 2006); el
establecimiento de una nueva coleccién basic&alanum tuberosursubsp.
andigenaintegrada por 474 genotipos por parte del CIP (F2@2); el estudio
de subespecies de arroz del INIA y CENIAP en Veeakz(Arnao et al., 2007);
la identificacion de germoplasma de papa en elrBmog de Mejoramiento del
INIA en Chile (Mathiaset al, 2007); las caracterizaciones de cacao nacional
boliviano en el CATIE (Martinez, 2007); los estuglote diversidad genética de
cafia de azlcar en CENICANA (Riagaoal, 2003); el andlisis genético de la
coleccién de en frijol comun procedente de Ruareddizada por el CIAT

(Gonzales, 2008), entre otros.

En la regidon sudamericana, en cuanto a maiz, #aagela labor de INTA en
Argentina, donde se trabaja en la identificacionnmd@cadores microsatélites
aplicables al mejoramiento asistido: buscado essishd genética al virus del
Mal de Rio (MRCV) y a@usariumsp., analizando poblaciones heteroticas de
maiz y realizando caracterizacién molecular de gptasma de maiz (Schlatter

etal, S.f.).



Il. MATERIALES Y METODOS

3.3. CARACTERIZACION AGROMORFOLOGICA

3.3.1.Ubicacién del Lugar de Investigaciod

3.3.1.1 Ubicacién politica

El ensayo de campo se situd en el lote “MecaniealadEstaciol
Experimental Tropical Pichilingue del INIAP, en elanton

Quevedo, provincia de Los Rios.

3.3.1.2 Ubicacion geogréfica

La Estacion se encuentra a 120 m.s.n.m. en lasiesigs
coordenadas geograficas:

= 79° 27°42" de longitud Occidental

= 1°06°de latitud Sur

Nerenjed,

7 75'—"135:;51{7 P 7
T 1l | ECURDOR | - 7

GUATAS A 7 T

PMORONA Tt

S shaTIAGD
] -

Figura 4 Ubicacion de la Estacion Experimental Trop

Pichilingue del INIAP



3.3.1.3. Caracteristicas climéaticas

La Estacion presenta las siguientes caracteristicas
= Precipitacion: 2.000 mm al afio, de los cuales &b @e en
época lluviosa (enero a abril) y el resto en llevéaporadicas
durante la época seca (mayo a diciembre).
= Humedad relativa: 83%.
= Heliofania: de 900 horas de sol al afio.

= Temperatura promedio anual: 24,5°C.

3.3.2.Materiales

- Semilla de 49 accesiones - Herbicidas

- Insecticida - Fertilizantes

- Flexémetro - Bomba de mochila

- Regla de 30 cm - Glacines

- Fundas de papel - Libro de campo

- Balanza - Espeque

-  Estacas - Letreros

- Calibrador - Motoguadafa

- Baldes - Tarjetas de identificacion
- Reglade4m - Camara fotogréfica digital
- Piola - Calculadora

- Detector Dickey John - Sacos

- Grapadora - Fundas de papel

- Mascarillas



3.3.3.Métodos

3.3.3.1. Disefio experimental

3.3.3.1.1. Tratamientos

Originalmente fueron seleccionados 49 tratamientos
para la investigacion, que corresponden a lineas co
alto nivel de endogamia (> 80% de homocigocis),
finalmente 45 completaron el proceso de evaluacion,

tal como se detallada en el cuadro 2.

3.3.3.1.2. Tipo de disefio

Se utilizé un latice de 7x7, generado por el saftwa

ALPHAGEN a partir del algoritmo desarrollado por

Paterson y Patterson (1984 citados por Baretal,

1993).

3.3.3.1.3. Repeticiones y bloques

El ensayo conté con 7 bloques por repeticion y 3

repeticiones



Cuadro 2.

Germoplasma de Maiz

agromorfolégica

utilizado en

la taraacion

ORIGEN

T GENEALOGIA ARO SURCC
1 |CLA-15€+# P-200¢-A 303¢

2 |CLA-93+# P-200¢-A 302¢

3 |CLA-97-# P-200¢-A 302¢

4 |CML-16&-#-# P-2004-A 3117

5 |CML-171-5# P-200¢-A 6032

6 |CML-172-4+# P-200¢-B 6031

7 |CML-2G-#-#-# P-2004-B 6037

8 |CML-294-2# P-200¢-B 602¢

9 |CML-29¢-#-# P-2004B 603¢
10 |CML-31-#-# P-2004-A 312¢
11 |CML-40&-# P-200:-A 304:
12 |CML-4C-4+# P-200¢-A 305(C
13 |CML-40&-#-# P-2004B 603t
14 | CML-422-#-#-# P-2004-B 603¢
15" |CML 481 200¢ CIMMYT
16* |CML 404 200¢ CIMMYT
17 |CLO 361 200¢ CIMMYT
18 |CLO 245( 200¢ CIMMYT
19 |[L-(X)M-1C-11-11-# POBLACION-A P-2004-A 3015
20 |FAMILIA -11 4 1-14-1 POBLACION-B P-200:-B 6007
21 |FAMILIA -24-8 1-5-3-1-13 POBLACION-B P-200¢-B 6011
22 |L-237-2-1-3-8# POBLACION A-1 P-200¢-A 301¢
23 | L-257-2-2-6-4# POBLACION-A1 P-200¢-B 602(
24 | L-23¢-1-7-6-2-#-# POBLACION-B1 P-2004-A 301¢
25" |L-232-1-4-9-2# POBLACION-B1 P-200C-A 319(C
26 |L-16-13-8-5-# POBLACION-31 P-200z-B 600¢
27 |1L-16-3-11-3-2# POBLACION-31 P-2007-B 601¢
28 |L-16-5-1-6-# POBLACION-31 P-2002-B 600¢
28 |L-23-2-8-1-#-# POBLACION-31 P-200:-A 305¢
3C | L-7-2-4-4-#+ POBLACION-31 P-2004B 603(
31 |L-7-4-9-5-#-# POBLACION-31 P-200:-A 305¢
32 | L-47-6-7-3-#-#-#-# ACROSS-793¢ P-2004-B 601/
33 | L-41-2-6-1-8# PICHILINGUE-792¢ P-200¢-B 603¢
34 | L-56-5-1-3-8# PICHILINGUE-792¢ P-200¢-A 301
35 | L-37-7-3-4-6# POZA RICA-802¢ P-200%-A 3007
36 | L-61-9-11-5-2-#-# POZA RICA 802: P-2004-A 300¢
37 |L-63-3-1-6-5# POZA RICA-802¢ P-200¢-B 603:
38 | L-1-2-11-7-# B-52C P-200¢-A 3031
38 | L-104-2-5-4-# B-521 P-200:-A 305¢
40 |L-70-3-8-8 B-52¢ P-200¢-A 300¢
41 |L-44-6-1-10-2# B-53C P-2007-B 6017
42 |1-44-6-9-14 B-53C P-200z-A 300/
43 |L-18-2-1-4-2# FAMILIA -5 P-2007-B 601:
44 |LP3a(m 200¢-B | PORTOVIEJC
45 |LI4 (m) 200¢-B | PORTOVIEJC
46 |PHAEOSPHAERIA 1AS-4-1-1-1-1 200¢&B | PORTOVIEJC
47 |P7¢-RH-12¢-1-1 200¢-B | PORTOVIEJC
48" |SA 71353 P-200C-A 3052
49 |SA 7164 P-200C-A 306<

T: Tratamiento; #Descartado por excesiva pudricién de mazor€aescartado por

falta de floracién:+. Descartado por falta de germinacion




3.3.3.1.4.

Caracteristicas del ensayo

Distanciamiento de siembra: 20 cm entre planta8 y 8
cm entre surcos

Longitud de surco: 5 m

Numero de surcos: 1 surco por tratamiento

Numero de bloques: 7 bloques por repeticion

Area de parcela: 4m

Distanciamiento entre repeticiones: 2 m

Area total del ensayo: 1063.44 (25,2 m x 42,2 m)

incluido calles.



B7

B6

B5

B4

B3

B2

B1

3.3.3.1.5.

Croquis de campo

REPETICION |

(1)
43

(49)
44

(33)
45

(44)
46

(21)
47

(48)
48

(16)
49

(28)
42

(29)
41

(43)
40

(41)
39

(12)
38

(17)
37

(7)
36

(35)
29

(13)
30

(6)
31

(14)
32

(10)
33

(5)
34

(38)
35

(47)
28

(26)
27

(8)
26

(32)
25

(19)
24

(27)
23

(42)
22

(37)
15

(2)
16

(30)
17

(18)
18

(20)
19

(46)
20

(23)
21

(34)
14

(45)
13

(25)
12

(39)
11

(40)
10

(31)

(11)

(9)
2

(24)
3

(3)
4

(15)
5

(36)

B = Bloque.

Los numeros entre paréntesis representan la deatidin de los tratamientos generada por el sofwaPHAGEN.

B7

B6

B5

B4

B3

B2

B1

REPETICION I

(31)
92

(49)
93

(12)
94

(32)
95

(22)
96

(5)
97

()
98

(24)
91

(7)
90

(35)
89

(1)
88

(34)
87

(46)
86

(19)
85

(10)
78

(3)
79

(41)
80

(45)
81

(20)
82

(16)
83

(42)
84

(47)
77

(21)
76

(18)
75

(43)
74

(38)
73

(11)
72

(40)
71

(39)
64

(29)
65

(27)
66

(23)
67

(15)
68

(6)
69

(44)
70

(4)
63

(8)
62

(33)
61

(17)
60

(9)
59

(30)
58

(14)
57

(37)
50

(36)
51

(28)
52

(26)
53

(13)
54

(25)
55

(48)
56

Los numeros sin paréntesis representan a la posieida parcela.

34

B7

B6

B5

B4

B3

B2

B1

REPETICION Il

(19)
141

(16)
142

(40)
143

(22)
144

(23)
145

(28)
146

(14)
147

(6)
140

(18)
139

(45)
138

(17)
137

(32)
136

(36)
135

(1)
134

(20)
127

(29)
128

(38)
129

(9)
130

(34)
131

(26)
132

(49)
133

(31)
126

(48)
125

(10)
124

(46)
123

(8)
122

(43)
121

(15)
120

(7)
113

(5)
114

(47)
115

(44)
116

(37)
117

(3)
118

(4)
119

(13)
112

(12)
111

(39)
110

(21)
109

(30)
108

(42)
107

(24)
106

(41)
99

(25)
100

()
101

(33)
102

(11)
103

(27)
104

(35)
105




3.3.3.2. Andlisis estadistico

1)

2)

Andlisis de varianza

Para precisar la variabilidad morfologica entredesesiones en
estudio con las variables cuantitativas, se utit®dmedidas de
resumen estadisticas (valor maximo, minimo, de®nac
estandar, media) y el coeficiente de variacion atellisis de
varianza utilizando la opcién LATANOVA del paquete
estadistico ALPHAGEN (Barretet al, 1993). Para el caso de

las variables cualitativas, se analizd las modasguencias.

Andlisis de componentes principales (ACP)

Se analiz6 la contribucion de cada una de las hlasa
estudiadas a cada componente principal expresadal@®s y
vectores propios. El valor propio representa laiavana
asociada con el componente principal que decreocedida que
se generan dichos componentes. Y el vector prapitene los
coeficientes de las combinaciones lineales de mEgahles
originales. La mencionada informacion permiti6 cmo la
relacion existente entre las variables cuantitatv@nsideradas
y la semejanza entre las accesiones. También swlacdas
variables cuantitativas mas discriminatorias parnaitdr el
ndmero de mediciones en caracterizaciones possr{granco

e Hidalgo, 2003).

35



3)

4)

Valor discriminante de las variables

Se identificé dentro del grupo de descriptores titsivos
utilizados, aquellos que tienen el mayor valor rihsimante y
gue permiten una eficiente identificacion de laac&n entre
accesiones para un caracter especifico y para ugogde
descriptores, a través de la cuantificacion derégogrcion de

varianza explicada por cada variable original solwe

componentes seleccionados (del analisis de compeEmen

principales).

Matriz de distancia y estructura taxonémica

La valoracion de la similitud taxonémica entre caua de

entradas se realizé mediante ponderacion del oeetiec de

distancia de Gower, utilizando el paquete estadidtifoStat.

La estructura taxondmica se examind por medio del

agrupamiento jerarquico de Ward (InfoStat, 2008).

Se elaboré dendograma con la informacion sumimiatgor la
matriz de distancia genética, donde se mostré l&ciém en
grado de similitud entre las accesiones. Visualmese
reconocen desde los grandes grupos, los subgragstes lkegar
a los nucleos que representan la maxima similialidta en los
tratamientos en estudio (Crisci y Lopez, citados $anchez,

2002).



3.3.3.3. Variables medidas

Las variables (descriptores) han sido tomadas tistdapublicada
por el IBPGR y el CIMMYT (1991), y del catalogo decursos
genéticos de maices de altura ecuatorianos deRNYanezt al,

2003):

e Altura de planta Promedio de la medida desde el suelo a la
base de la panoja de cinco plantas por parceladasra azar,

registrado en centimetros después del estado echos

+ Altura de inserciéon de la mazorcBromedio de las mediciones
desde el suelo hasta el nudo de la mazorca masrléh estado
lechoso, registrado en centimetros en cinco pladtazar por

parcela.

+ Dias hasta la antesis 6 floracibn masculifddimero de dias
desde la siembra hasta que el 50% de las plarftasaion

polen.

e Dias hasta la emisiébn de estigmas ¢ floracion fénzen
Numero de dias desde la siembra hasta que hayagiémios
estigmas del 50% de las plantas (estigmas de absrizem de

longitud).

« Numero de hojas arriba de la mazorca mas afantidad de

hojas desarrolladas por encima de la mazorca mizs al



incluyendo la hoja de la mazorca, registrado ercciplantas

tomadas al azar por parcela, después del estauustac

indice de macollamientoNUmero de macollos por planta,
contados en el momento de floracion, registradocieco

plantas al azar por parcela.

Color del tallo: Expresion de la coloracion observada en el
tallo, entre las dos mazorcas mas altas, segurecwehcia y en

base a la siguiente la escala: 1 Verde, 2 Parp8r&afé

Tipo de panoja:Se registrara en estado lechoso, en cinco
plantas por parcela al azar, siguiendo la escaRrirharia, 2

Primaria-secundaria, 3 Primaria-secundaria-tegciari

Incidencia de cinta rojaPorcentaje de plantas que presentaron
los sintomas de la enfermedad como: entrenudososgort

achaparramiento y coloracion rojiza en las hojas.

Pudricibn de mazorcaNUumero de mazorcas afectadas por

Fusarium moniliformedel total de mazorcas cosechadas.

Cobertura de mazorcaRegistrada en las mazorcas de cinco
plantas por parcela, siguiendo la escala: 1 bugmagular, 5

mala.



Longitud de panojaMedida en centimetros desde la primera
ramificacién de la panoja hasta el final de la naisen cinco
plantas por parcela tomadas al azar después aeloelgichoso

(Figura 5).

1 Longitud de la
panoja

L

Ramificazion
secundaria

Longitud de
. la ramificada

Ramificacion
ferciana

Hoja bandera

Longitud del
pedtinculo

Figura 5. Longitud y tipo de panoja (IBPGR y CIMMYT

1991).

Acame de RaizPorcentaje de plantas acamadas con una
inclinaciéon de 30° 0 mas a partir de la perpendiceh la base

de la planta donde comienza la zona radicular.

Acame de TalloPorcentaje de plantas con tallo roto debajo de

la mazorca superior, antes de la cosecha.

Enfermedades foliaresCalificacion de la enfermedad en un
rango de 1 (ausencia de la enfermedad) a 5 (irdfeceiuy
severa) segun la escala sugerida por el CIMMYT g1 98gura

6), causada por “Tizén foliar” Exerohilum turcicum



Exerohilum maydig, “Roya” (Puccinia sorgh), “Mancha de
asfalto” (Phyllachora maydi3, “Mancha por curvularia
(Curvularia lunata), evaluadaen las hojas dé&5 plantas por

surco, después de los 15 a 20 die$a emision dlos estigmas.

Figura 6. Escala para enfermedades foliares pstaipor €

CIMMYT (1985).

Orientacion de las hojadDisposicion de las hoj después de la
floracion, segun se observardnerectas, colgantes, en cinco

plantas por surco.

Longitud de mazorcaMedida en cm desde el punto
insercion del pedunculo con la mazorca hasta al @la la tuse
registrado en cinco mazorcas de las cuales se drtitam

promedio (Figura 7).

Longitud de la mazorca

| 0 e o

1.4.!

4 \ - |
i'[*q-l .f’l*“"‘ ‘tr tl—‘ ';44'- '”"‘
e . '|1~4-‘*1' ‘J'-\- TJ;&«-H
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Figura 7. Longitud de la mazordBPGR y CIMMYT, 1€91).



Diametro de la mazorcaPromedio expresado en cm de
diametros de cinco mazorcas, medido con un caldorad ur

punto medio longitudinal y (Figura 8).

Diametr de
la mazorca

Figura 8. Diametro de la mazordBRPGR y CIMMYT, 1991).

Numero de hileras de granos por mazo Promedio de la
cantidad de hileras contadas en la parte centrakideo

mazorcas.

Aspecto de la mazorcaCalificacion de la forma, tamarfi
uniformidad de grano ge mazorca, utilizando una escala ¢

a 5, donde: 1 muy bueno, y 5 muy malo.

Forma de la mazorca mas alteSe otorg6é valores de:

cilindrica; 2 cilindricaednica; 3 cénica y 4 alarga

Color de la tusa:ldentificacion de los colores de la siguie

manera: 1 blanco; 2 rosa; 3 rojgpdrpura 5 otro.



Porcentaje de desgrand®roducto de la divisién del peso de
semillas desgranadas de cinco mazorcas tomadaaralpar el

peso total de la mazorca (tusa y grano).
indice de prolificidad Se obtiene dividiendo el nimero total de
mazorcas cosechadas para el nimero de plantasntggsten

cada surco.

Peso de mil granosPeso en gramos de una muestra de 1.000

granos limpios y sanos en una balanza de preaijital.

Tipo de grano:Se clasificé los granos en base a los siguientes

tipos:

1 Harinoso 2 Semiharinoso 3 Dentado

4 Semidentado 5 Semicristalino 6
Cristalino

7 Reventador 8 Dulce 9 Tunicado
10 Ceroso

Color del grano: Se determiné el color usando una tabla

cromatica.

Longitud del grano: Medida registrada con un calibrador
expresada en cm, resultado del promedio de 10 grano
consecutivos de una hilera, en el punto medio dedaorca

mas alta.



Ancho del grano:Se obtuvo un promedio de 10 granos
consecutivos de una hilera, en la parte centrdadmazorca
mas alta, valor que se expresara en cm, medido uton

calibrador.

Grosor del grano:Medido con un calibrador en 10 granos
consecutivos, de la parte media de la mazorca ntas se

obtendra un promedio y se expresara en cm.

Color de la flor femeninaRegistrado segln la escala: 1 crema;

2 rosada y 3 blanca.

Rendimiento en kg/parcelaAjustado al 14%, del total de

mazorcas cosechadas, calculado utilizando la siguférmula:

R = {(PC x D x MS) x 1.000} / 86 x AP
Donde:
PC: Peso de campo (de todas las mazorcas cosechndas
D: % de desgrane
MS: Materia seca (100 - % de humedad estimado datettor
Dickey John).

AP: Area de la parcela neta expresada &n m

3.3.3.4. Métodos especificos de manejo del experimento

Andlisis de suetoSe tomd una muestra de suelo representativa

del area donde se realiz6 la siembra del ensayojdaa que



fue analizada por el Departamento de Manejo deoSugl

Aguas de la EET-Pichilingue del INIAP.

Preparacion del sueloSe dio un pase de rastra y un pase de
subsolado cruzado a una profundidad de 40 cm, ravia

siembra.

Semilla y siembralLa semilla fue tratada con el insecticida
Semevin (Thiodicarb), en dosis de 120cc/35kg dellkemSe

sembré con espeque colocando dos semillas por.golpe

Fertilizacion La aplicacion de fertilizantes se realizé seg@m |
recomendaciones del andlisis realizado por Departtonde
Manejo de Suelos y Aguas de la EET-Pichilinguel EAP:
» Fosforo: 2 sacos de Superfosfato triple (46%sPpor ha.
incoporados con el pase de rastra.
» Potasio: 2 sacos de Muriato de Potasio (6Q0%)Kor ha.
incorporados con el pase de rastra.
= Nitrégeno: 8 sacos de Nitrato de Amonio (33% N) per
aplicado en dos fracciones, la primera a los 15 dita

segunda a los 34 dias después de la siembra.

Cruzamientos fraternale®revio a la emision de los estambres
en las flores femeninas (mazorcas), se realizéladirgdo
(colocacion de fundas) y se procedio de igual neaneando el
50% de las anteras de las flores masculinas (pgnegsuvieron

abiertas. Las fundas colocadas en las flores riaasu



guedaron cuidadosamente cerradas con una grapa, par
recolectar la totalidad del polen liberado. Ambos
procedimientos se realizaron en las primeras ha®sla
mafiana. Una vez que los estambres de las floneenfaas
alcanzaron al menos 4 cm de longitud, se procedita a
polinizaciéon planta a planta, utilizando para cada el polen
gue produjo otra planta perteneciente al mismoosurgstos
cruzamientos se realizaron con la finalidad deeimemtar y
refrescar la semilla de las lineas evaluadas @nzaa en el

banco de germoplasma del Programa de Maiz de [REET

Control de malezasSe realiz6 control de malezas preemergente
con Atrazina (Atrapac) para malezas de hoja anohdosis de
1,5kg/ha y Alaclor (Nudox) para control de malexs hoja
angosta en dosis de 2 I/ha. El control de malesagmergente

se efectud Unicamente con deshierba manual.

Controles fitosanitarios Se aplic6 un “cebo” constituido por
arena e insecticida (clorpirifos) en razén de bcdé arena,
para el control del Gusano cogollei®ppdoptera frugiperda),
en cada planta, la cantidad aplicada dependiaplesancia del

insecto.

Cosecha Se realiz6 de forma manual, al momento de la

madurez fisiologica del cultivo.



3.4. CARACTERIZACION MOLECULAR

3.4.1.Ubicacion del Lugar de Investigacion

3.4.1.1.Ubicacién politica

3.4.1.2.

La extraccién y genotipaje de ADN del germoplasmaeslizd en

el laboratorio del Departamento Nacional de Biotdogia de la

Estacion Experimental Santa Catalina del INIAP,catla en el

cantén Mejia de la provincia de Pichincha.

Ubicacion geografica

La EE-Santa Catalina del INIAP se encuentra a 2i@50n.m. en

las siguientes coordenadas:

* 00° 23’ latitud sur

» 78° 31 longitud oeste

j Hasienda quinonez, Haei
B y Hacienda El
Erde al Hacienda  +

rdecocha’| Bellavista, H

“Hacienda San Carlos,

| Hacienda San Rafael, I
Hacienda Hacie
Caralina San T
Hacienda San = -

Tgnacio, Huite.

Chinguil Hacienda Verdecruz_ .
Hacienda Monjas g:g\er\da ,%

Uoa Francisco /
NCHA Haciends  Hacienda|

. Montifar  Domings
nda Cevallos

Hagienda Ls Delicia,  ,Tumb

LUGAR DELA *Hamer\da s
onca L e \usahq

INVESTIGACION  Grands ,Cempafia | o 0= M

Providensia
Hacienda .
Génava, - Cortijo

Rosario, Ujumbicho

Hacienda La victoria, _Hacienda Laiques

Figura 9. Ubicacion de la Estacion Experimentatt&&atalina del INIAP.



3.4.1.3. Caracteristicas climaticas

Temperatura media: 16°C
Precipitacion: 1.250 mm
Humedad relativa: 78%

Heliofania: 5,3 horas sol/dia

3.4.2.Materiales

3.4.2.1.

Reactivos

Tris HCI

» Tartrazina
* NaCl
 dNTP's

* Agarosa

* TAE 10X
« CIA

« EDTA

* PVP

« CTAB 1X

° MgC|2

Bromuro de etidio
B-mercaptoetanol

Blue juice

5X PCR buffer

Metabisulfito de sodio
Primers Anexo 1)

Tag polimerasa

Agua ultrapura

Aceite mineral

Marcador de peso molecular

Isopropanol



3.4.2.2.

3.4.2.3.

Materiales

Flotadores
Parafilm
Pipetas
Maceradores
Embudos
Hielo

Papel filtro

Equipos

Bafio maria
Centrifuga
Vortex
Sorbona
Microestufa
Refrigerador
Incubadora

Congelador

Germoplasma de maiz (cuadro 3)
Placas PCR

Erlenmeyers

Vasos de precipitacion

Puntas 1 ml, 200 ul y 1000 ul
Tubos eppendorf

Papel absorbente

Sellador de placas
Termociclador

Horno microondas
Camaras electroforéticas
Fotodocumentador digital
ADN Analyzer LI-COR 4300
Céamara de UV

Balanza analitica



Cuadro 3. Accesiones de maiz utilizadas en la saiaacion molecular

) ORIGEN
T GENEALOGIA ARG SURCC
1 CLA-156-# P-200¢-A 303¢
2 CLA-93-# P-200¢-A 302¢
3 CLA-97-+ P-200¢-A 302¢
4 CML-165-#-+ P-2004-A 3112
5 CML-171-5¢ P-200¢-A 6032
6 CML-172-4% P-200¢-B 6031
7 CML-29-##-# P-2004B 6037
8 CML-294-2+ P-200¢-B 602¢
9 CML-29C-#-+ P-2004B 603¢
1C  |CML-31-## P-2004-A 312¢
11" [CML-40%+# P-200%-A 304z
12 | CML-4C-4+ P-200¢-A 305(
13 | CML-406#+# P-2004B 603¢
14 | CML-427-##-+ P-2004B 603¢
15" [CML 481 200¢ CIMMYT
16 |CML 404 200¢ CIMMYT
177 | CLO 361 200¢ CIMMYT
18" [ CLO 245( 200¢ CIMMYT
19" |L-(X\)M-10-11-11-# POBLACION-A P-2004-A 3017
20 |[FAMILIA -11 7 1-14-1 POBLACION-B P-200%-B 6007
21 [FAMILIA -24-3 1-5-3-1-13 POBLACION-B P-200¢-B 6017
22  [L-237-2-1-3-8+ POBLACION A-1 P-200¢-A 301:
23 [L-257-2-2-6-4+ POBLACION-A1 P-200¢-B 602(
24" | L-23¢-1-7-6-2-#+ FOBLACION-B1 P-2004-A 301¢
25" |L-232-1-4-9-2+ POBLACION-B1 P-200C-A 319(
26 |[L-16-13-8-5-# POBLACION-31 P-200z-B 600¢
27 [L-16-3-11-3-2# POBLACION-31 P-2007-B 601F
28 [L-16-5-1-6-# POBLACION-31 P-200z-B 600¢
29  [L-23-2-8-1-#-+ POBLACION-31 P-200%-A 305¢
30 [L-7-2-4-4-++# POBLACION-31 P-2004B 603(
31 [L-7-4-9-5-## POBLACION-31 P-200%-A 305¢
32  |L-47-6-7-3-#-#++ ACROSS793¢ P-2004B 601¢
33 |L-41-2-6-1-8# PICHILINGUE-792¢ P-200¢-B 603¢
34  |L-56-5-1-3-8% PICHILINGUE-792¢ P-200¢-A 304(
35 [L-37-7-3-4-6+ POZA RICA-802¢ P-2007-A 3007
36 |[L-61-9-11-5-2-+# POZA RICA 802. P-2004-A 300¢
37 [L-63-3-1-6-5£ POZA RICA-802¢ P-200¢-B 603:
38 [L-1-2-11-7-# B-52C P-200¢-A 3031
39  [L-104-2-5-4-+ B-521 P-200%-A 305¢
40 |L-70-3-8-8 B-52¢ P-200¢-A 300«
41 | L-44-6-1-10-2¢# B-53C P-2007-B 6012
42 | L-44-6-9-14 B-53C P-200Zz-A 300«
43 |L-182-1-4-2+ FAMILIA -5 P-2007-B 6017
44 |LP3a(m 200¢-B | PORTOVIEJC
45  [LI4 (m) 200¢-B | PORTOVIEJC
46 | PHAEOSPHAERIA 1AS-4-1-1-1-1 200¢B | PORTOVIEJC
47  |P7¢“RH-12¢-1-1 200¢-B | PORTOVIEJC
48 [SA 71353 P-200C-A 3052
49° |SA 71764 P-200(-A 306°

T: Tratamiento

#. Tratamiento descartado por falta de germinacién




3.2.2. Métodos

3.2.3.1. Procedimientos de laboratorio’

1)

Extraccion de ADN gendmico

Se sembré 10 semillas de cada una de las accesorestudio
en el invernadero de la EE-Santa Catalina, luegeades dias
se observd germinacion en 39 tratamientos, losesfamtes
fueron resembrados en la EET-Pichilingue dondesa3lalias
mostraron desarrollo de la radicula, asi fueroslddmadas a la
EE-Santa Catalina, después de dos dias en el adenm
empez6 el crecimiento de hojas, sin embargo endsefueron
secandose progresivamente, hasta marchitarse ppieto. La
extraccion de ADN del tejido foliar, siguié los mpeipios
establecidos por Colombo y modificados por Piedd@42

basados en uso de CTAB 1X.

Para cada muestra se utilizé 7p0de tampdn de extraccion

mas 12ul de mercaptoetanol y 0,05 g de tejido macerado.

Una vez macerada la muestra, se incub6 a bafio m&@%iaC
por una hora luego el tubo se centrifugd a 13080 dprante 5
minutos. Se rescatd el sobrante en un nuevo tulBe Ye

adicion6 CIA 24:1 en proporcién 1:1.

" Morillo E., Mifio G. 2009. Protocolos de Marcadohsleculares del
Departamento de Biotecnologia del INIAP. Documetdgublicado.

50



2)

Esta solucion se homogeniz6 y centrifugd a velatioh&@xima
por cinco minutos. Luego se descarto el precipitzata dar un
lavado y centrifugado con etanol; posteriormente @kimo se
eliminé y dejo secar el pellet formado a tempee@mbiente
hasta el dia siguiente, sobre papel absorbentesigalente dia
se resuspendié el ADN con 1Q0Dde solucion tampon TE y se

incubd en bafio maria a 65°C, hasta que el pelldisebyio.

Cuantificacion de ADN

El ADN se cuantificé por fluorescencia en minigafiesagarosa
para lo cual, se acondicioné la camara de electsi®y el
portageles. Se preparé un gel de agarosa al 1%.venaue
estuvo disuelta la agarosa en el microondas, se eldiar
hasta alcanzar 60°C para verterlo en la camara ltpst se
solidifico, de modo que se pudo cubrir con amoedpr TAE

1X (queddé sumergido aproximadamente 5 mm bajo el
amortiguador).  Posteriormente se retir6 los peines
cuidadosamente evitando que se rompiera el gelra Ra
preparacion de muestras se mezclgl 4de cada uno de los
ADN a cuantificar mas {il de Low DNA Mas Ladder; de éstas

combinaciones se tomaronuRpara cargar en cada pocillo del

gel.

Se incluy6 en el primer pozo el marcador de pestNAw

Mas Ladder. Se tapé la camara de electroforestcanto los



3)

electrodos en los extremos del aparato y se encéaduente

de poder a 100 voltios durante 45 minutos.

Transcurrido el tiempo, se retir6 el gel del poetag y se
colocé en una bandeja con solucion de bromuroidi® gtor 15
minutos en agitacion, luego se visualizo en eldotmmentador
digital (UVP Gel Documentation System) y se impdmina
fotografia del gel en papel térmico. La lecturdagebandas se
realizé visualmente y el tamafio y concentracioraeuld en
funcion del marcador de peso molecular. Sobre $& e estas
determinaciones, la concentraciéon de ADN de cadadanlas
accesiones se estandarizd diluyendo en tampén TEMO,

Tartrazine hasta lograr una concentracion finé2,8eng/u.

Verificacion del ADN

Para comprobar la calidad del ADN extraido se zéalina
prueba de amplificacion con RAPD’s, y se preparé onezcla
con los reactivos descritos a continuacion (cadédgara una
reaccion):

e Agua: 2,30ul

« 5x PCR buffer: 2,20l

e Primers: 0,4Q

e dNTP’s: 0,40ul

e Taqg polimeraza: 0,13



Para configurar la verificacion del ADN en el texiotador se

utilizé el siguiente protocolo:

Cuadro 4. Programa del termociclador.

Paso Temperatura®C) Tiempo
1 94 5 minutos
2 94 30 segundo
3 42 1 minutos
4 72 2 minutos
5 40 ciclos del paso 2 a
6 72 7 minutos
7 10 5 minutos

Al final se vsualizé el resultado en un gel de agarosa al

2,5%, luego de teiirlo en bromuro de etidio.

PCR para microsatélites

Se utilizaron 13 primers Phi, previamente probadas el

laboratorio de Biotecnologia de la EE-Santa Cedaldel

INIAP, y dieron los mejores resultados bajo lasuigigtes

condiciones (cuadro 5, 6 y 7):

Cuadro 5. Combinacion de primers microsatélites.

Combinacion Primers Fluorescencja
Duplex Phi-072 / Phi-031 700
Duplex Phi-011 / Phi-014 700
Duplex Phi-002 / Phi-057 700
Duplex Phi-015 / Phi-059 700
Duplex Phi-033 / Phi-083 700
Triplex Phi-034 / Phi-041 / Phi-05p 800




Cuadro 6. Mezcla de reactivos para cada reaccion.

Reactivo Cantidad
ADN (5 ng/ pl’ 4,00C ul
MgCl2 (25 mM) 0,72Cul
PCR Buffer 5X 1,800 pl
dNTP’s (£ mM) 0,45l
Primer F+F (20 mM) 1y z 1,80C pl
Taq Gotaq promega (5 U/ ul 0,054 u
Agua ultra pur 0,17¢€pl
Volumen fina 9,000ul

Cuadro 7. Programa configurado para el termociclado

Pas Temperatura ° Tiempc

1 94 5 minuto:
2 94 45 segundc
3 56 1 minuto:
4 72 2 minuto:
5 30 ciclos del paso 2 a

6 72 7 minuto:
7 1C 5 minuto:

Amplificacion de loci microsatélites

La caracterizacion se realizo en el sistema DNA AMZER

LI-COR 4300, cuya técnica se basa en la electrsiforen gel
de acrilamida del ADN que se amplifican con dosprs, uno
de ellos marcado con un fluoréforo que se excié8a nm

(“IRD 700") y el otro a 785 nm (“IRD 800").

Los fragmentos amplificados fueron desnaturalizadps
renaturalizados entre ellos frente a un contrelpréhinera que
en las posiciones donde existian los polimorfismoshabia
complementariedad total de las dos cadenas y smafon

bucles u horquillas.



Un posterior tratamiento con nucleasas rompio &egas en
los puntos desapareados generandose dos fragnpemtoada
corte, uno con marcaje IRD 700 y el otro con mar¢Rp 800.
Dichos fragmentos, cuya suma de tamafos debe sal &
tamano del fragmento amplificado de partida, fueseparados
electroforéticamente y detectados simultaneamestiergndose
dos imagenes del gel durante la electroforesis, poracada
fluoréforo empleado, que se procesan en software

convencionales de tratamiento de imagenes.

La superposicion de ambas imagenes hace que l@fichemion

del polimorfismo sea muy exacta, eliminando practiente la
posibilidad de falsos positivos. ElI DNA Analyze800 LlI-
COR llevé a cabo los procesos de desnaturalizacion,
renaturalizacion, tratamiento con nucleasas y sigali

electroforético de los ADN.

El equipo contiene un servidor interno que perroperar y
configurar el proceso, a través de un navegaddnteéenet o
LI-COR Application Software y dispone de Softwam@y8-GT
para la automatizacion, gestion de proyectos, pgitn de
alelos, y la transferencia automatica de datos a hase de

datos Oracle.



Protocolo:

Configurar el experimento en el Proyect Managerapar
crear el proyecto

Crear el gel y los siguientes componentes en forma
consecutiva: Ladders, locus, ADN.

Crear el lugar donde se va a colocar el ADN, pareubl

se designara un casillero a cada muestra.

Colocar los vidrios sobre un soporte y verter @jetinga

el gel. Retirando las burbujas con un alambre.

Verter 0,25 mm de gel usando espaciadores.

Insertar el peine para el gel para formar una d&jmeen la
membrana durante la polimerizacion, posteriormente
retirarlo.

Eliminar cualquier exceso de poliacrilamida

Instalar la parte superior del tanque de amortigumag
colocar el gel armado.

Llenar la parte superior e inferior con TBE buffea linea

de llenado de los tanques.

Colocar la parte superior e inferior del deposite d
amortiguacion de las tapas en los cubos

Utilizar un navegador de Internet para iniciar umgeeva
corrida utilizando los parametros configurados
(previamente denaturar las muestras de ADN).

Cargar 0,5ul de cada muestra con “blue stop” en cada

pocillo.



e Después de la pre-corrida enjuagar abundantemente a
través de los canales realizados por el peineuessgdpse
de que no haya acrilamilamida.

» Abrir el proyecto configurado para hacer corrergel

creado.

Con cada primer se prepard una solucion (cuadrqu®) se

aplicé al termociclador para la reaccion de la B€Rdro 9).

Cuadro 8. Mezcla de reactivos para una reaccion de

amplificacién en PCR.

Reactivos Cantidad
Agua libre de nucleasas NFW 2,65ul
BUFFER PCR BOB’S 1,00l
dNTP (5 mM) 0,40l
M13 FW Primer (700/800) 0,30l
RV (SSR) 0,30ul
ul FW (+M13) 0,20l
Taq 0,15ul
ADN (3ng/t) 5,00l

Cuadro 9. Programa configurado de 29-33 ciclos palra

termociclador.

Temperatur Tiempc Observacio
94 °C 4 minutos (inicial)
94 °C 50 minuto.
Tac°C 1 minuto (T° segun el primer)
72°C 50 minutos
71°C 4 minutos (extension final)




3.2.3.2. Andlisis estadistico

1) Interpretacion de imagenes (geles) y resultados d&NA

Analyzer 4300 LI-COR

El sofware SAGA-GT, permiti6 la gestion de genatipa
automéatico con algoritmos tipo “allele fingerprimgl’ de
autoaprendizaje, no susceptibles a error por laepa de
bandas sombra. Una vez obtenidos los resultadosatizo la
interpretacion y analisis de los resultados obteia partir de
la corrida del gel. ElI andlisis se configuré en ebas las
caracteristicas del experimento realizado, venficalas bandas
presentes y ausentes, haciendo un scoring dey gephortando
estos datos a una matriz que permite obtener datésrma de

texto (archivo tipo xIs).

2) Paradmetros de diversidad genética clasica

Debido a la naturaleza codominante de los micrbisstése
calcularon las frecuencias alélicas por locus yc@uaje de
homocigocidad, dado que son lineas de alto grado de
endogamia (Belkhiret al, citados por Morales, 2003) y el
indice de contenido polimorficd?(C), el cual expresa el grado
de polimorfismo capaz de detectar un determinadmadar
molecular, a fin de establecer si los marcadoreec@enados
proporcionaron informacion suficiente para la diegracion

del germoplasma, segiamfiérmula:



3)

4)

.
PIC=1-3 p;
i1

Donde p; es la frecuencia alélica delesimo alelo, y N €

numero de alelos observados.
Andlisis de conglomerados (UPGMA)

Se realizé el agrupamiento jerarquide las accesioneen
estudio usando un dendogrammediante el método
encadenamiento promedio o UPGMA (unweightair-group
method using an arithmetic averagg)e toma el promedio ¢
todos los objetos en un conglomerado (centroidegra
representar al conglomerado y medir las distaraia® objeto:
0 conglomerados con respecto a dicho centr(InfoStat,

2008).
Similitud genética

La similitud genética entre cada par de accesisaesalculo :
través del coeficiente de similitud de Jaccard patia enfatiza
la posesion de los atributass decir las situaciones (1 (1,0)
y (0,1). Entre los valores que se obtignelnvalor de maxima
similitud es 0 y el valor de 1 de mini similitud (InfoStat,

2008 y Franco e Hidalgo, 2003).



5)

Andlisis de componentes principales

Con la finalidad de visualizar la estructuracionlaeiversidad
genética, se realizo el andlisis de componentesipales, que
indicard cuales marcadores moleculares explicativiersidad
total, que fraccion de la diversidad es explicadia relacion de

estos factores.



4.1.

V. RESULTADOS

CARACTERIZACION AGROMORFOLOGICA

Se descartaron del analisis estadistico de agrep&mmseis variables (cuatro
cuantitativas y dos cualitativas) de las 32 evalsaen campo, siendo estas:
color de tallo, por ausencia de variabilidad; acal@eaiz y de tallo debido a
que fuertes vientos derribaron gran cantidad dentada indice de
macollamiento, por falta de macollos, cobertura mazorca, por dafios
efectuados por insectokleliothis zeaa las bracteas de las mazorcas y

rendimiento, debido a que todos los factores aesgiafectaron al mismo.

Se excluyeron del andlisis estadistico cuatrortrigiatos de los 49 considerados

originalmente: CML 481 y L-232-1-4-9#2Pob-B1 por pudricibn de mazorcas,

CML 404 por ausencia de floracién y SA 717-53 adtaf de germinacion.

4.1.1. Variabilidad Morfologica

En el cuadro 10 se presentan los parametros dg&tadigenerales de las
variables cuantitativas evaluadas en las accesialeesmaiz. Los
resultados de cada accesion con respecto a learidBles cuantitativas y
8 variables cualitativas evaluadas se muestran nelxca 2 y 3,

respectivamente.

Los mayores niveles de variabilidad se presentata® variables de:

incidencia de Cinta roja con 124,78% de coeficiedee variacion,



pudricién de mazorca e indice de prolificidad deoneas con valores de

46,95 y 33,38%, respectivamente.

Las variables de mayor homogeneidad fueron losaliagloracion, pues

registraron los valores mas bajos en cuanto aaieefe de variacion,

con valores de 8,77% la floracion femenina, y 7,7B%floracion

masculina.

Cuadro 10. Parametros estadistico resumen de fi@bles cuantitativas

evaluadas en 45 accesiones de maiz en la EETiRgehd| en el 2009.

Variables n Desvjacién Coe_fici_e,nte Probabilidad

estandar | de variacion (% F%
Floracion femenina 45 4,94 8,77 1,00
Floraciéon masculina 45 4,29 7,72 1,00
Longitud de panoja 45 4,47 13,56 1,00
Hojas sobre la mazorca 45 0,65 9,72 1,00
Altura de planta 45 28,50 15,11 1,00
Altura de mazorca 45 16,17 17,39 1,00
Roya 45 0,35 20,83 1,00
Curvularia 45 0,31 11,43 n.s.
Tiz6n Foliar 45 0,38 10,67 1,00
Mancha de Asfalto 45 0,49 32,81 1,00
Cinta roja 45 0,67 124,78 1,00
Pudricién de mazorcas| 45 2,81 46,95 1,00
Prolificidad 45 0,24 33,38 1,00
Longitud de mazorca | 45 2,56 21,32 1,00
Diametro de mazorca | 45 0,54 15,59 1,00
Hileras por mazorca 45 1,25 10,66 1,00
Longitud del grano 45 0,13 15,04 1,00
Ancho del grano 45 0,08 9,35 1,00
Grosor del grano 45 0,06 12,74 5,00
Porcentaje de desgrane45 11,13 17,83 1,00
Peso de mil granos 45 72,79 26,69 1,00

n.s.: No significativo



Se determin6 la mayoria de las variables tienenultes®s
estadisticamente significativos a nivel del 1%xeepcion de la variable
grosor de grano cuya significancia esta a nivel 58t en tanto que
Curvularia no mostrd diferencias estadisticas Bagtivas entre las

lineas de maiz en estudio.

Los promedios y modas de las variables cuantittivacualitativas
(Cuadro 11 y 12) indican que las accesiones evatuakksarrollaron
flores femeninas y masculinas en promedio alreddddos dias 56 y 55
respectivamente, en las mas precoces la floraaidto tmasculina como
femenina se report6 a los 48 dias, mientras quadastardias lo hicieron

a los 68 dias para floracion masculina y 66 diaa fiaracion femenina.

Un 93,3% de estas flores resultaron ser de colnay en este aspecto
tres accesiones marcaron la diferencia, presentéor@s rosadas (anexo
3). Asi también la mayoria de las accesiones pt&s panojas de tipo
secundaria (84,4%) y un pequefio nimero de accas{@hgresentaron

panojas terciarias.

La altura de las plantas oscilé entre los 115,%%,%2 cm, la altura de
insercion de mazorca se observé desde 40,30 cmnende los

tratamientos (anexo 2) y hasta los 127,60 cm epléedas mas altas.

El ndmero de hojas sobre la mazorca contabilizedal®s tratamientos
(por planta) fluctué entre 5 a 8 hojas; la orieitaade estas fue en su

mayoria de tipo colgante.



Cuadro 11. Promedios registrados de las variablastitativas evaluadas

en las accesiones de maiz, en la EET Pichilinguel 2009.

Variables n Maximo Minimo Media
Floracion femenina (dias) 45 66 48 56
Floracién masculina (dias) 45 68 48 55
Longitud de panoja (cm) | 45 42 22,80 33
Hojas sobre la mazorca | 45 8 5 6
Altura de planta (cm) 45 252,50 115,30 188,62
Altura de mazorca (cm) | 45 127,60 40,30 93,00
Roya 45 2,80 1,30 1,70
Curvularia 45 3,20 1,90 2,76
Tizén Foliar 45 4,40 2,80 3,56
Mancha de Asfalto 45 3 0,90 1,50
Cinta roja 45 2 0 0,50
Pudricion de mazorcas 45 13 1 5,99
Prolificidad 45 1 0,10 0,71
Longitud de mazorca (cm) 45 16,90 5,70 12,01
Diametro de mazorca (cm) 45 4,30 2,50 3,49
Hileras por mazorca 45 14 8 12
Longitud del grano (cm) | 45 1,10 0,60 0,86
Ancho del grano (cm) 45 1 0,74 0,89
Grosor del grano (cm) 45 0,60 0,40 0,51
Porcentaje de desgrane | 45 77 30 62,41
Peso de mil granos (g) | 45 449,10 155,90 272,70

Cuadro 12. Modas de las variables cualitativas uenkls en las

accesiones de maiz, en la EET Pichilingue, en@9.20

. Frecuencia Frecuencia

Variables N Moda absoluta | relativa (%)
Color de flor 45 Crema 42 93,3
Tipo de panoja 45 Secundaria 38 84,4
Orientacion de hojas 45 Colgantes 24 53,3
Aspecto de mazorca 45 45 9 20,0
Color de tusa 45 Blanca 41 91,1
Color de grano 45 | Amarillo-naranja 30 13 28,9
Tipo de grano 45 Semicristalino 27 60,0
Forma de la mazorca 45 Cilindrica conica 31 68,9




La incidencia de enfermedades foliares (escalaal®)lalcanz6 el mayor
grado de severidad con Tizén foliar, que tuvo edale hasta 4,4 en el
peor de los casos y 2,8 en las plantas menos déegtdos dafios
causados por Roya y Curvularia fueron bastantélases. Estas
enfermedades registraron niveles de 2,8 y 3,2 cdgpmente en las
accesiones con menos toleranciay 1,3 y 1,9 efineas de maiz méas
tolerantes. De las enfermedades evaluadas, fuehdate Asfalto la que
menos incidio en el ensayo, no se encontré plamagrado de infeccion
superior a 3 y 0,9 fue el minimo valor observadma evaluacion de
presencia de Cinta roja dej6 como resultados valde entre 0 y 2

porciento de plantas con sintomas de la enfermedad.

El indice de prolificidad observado en los tratartoe fue de entre 1
mazorca por planta existente en el surco, a 1 rcazmr cada 10 plantas.
La contabilizacién de mazorcas con pudricion fuieleve en todos los
tratamientos, al menos 1 mazorca Emsariumse encontré de entre las
cosechadas y en las accesiones mas afectadas astréncasta 13

mazorcas con dafios causados por el hongo.

El tamafio promedio estas mazorcas fue de entra 5679 cm de largo,
2,5 a 4,3 cm de didmetro, con 14 a 8 hilerasrdecg. El color de tusa
blanco predomindé con un 91%, por encima de las aer aojo (2
accesiones Poza Rica), rosada (1 accesion Poza Ripdrpura (1

accesion de la Pob-31).
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4.1.2.

El 20% de las mazorcas obtuvo una calificacioridge(en escala del 1 al
5) en cuanto a aspecto de mazorca y la forma dergeazilindrica

conica fue la mas cominmente observada.

Los granos de maiz representaron en promedio en88% y 77% del
peso total de las mazorcas (porcentaje de desgnanegistraron
longitudes dentro de un rango de 0,60 a 1,10 calyade 0,74 cm a 1,00
cm y grosor de 0,40 a 0,60 cm. En cuanto al chleron bastante
variados, se registraron en total 3 colores (alardmarillo naranja,
naranja), y entre estos 27 diferentes tonalidaglesplor mas observado
fue amarillo/naranja en tono 30, pues estuvo ptesen 13 de los 45
tratamientos estudiados. Y en cuanto al tipo degyrivs semicristalinos

con un 27% resultaron ser los de mayor frecuemtia éas accesiones.

Andlisis de Componentes Principales (ACP)

El ACP indica que el primer y segundo componente cenjunto

contienen mas de la mitad de la varianza total ¢€ud3), suman un
56%, con el 46% y 10% cada uno, el resto de laamaa queda
distribuida diferencialmente y en orden descendente los restantes 19

componentes.

El alto porcentaje de la variacion total explicgua los dos primeros
componentes sugiere que estos contienen variab&esligcriminan mas

eficientemente a las accesiones de maiz.



Cuadro 13. Valores propios y proporcion de la vemdaexplicada en el

analisis de los componentes principales

Valor Varianza total explicada
Componentes .
propio Absoluta | Acumulada
1 9,7 0,46 0,46
2 2,04 0,10 0,56
3 1,47 0,07 0,63
4 1,28 0,06 0,69
5 1,1 0,05 0,74
6 0,9 0,04 0,78
7 0,85 0,04 0,82
8 0,69 0,03 0,85
9 0,6 0,03 0,88
10 0,55 0,03 0,91
11 0,48 0,02 0,93
12 0,37 0,02 0,95
13 0,28 0,01 0,96
14 0,22 0,01 0,97
15 0,15 0,01 0,98
16 0,13 0,01 0,99
17 0,08 3,90E-03 0,99
18 0,05 2,20E-03 1,00
19 0,04 1,80E-03 1,00
20 0,03 1,30E-03 1,00
21 0,01 6,60E-04 1,00

La seleccion del componente 1 y 2 para el anaisisfectiio segun el
criterio gréfico de Catell (citado por Franco e &gb, 2003), que
consiste en graficar el valor propio de los compéte® en relacion al
porcentaje de la varianza correspondiente, pararegeptar el
decrecimiento de los primeros componentes en éelaodn los demas,

tal como muestra la Figura 10:
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Figura 10. Representacion grafica de la proporaénla varianza

explicada por cada componente principal.

La distribucién de los coeficientes del primer wecpropio y de
correlacion (Cuadro 14) muestra que peso de mitagalongitud del
grano y diametro de mazorca son las variables @seaontribuyeron en
forma positiva al primer componente (el y CP1) wentores de 0,29
para los tres casos indicados y con valores delecrdn de 0,92; 0,91y

0,90 respectivamente.

En sentido contrario dias a la floracion femenioa wector -0,24 y
correlacion de -0,76 y floracion masculina con gectle -0,25 y
correlacion de -0,79 fueron las variables que npgtaron en forma

negativa.



Cuadro 14. Vectores propios de los dos primerogpooentes (el y e2)
y correlacion entre las variables originales y Ides primeros

componentes (CP1y CP2).

Variable Vectores Correlaciéon
el e2 CP1 CP2
Floracion femenina -0,24 -0,27 -0,76 -0,39
Floraciéon masculina -0,25 -0,3 -0,79 -0,42
Longitud de panoja 0,22 0,1 0,67 0,14
Hojas sobre la mazorcd 0,08 -0,4 0,26 -0,57
Altura de planta 0,26 -0,15 0,82 -0,21
Altura de mazorca 0,21 -0,17 0,64 -0,24
Roya 0,06 0,32 0,18 0,46
Curvularia -0,01 0,46 -0,04 0,65
Tiz6n Foliar 0,02 0,19 0,08 0,27
Mancha de Asfalto 0,2 -0,15 0,61 -0,21
Cinta roja 0,17 0,1 0,53 0,14
Pudricién de mazorcas| 0,09 0,29 0,28 0,41
Prolificidad 0,28 -0,01 0,88 -0,01
Longitud de mazorca 0,28 -0,11 0,86 -0,15
Diametro de mazorca 0,29 -0,07 0,9 -0,1
Hileras por mazorca 0,22 0,02 0,7 0,03
Longitud del grano 0,29 -0,04 0,91 -0,05
Ancho del grano 0,27 -0,19 0,84 -0,27
Grosor del grano -0,18 -0,26 -0,55 -0,37
Porcentaje de desgrane 0,25 0,1 0,78 0,15
Peso de mil granos 0,29 -0,16 0,92 -0,23

En el segundo componente (e2 y CP2) las variglgle@nayor incidencia
positiva fueron Curvularia, Roya y Pudricién de oraa con vectores de
0,46; 0,32 y 0,29 y correlaciones de 0,65; 0,4641 @espectivamente,
por el contrario la mayoria de las variables cboyé de forma negativa
al componente, sobre todo el nimero de hojas cotowvee -0,40 y

correlacion de -0,57 y dias a la Floracion masaulnfemenina con
vectores de -0,27 y -0,30 y -correlaciones de -0yB9-0,42

respectivamente.



4.1.3. Valor Discriminante de las Variables

En vista de que los componentes no estan corrakais entre si es
factible realizar el célculo de la suma al cuadrddda correlacion que
forma cada variable original con los dos comporgmiara determinar su
grado de discriminacion. Los valores de los coreptes 1y 2 utilizados
para el calculo (tomados del cuadro 14), junto tms resultados

ordenados en forma descendentemente se muestatirauacion;

Cuadro 15. Proporcion de la varianza explicadacpda variable original

sobre los dos primeros componentes principales.

Variables cp1 | cpp | Proporcionde
la varianza
Peso de mil granos 0,92 -0,23 0,8993
Longitud de grano 0,91 | -0,05 0,8306
Diametro de mazorca | 0,9 -0,10 0,8200
Floracion masculina -0,79 | -0,42 0,8005
Ancho de grano 0,84 | -0,27 0,7785
Prolificidad 0,88 | -0,01 0,7745
Longitud de mazorca | 0,86 | -0,15 0,7621
Floracién femenina -0,76 | -0,39 0,7297
Altura de planta 0,82 | -0,21 0,7165
Porcentaje de desgrane 0,78 0,15 0,6309
Hileras por mazorca 0,7 -0,03 0,4909
Longitud de panoja 0,67 0,14 0,4685
Altura de mazorca 0,64 | -0,24 0,4672
Grosor de grano -0,55 | -0,37 0,4394
Curvularia -0,04 | 0,65 0,4241
Mancha de Asfalto 0,61 | -0,21 0,4162
Hojas sobre la mazorca 0,26 | -0,57 0,3925
Cinta Roja 0,53 | 0,14 0,3005
Pudricion de mazorca| 0,28 0,41 0,2465
Roya 0,18 | 0,46 0,2440
Tizén 0,08 | 0,27 0,0793




Las variables de la parte superior del Cuadro J8Hie@n una mayor
proporcion de varianza, por lo tanto son considesadomo las mas
discriminatorias, tal es el caso de Peso de mihagala variable mas
discriminante, en segundo lugar Longitud de gramaego Diametro de
mazorca. Por el contrario las variables fitosaisacomo incidencia de
Cinta roja, Tizén foliar, Roya y Pudricién de mezoresultaron ser las

menos discriminantes.

4.1.4. Matriz de Distancia y Estructura Taxondmica

Se unificod los resultados de las variables cubldgat (modas) y

cuantitativas (medias aritméticas ajustadas) panfoomar una base de
datos mixtos, que al ser analizada mediante elaieefe de distancia de
Gower dio como resultado una matriz simétrica (argxcuyos valores

varian de 0 a (infinito), donde 0 es el indicativo de maxima #itond.

Los valores de la matriz generaron el dendogrameegmondiente al
agrupamiento de las accesiones, en el que de acaerdun nivel de
significancia medio, es decir trazando una linearaferencia a una
distancia proxima al 50% de la distancia maximagpasble formar tres
grupos claramente definidos (anexo 5), con un ndrder 10, 18 y 17

accesiones respectivamente, segun se detallacaado 16.



Cuadro 16. Conglomeracion en tres grupos de logat&mientos de

maiz evaluadas en la EET Pichilingue, en el 2009

CONGLOMERADO | CONGLOMERADO CONGLOMERADO
1 2 3
CLA-156 CLA-97 CML-294-2
CLA-93 CML-163 FAM-24741-5 POB-B
CML-403 CML-171-5 L-237-2-1-3-8 POB A-1
CML-408 CML-172-4 L-257-2-2-6-4 POB-Al
CLO 3613 CML-29 L-239-1-7-6-2 POB-B1
CLO 2450 CML-299 L-16-3-11-3-2 POB-31
L-(X)M-10-11 POB-A CML-31 L-7-4-9-5 POB-31
L-16-13-8-5 POB-31 CML-40-4 L-47-6-7 ACROSS-7936
LI4 (m) CML-422 L-41-2-6-1 PICH-7928

P79-RH-129-1-1

FAM-1141-14 POB-B

L-56-5-1-3 PICH-7928

L-16-5-1-6 POB-31

L-63-3-1-6-5 PR-8024

L-23-2-8-1 POB-31 L-1-2-11-7 B-520

L-7-2-4-4 POB-31 L-104-2-5-4 B-521

L-37-7-3-4 PR-8024 L-70-3-8-8 B-523

L-61-9-11-5 PR 8024| L-44-6-1-10-2 B-530

LP3a (m) L-44-6-9-14 B-530
PHAEOSP 1AS2-4 | L-18-2-1-4-2 FAM-5
SA 717-64

Los valores de la matriz de Gower reflejan queclmsglomerados 1y 2
estan mas relacionados entre si, pues la media lestdistancias de las
accesiones de ambos grupos es de 0,49 a difedmtdadistancia media

de 0,59 entre los conglomerados 3y 1y de 0,5k ehR y 3.

Cuadro 17. Promedios de las distancias de Goweuladhs entre las

accesiones de maiz evaluadas en la EET Pichilireguel, 2009.

Conglomerados | N° tratamientos | Media| Maximo | Minimo
C1 10 0,44 | 0,54 0,37
Cc2 18 0,45 | 0,57 0,29
C3 17 0,44 | 0,62 0,32
C1-C2-C3 45 0,50 | 0,70 0,29
Cl1XC2 0,49 | 0,64 0,39
Cl1XC3 0,59 0,7 0,37
C2XC3 0,51 | 0,67 0,38




La menor distancia calculada fue la resultanteedas accesiones CML-
29 y CML-163 dentro del conglomerado 2, con un vd®0,29; seguida
por la distancia de 0,32 entre las accesiones 19%4Poblacion-31 y
Familia-243 1-5-3-1-13 Poblacién-B del conglomerado 3. Poo tido,
las mayores distancias se registran entre los coreghdos 1y 3, con las
accesiones L-56-5-1-3-8 Pichilingue-7928 y CML-4038si mismo con
L-16-3-11-3-2 Poblacion-31y CML-403, ambos casas wo valor de 0,7

(anexo 4).

4.1.5. Incremento de Semillas

Los procedimientos de autopolinizacién cruzadateéetos en el ensayo
de campo generaron semilla fresca de 37 de lasinéasl de maiz
sembradas originalmente (Cuadro 20), por diferecéesas, como falta
de polen, estambres no desarrollados, pudriciégraeos y flores, etc.,

no se logré obtener semilla de las lineas:

* CLA-156+ » SAT717-53

* CML-299+#+# + FAM-11 4 1-14-1 POB-B

* CML-31#-# e L-232-1-4-9-2 POB-B1

* LP3a(m) * L-7-4-9-5+#-# POB-31

+ CML 481 * L-47-6-7-3-4- ACROSS-7936

* CLO 2450 « PHAEOSPHAERIA 1AS2-4-1-1-1-1

Se polinizé un total de 974 plantas, de las cuséesbtuvo 7.516 g de
semillas de maiz, con un promedio de 7,71 g dellssmpor planta
polinizada, que fueron debidamente etiquetadosnya@nados en el

Banco de Germoplasma del Programa de Maiz de laFEéilingue.



Cuadro 18. Incremento de semillas de las lineasade evaluadas en la

EET Pichilingue, en el 2009

Accesion N° _pl_antas Incremento de|
polinizadas| semillas (g)

CLA-93+# 14 128
CLA-97+# 27 204
CML-163-#+# 23 167
CML-171-5¢ 20 227
CML-172-4£ 31 510
CML-29-#-#+# 24 152
CML-294-2£ 14 475
CML-403+ 12 64
CML-40-4+ 27 127
CML-408-£+# 14 27
CML-422#-#-+ 18 8
CML 404 4 14
CLO 3613 11 83
L-(X)M-10-11-11+ POB-A 12 77
FAM-24-3 1-5-3-1-13 POB-B 16 93
L-237-2-1-3-& POB A-1 36 540
L-257-2-2-6-4 POB-Al 19 143
L-239-1-7-6-2#-# POB-B1 28 155
L-16-13-8-5¢ POB-31 37 32
L-16-3-11-3-2¢ POB-31 16 126
L-16-5-1-6+ POB-31 26 117
L-23-2-8-1+-# POB-31 9 115
L-7-2-4-4+#-# POB-31 18 39
L-41-2-6-1-8 PICH-7928 27 518
L-56-5-1-3-& PICH-7928 30 560
L-37-7-3-4-& P R-8024 47 166
L-61-9-11-5-2#-# P R 8024 20 210
L-63-3-1-6-% P R-8024 25 174
L-1-2-11-7< B-520 31 560
L-104-2-5-4¢# B-521 32 542
L-70-3-8-8 B-523 2 42
L-44-6-1-10-2¢ B-530 26 211
L-44-6-9-14 B-530 28 466
L-18-2-1-4-2¢ FAM-5 29 292
LI4 (m) 19 25
P79-RH-129-1-1 19 67
SA 717-64 16 60
TOTAL 974 7.516




4.2. CARACTERIZACION MOLECULAR

De los 49 tratamientos sembrados, se observd gaeciimen solo 39 de ellos,
los tratamientos CML-403: CML-408+-#, CML-481; CLO-3613; CLO-
2450; L-(X)M-10-11-11# Pob-A; L-239-1-7-6-2¢-# Pob-B1; L-232-1-4-9-2

Pob-B1; SA 717-53; SA 717-64 fueron descartadosladearacterizacion

molecular por falta de material vegetal.

4.2.1.Interpretacion de resultados del DNA Analyzer 43001-COR

La matriz obtenida originalmente como producto dmnotipado
automatico de las lineas de maiz con los 11 SSRiseR el DNA

ANALYZER 4300 LI-COR se observa en el anexo 7.

4.2.2. Parametros de Diversidad Genética Clasica

Entre los 11 iniciadores microsatélites usadod estedio de diversidad,
2 no respondieron a la amplificacion (Phi-083 y-834); se obtuvo
también 14 puntos con datos perdidos, probablemamteallos en la

amplificacién.

Los primers reportaron un total de 89 alelos (Coatl®), con un
promedio de 8 alelos por locus, el méas informatiecestos fue Phi072
con un total de 12 alelos y Phi-050 con dos aldlaos,el que reporto

menos informacion.



Cuadro 19

. Alelos reportados por los primers mai@ges

orimers | Phi | Pi | Phi [ Phi[ Phi| Phi] Phi | Phi| Phi[ Phi] Phi
002 | 011 014 | 015 031| 033| 041 | 050| 057| 059| 072

151 | 108| 147 | 141]182] 248|196 79 | 174] 82 | 139

155 [ 109| 148 | 143] 183] 249 199 83 | 175] 83 | 140

156 | 110| 149 | 144] 184 250| 200 176| 84 | 142

159 | 116| 157 | 150| 185 251 202 177] 85 | 145

160 | 117| 158 | 152] 187] 252| 203 178 86 | 146

Alelos | 161 |118] 159 | 153| 188] 253] 204 186| 95 | 148
reportados 167 | 124] 160 | 154 254 187 96 | 149
168 | 126| 161 | 155 255 193] 102 150

162 | 156 257 114] 151

163 | 157 152

167 153

154

En cuanto a las frecuencias alélicas (Cuadro 80)mas altos valores se

obtuvieron con el alelo 83 del loci Phi-050 con drecuencia de 0,9,

como era de esperarse en vista de que sélo sefaiesedos alelos para

este locus; y el alelo 185 correspondiente al Id@us031que tiene una

frecuencia de 0,82. En base a los resultadossd&dauencias alélicas

por locus se calculdé el contenido de informaciétinparfica o PIC

(Cuadro 21) para cada marcador, el promedio gergaed los 11

iniciadores micorsatelites fue de 0,61.

Los reslds individuales

muestran que los primers Phi-015 con frecuencid ®Bi-011 y Phi-059

ambos con 0,8 son los de mayor nivel de polimédisRor el contrario

el Phi-050 con PIC de 0,18 se puede considerar comanarcador

monomorfico, ya que presento solo dos alelos ydeellos registro una

frecuencia muy alta de 0,9.




Cuadro 20. Frecuencias alélicas reportadas pos locu

Primers
Phi-002 Phi-011 Phi-014 Phi-015 Phi-031 Phi-033 Phi-041 Phi-050 Phi-057 Phi-059 Phi-072
Alelo| F |Alelo|] F |Alelo| F |Alelo| F |Alelo|] F |Alelo| F |Alelo| F |Alelo|] F |Alelo| F |Alelo| F |Alelo| F
151 | 0,01/ 108 |0,26| 147 |0,03| 141 |0,09| 182 |0,03| 248 |0,03| 196 | 0,03 79 |0,10/ 174 |0,01| 82 |0,03| 139 |0,03
155 |0,72| 109 [0,19| 148 |0,01| 143 |0,16| 183 |0,01| 249 |0,34| 199 |0,24| 83 |0,90| 175 |0,53| 83 |0,30 140 |0,01
156 |0,06| 110 |0,18| 149 |0,08| 144 |0,21| 184 |0,03| 250 |0,15| 200 |0,36 176 |0,01/ 84 |0,05/ 142 |0,03
159 |0,01| 116 |0,04| 157 |0,03| 150 |0,02| 185 |0,82| 251 |0,09| 202 |0,03 177 |0,01| 85 |0,18| 145 |0,01
160 |0,01| 117 |0,24| 158 |0,21| 152 |0,12| 187 |0,01] 252 |0,11| 203 |0,03 178 | 0,03/ 86 |0,03| 146 |0,05
161 |0,09| 118 |0,05| 159 |0,39| 153 |0,02| 188 |0,10| 253 |0,05| 204 (0,32 186 [ 0,01/ 95 |0,26| 148 | 0,03
167 |0,03| 124 |0,01| 160 |0,03| 154 |0,26 254 (0,05 187 |0,03| 96 |0,08| 149 |0,18
168 |0,06| 126 |0,03| 161 |0,09| 155 |0,05 255 (0,16 193 |0,37| 102 0,05/ 150 |0,04
162 |0,08| 156 |0,05 257 | 0,01 114 |{0,03| 151 |0,08
163 |0,03| 157 |0,02 152 0,18
167 | 0,03 153 | 0,22
154 | 0,13
n=78 n=74 n=76 n=43 n=78 n=74 n=78 n=78 n=76 n=74 n=76
n: nimero de individuos genotipados
F : Frecuencia alélica
Cuadro 21. PIC calculado para cada marcador migidsa
Primers| Phi-002 | Phi-011| Phi-014 | Phi-015| Phi-031| Phi-033| Phi-041| Phi-050 | Phi-057 | Phi-059 | Phi-072 Pég:]”;‘:f
PIC 0,47 0,80 0,78 0,84 0,31 0,81 0,71 0,18 0,59 0,80 0,45 0,61
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Los niveles de homocigosis registrados por los osetélies (Cuadro 22)
fueron bastante altos. El marcador que dio comallteek mas
accesiones homocigotas fue Phi-031 con 38 indigcummocigotos de
los 39 analizados, y el que mostr6 mas heterogghte Phi-015 con

solo dos homocigotos entre 34 individuos.

Cuadro 22. Cantidad de genotipos homo y heteraigadr cada primer

microsatélite

N° Ne° Ne°
Marcador individuos | Homocigotos Heterocigoto$
PHI-002 39 26 13
PHI-011 37 21 16
PHI-014 38 37 1
PHI-015 34 2 32
PHI-031 39 38 1
PHI-033 37 34 3
PHI-041 39 37 2
PHI-050 39 31 8
PHI-057 38 30 8
PHI-059 36 33 3
PHI-072 38 30 8

Las accesiones con mayor porcentaje de homocidgogsn la CLA-
156+, CML-172-4#, CML 404, L-257-2-2-6-4# POBLACION-A1, L-
44-6-9-14 B-530, todas con 90,9 % de bandas homtasg por el
contrario la linea mas heterocigota fue la L-56-5-8 PICH-7928 con

un porcentaje de 50% (Cuadro 23).
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Cuadro 23. Porcentajes de homocigosis y heterasigggortados por cada

accesion en la caracterizacion molecular.

Tratamiento % Homocigosis| % Heterocigosis
CLA-156 90,9 9,1
CLA-93 81,8 18,2
CLA-97 81,8 18,2
CML-163 90,0 10,0
CML-171-5 81,8 18,2
CML-172-4 90,9 91
CML-29 70,0 30,0
CML-294-2 90,0 10,0
CML-299 81,8 18,2
CML-31 72,7 27,3
CML-40-4 63,6 36,4
CML-422 72,7 27,3
CML 404 90,9 9,1
L-16-3-11-3-2 POB-31 54,5 45,5
FAM-1 4 1-14-1 POB-B 90,0 10,0
FAM-247 1-5-3-1 POB-B 81,8 18,2
L-237-2-1-3-8 POB A-1 60,0 40,0
L-257-2-2-6-4 POB-Al 90,9 91
L-16-13-8-5 POB-31 81,8 18,2
L-16-5-1-6 POB-31 81,8 18,2
L-23-2-8-1 POB-31 81,8 18,2
L-7-2-4-4 POB-31 72,7 27,3
L-7-4-9-5 POB-31 72,7 27,3
L-47-6-7-3 ACROSS-7936 72,7 27,3
L-41-2-6-1-8 PICH-7928 70,0 30,0
L-56-5-1-3-8 PICH-7928 50,0 50,0
L-37-7-3-4-6¢ P R-8024 88,9 11,1
L-61-9-11-5-2 P R 8024 81,8 18,2
L-63-3-1-6-% P R-8024 66,7 33,3
L-1-2-11-7< B-520 70,0 30,0
L-104-2-5-4¢# B-521 63,6 36,4
L-70-3-8-8 B-523 63,6 36,4
L-44-6-1-10-2 B-530 72,7 27,3
L-18-2-1-4-2t FAM-5 81,8 18,2
LP3a (m) 77,8 22,2
LI4 (m) 63,6 36,4
PHAEOSP 1AS2-4-1-1-1-1 81,8 18,2
P79-RH-129-1-1 81,8 18,2




4.2.3. Andlisis de Conglomerados

La representacion grafica de los resultados deatsizrde Jaccard (anexo
8) a través de un dendograma (anexo 9) mostrorioamacion de tres
grandes conglomerados (Cuadro 24), el de mayor fimmael

conglomerado 3 esta conformado por 18 accesiohe8ieero 1 contiene
13 accesiones, y el conglomerado 2, el mas pegdeiftamente ocho

accesiones.

Cuadro 24. Conglomerados formados mediante coeficide Jaccard.

CONGLOMERADO CONGLOMERADO CONGLOMERADO
1 2 3
CLA-156 FAM-2471-5-3 POB-B CML-294-2
CLA-93 L-237-2-1-3-8 POB A-1] L-16-3-11-3-2 POB-31
CLA-97 L-257-2-2-6-4 POB-Al| L-47-6-7-3 ACROSS-7936
CML-163 L-16-13-8-5 POB-31 | L-41-2-6-1-8 PICH-7928
CML-171-5 L-16-5-1-6 POB-31 | L-56-5-1-3-8 PICH-7928
CML-172-4 L-23-2-8-1 POB-31 L-37-7-3-4-6 P R-8024
CML-29 L-7-2-4-4 POB-31 L-61-9-11-5-2 P R 8024
CML-299 L-7-4-9-5 POB-31 L-63-3-1-6-5 P R-8024
CML-31 L-1-2-11-7 B-520
CML-40-4 L-104-2-5-4 B-521
CML-422 L-70-3-8-8 B-523
CML 404 L-44-6-1-10-2 B-530
FAM-1141-14-1 POB-B L-44-6-9-14 B-530
L-18-2-1-4-2 FAM-5
LP3a (m)
LI4 (m)
PHAEOS 1AS2-4-1-1-1-1
P79-RH-129-1-1

4.2.4. Similitud Genética

La matriz de similitud generada por el coeficied¢elaccard mostré que

las accesiones mas emparentadas resultaron s@0848-8 B-523 y L-



44-6-1-10-2 B-530 con un valor de 0,46 de distancia, a difgeede la
L-1-2-11-7< B-520 que registré los mayores valores de dista(@P9)

frente a varias accesiones, sobre todo del grupo 1.

La media de las distancias entre grupos es mem@ les conglomerados
1 y 2 versus la distancia con las accesiones deglacmerados 3.
Mientras que las accesiones mas emparentadas dkhtmismo grupo

son las del conglomerado 1 (Cuadro 25).

Cuadro 25. Distancias segun coeficiente de Jacmatreg accesiones y

conglomerados

Conglomerados| N° tratamientog Media | Maximo | Minimo
C1 13 0,83 0,93 0,63
Cc2 8 0,84 0,96 0,72
C3 18 0,85 0,95 0,46
C1-C2-C3 39 0,88 0,99 0,46
Cl1XC2 0,89 0,95 0,76
Cl1XC3 0,91 0,99 0,77
C2XC3 0,90 0,99 0,77

4.2.5. Componentes Principales

La distribucién de la varianza total, entre los tbthponentes analizados
es bastante baja para cada uno, el primero de elplica el 8%, el

segundo el 7%, el tercero el 6%, y asi sucesivar(@etomitio los datos
de los componentes menos significativos en el @uazB) hasta

completar el 100% de la varianza. Por lo tanto jgodfirmarse que no
hay mayor diferencia en cuanto a la proporciénat@mza explicada por
cada componente pues esta se distribuye casi Eoeagente entre

todos.



Cuadro 26. Resumen de los valores propios y prapode la varianza

explicada (resumen).

Valor Varianza total explicada
Componentes . — =
propio | Proporcion| Proporcion acumulada
1 12,00 0,08 0,08
2 9,81 0,07 0,15
3 9,04 0,06 0,21
4 8,01 0,05 0,26
5 7,70 0,05 0,31
6 7,04 0,05 0,36
7 6,29 0,04 0,4
8 6,12 0,04 0,44
9 5,81 0,04 0,48
10 5,56 0,04 0,52
11 5,49 0,04 0,56
12 4,80 0,03 0,59
13 4,38 0,03 0,62
14 4,27 0,03 0,65
15 4,07 0,03 0,67
16 3,77 0,03 0,7
17 3,68 0,02 0,72
18 3,53 0,02 0,75
19 3,25 0,02 0,77
20 3,05 0,02 0,79
21 2,97 0,02 0,81
22 2,87 0,02 0,83
23 2,69 0,02 0,85
24 2,39 0,02 0,86
25 2,30 0,02 0,88
26 2,15 0,01 0,89
27 2,10 0,01 0,91
28 1,82 0,01 0,92
29 1,76 0,01 0,93
30 1,63 0,01 0,94
31 1,47 0,01 0,95
32 1,45 0,01 0,96
33 1,22 0,01 0,97
34 1,10 0,01 0,98
35 0,99 0,01 0,98
36 0,90 0,01 0,99
37 0,82 0,01 1
150 0,00 0 1




V. DISCUSION

El andlisis de variabilidad morfologica permitié auestimacion preliminar de la
diversidad de las accesiones de las accesiones mathante el estudio de los
coeficientes de variacion de las variables cuaiviis registradas, el mismo que
reflejé valores de entre 7,72% y 124,78%, lo quican que existe un rango amplio de

dispersion entre las accesiones para cada descripto

Se identificd a la incidencia de cinta roja comovhkxiable de mayor grado de
variabilidad, seguida por pudricion de mazorca. sentido contrario las variables de
dias a la floracion, tanto femenina como masculiegjstraron mayor grado de
uniformidad, pues la aparicién (al menos el 50&o)ad flores se dio practicamente en
los mismos dias para las diferentes accesiondass Eesultados coinciden con los del
estudio de Ligarretaef al, 1998); Morales (2003) y Hernandgt al.,2010) quienes

manifiestan que las variables de floracion songiliforma las que presentan los
valores mas bajos de coeficiente de variacion,ndejduera de comparacion las de

sanidad, que no se evaluaron en dichos estudios.

Las caracteristicas cualitativas mostraron ser pac@ables, la mayoria de las modas
registraron valores de frecuencia por encima deé,5fbs variables reportaron datos
mas diversos, estas fueron en primer lugar asghkctnazorca con una moda de 4,5
repetida en un 20% de los tratamientos y color @@ cuya moda fue el color

amarillo/naranja tono 30, que se repitié en un 2@%as muestras. El color de flor fue
la variable menos diversa, pues el 93,3% de lasdltueron de color crema, seguida

del color de tusa, en la que predominé el colandda



El andlisis de componentes principales resaltdtelporcentaje de la variacion total
explicada por los dos primeros componentes, losyggere que estos contienen las
variables mas discriminantes del estudio. En ishgr componente, que explico el
44% de la variacion observada, se distinguié aalesesiones caracterizadas por
mazorcas grandes, ya que registran mayor Pesoldgranbs, Longitud de grano y
Didmetro de mazorca, las mismas que ademas presenaores bajos en cuando a
dias a la Floracidn, tanto masculina como femenkiaigno negativo de las variables
de floracion, indica que estas caracterizan enicserdpuesto y esta proyeccion
opuesta sobre el primer eje con respecto a lagblas de tamafio de grano y mazorca,
significa que las accesiones desarrollan mazorgganos de mayor tamafio, mientras

mas precoces sean a la floracion.

Tomando como base la proporcién de varianza exjaiger cada variable original
sobre los tres componentes seleccionados, se fidénitomo variables mas
discriminatorias a Peso de mil granos, Longitudgdeno y Diametro de mazorca,
coincidiendo con lo afirmado por Ligarrett @l, 1998) en cuanto a que las variables
con mayor poder discriminante son los caracteredadenazorca. Al contrario
incidencia de Cinta roja, Pudricion de mazorca, &RgyTizén foliar son las menos
discriminatorias, lo que revela la importancia dg ¢aracteres de grano sobre los de

resistencia a enfermedades.

El andlisis morfoagronémico de las 45 accesionesiifié identificar tres grupos o
morfotipos principales, en el primer y segundgpgrestan contenidas casi todas las
lineas originarias del CIMMYT, tales como las CMECL.A, CLO. El primer grupo
sobre todo, se conforma casi exclusivamente de Bstzs, el segundo grupo es mas
variado pues también tiene unas cuantas accesienks Poblacién 31 y Poza Rica

adaptadas en la Estacién Pichilingue, a difereshaidercer grupo que contiene a todas



las lineas B-520, B-521, B-523, B-530 y PICHILINGUE28 generadas en la EET-

Pichilingue.

Los grupos 1y 2, tal como reflejaron las distasi@atre las accesiones de estos dos
grupos, son muy similares sobre todo en caradteréstomo, floracion tardia mayor
rango de protandria, granos y plantas de menoritambas accesiones del grupo 3 se
diferencian de los dos grupos anteriores por ptasdloracion mas precoz, mayor
rendimiento de grano, asi como también mazorcasayer tamafio, es por eso que la
medida de la distancia entre los morfotipos 3-2lysdn mayores que entre 1-2. Sin
embargo, el grado de incidencia de enfermedadesdsly pudricion son algunas de
las caracteristicas que comparten los tres grypgess los valores promedio de las

accesiones de cada grupo son muy similares (arfjexo 6

En lo que respecta a la caracterizacion molecldarmarcadores reportaron un alto
namero de alelos, el promedio fue de 8 alelosgurd, superior a los datos de autores
como Xiaet al., 2005; Xiaet al., 2004que hallé valores de 7,2 y 7,4; Warburteh (
al., 2005) con 4,9; Pejiet al., 1998) con 6,8 alelos por locus y el promedio de 3,8

alelos de Legesset(al, 2006) en su estudio de maices africanos con satélites

Las frecuencias alélicas fueron en su mayoria nesnat 50% por alelo, con
excepcion del 155 en el locus Phi-002, el 185 dacels Phi-031 y el 175 en el locus
Phi-057, lo que indica una distribucion importadeegenes en cada uno de los loci

restantes.

En cuanto a heterocigosis, el microsatélite Phi€d 8lestaco con la identificacién de
un 94% de individuos heterocigotos y en sentidatreoie Phi-031 identificO mas

genotipos homocigotos (38 de 39 analizados), estgtados se corresponden con el



bajo nimero de alelos reportados y desequilibriousmto a distribucion de alelos en

el Phi-031.

Los marcadores Phi-011, Phi-014, Phi-015, Phi-0Fhy059, todos con valores de
PIC superiores a 0,75 fueron los mas discriminasorgomo resultado de un nimero
de alelos reportados no menor a ocho cada unonakdistribucion de frecuencias. Es
destacable el hecho de que el marcador Phi-O14 ®lemas discriminatorio a pesar

de no ser el que reportd mas alelos.

El promedio PIC de los marcadores utilizados dé& e$similar al resultado de 0,59
reportado por Georget(al, 2004), y de Xiadt al.,2005) de 0,64; un poco menor al
dato de 6,8 indicado en el estudio de Paia(.,1998) y es mayor comparado con el
de Legesseet al, 2006) de 0,55; esto refleja que los SSR’s promuacon
informacion suficiente para poder determinar laialdlidad genética en el

germoplasma y son Utiles para futuros estudiosabcterizacion genética.

Comparando individualmente, los valores de PICstegflos para los microsatélites
Phi-041 (0,7) y Phi-057 (0,59) fueron ligeramentayor al 0,7 y menor al 0,67,
reportados por Ornellee{ al, 2001) los iniciadores Phi-002, Phi-011, Phi-ORAj-
015, Phi-033, Phi-059, reportaron mas alelos ywétan valores PIC mas altos que
los reportados por Georget (@l, 2004), a excepcién de Phi-050 que en dicho estud

mostrd un alelo mas y PIC mas alto.

La conglomeracion de accesiones se genero prinoguae en funcion del origen de
las mismas, de forma similar al agrupamiento gelwerpor la caracterizacion
morfolégica, pues el conglomerado 1 esta formadsi eaclusivamente por las

accesiones provenientes del CIMMYT, las CML (9 agmges) y CLA (3 accesiones),



contiene tan solo una linea de la Pob-B; el congtadp 2 consta de casi todas las
accesiones de la Pob-31 (5 accesiones), las d&P¢b-accesiones) y una de la Pob-
B, lineas ya adaptadas por varias ciclos en la Eighilingue; y por dltimo en el
conglomerado 3, que resulté ser el de mayor vatdiquizes tiene a todas las lineas de
maiz generadas en la EET-Pichilingue, tales comdt&20 (1 accesion), B-521 (1
accesion), B-523 (1 accesiones), B-530 (2 accesjprreICHILINGUE-7928 (2
accesiones), mas las lineas Poza Rica (3 accesitarabién adaptadas en esta

Estacion.

Se observd, en base a las distancias del coe@ictlaccard, que las accesiones
CML y CLA mostraron ser genéticamente muy similaese ellas. Por el contrario,
la accesion de B-520 fue el genotipo menos empadtengntre todos los evaluados.
Asi mismo resulta interesante reconocer a la @& -294, por cuanto en las
caracterizaciones molecular y morfologica, se mligtié notablemente de las demas
CML, ubicandose en el grupo mas distante a estasbiEn es de destacar el hecho de
gque ninguna de las accesiones de Pichilingue $= drallos conglomerados 1y 2, de

igual forma que las del CIMMYT se ubicaran todaglkconglomerado 1.

Que el nivel de similitud promedio entre grupos segor que el promedio dentro de
los mismos grupos, explicaria que la mayoria dadassiones se hayan agrupado en

funcion de su procedencia.

La diversidad observada, segun los resultados @& de los datos moleculares, esta
distribuida entre los 150 componentes, por lo gudice que el aporte de cada uno de
los microsatélites es considerada de igual reléganinguno prevalece mayormente

sobre otro.



Los resultados de la fase molecular confirmaromommementaron los resultados
obtenidos en la fase de caracterizacion en cangmolacconformacion de tres grupos,
conformados de forma muy similar, sin lugar losodade estos dos procesos seran
muy Utiles para establecer combinaciones con maypbencial heterético en la

produccién de hibridos de maiz.



VI. CONCLUSIONES

Las distancias de similitud entre las accesionedymto de la caracterizacion, tanto
molecular como morfoldgica, definieron tres grupnsja conglomeracion de lineas
fue correspondiente con el origen de las mismaslagrupo 1 se agruparon las
lineas del CIMMYT, en el 2 las que han sido adagsazh la Estacion Pichilingue de

variados origenes y en el 3 las accesiones gersegada Estacion Pichilingue.

Se hallé diversidad genética entre las accesioragaas, las lineas de maiz de los
conglomerados 1 y 2 son mas similares tanto maitddcomo genéticamente, en

comparacion con las del conglomerado 3.

Las lineas generadas en la estacion Pichilinguregenéticamente muy diferentes a
las lineas del CIMMYT, inclusive a aquellas quesdle varios ciclos de adaptacion

en la Estacion Pichilingue.

Las variables cuantitativas mas discriminantesofiuéteso de mil granos, Longitud
de grano y Diametro de mazorca, mientras que lamaler valor discriminatorio
fueron las de incidencia de enfermedades foliamssadas por Tizon foliar
(Exerohilumturcicum Exerohilum maydig, Roya Puccinia sorgh), Mancha de

asfalto Phyllachoramaydig y Mancha por CurvulariaQurvularialunata).

Las variables cualitativas con mayor grado de didad fueron Aspecto de mazorca
y Color de grano, en contraste con las variablderGle tusa y flor que tuvieron

bajos niveles de diversidad.

La caracterizacion molecular reportd un valor PltG para los marcadores, ademas

se reportaron numerosos alelos por locus, condrexas alélicas bien distribuidas



en la mayoria de los casos, lo que indica que laadores fueron eficientes en

cuanto a la caracterizacion del material genético.

Los SSR’s Phi-011, Phi-014, Phi-015, Phi-033 y B%8-fueron los de mayor grado

de discriminacién entre las accesiones evaluadas.

Se obtuvo semilla fresca de 37 de las 49 accesumewriz sembradas en el ensayo
de campo para almacenar en el Banco de Germopkainfrograma de Maiz de la

EET-Pichilingue del INIAP.



VIl.  RECOMENDACIONES

Caracterizar las accesiones disponibles en el BateoGermoplasma del
Programa de Maiz de la EET-Pichilingue que no foerecluidas en esta

investigacion con los marcadores y variables coyomaalor discriminatorio.

Considerar la caracterizacion mediante microsagtlicomo informacion
complementaria en los futuros estudios de lineasaie para la formacion de

hibridos.

Considerar a las lineas menos similares genétidemdm este estudio para

establecer combinaciones en pruebas futuras deéidmde hibridos de maiz.

Refrescar semillas de las accesiones que no produgganos en las labores de

polinizacion realizados.

Elaborar una base de datos con las caracteristgrasnorfologicas registradas

en el ensayo de campo de las accesiones evaluadas.



VIIl. RESUMEN

Atendiendo la necesidad de contar con recursosgefitéticos debidamente
caracterizados por parte de los mejoradores degrév@m de Maiz de la Estacion
Experimental Tropical Pichilingue del INIAP, se lied el estudio de diversidad
genética de 49 accesiones de maia(mays L.gn Quevedo de la provincia de Los
Rios, que comprendié una fase de caracterizacibomagfolégica en la que se
evaluaron 26 variables cualitativas y cuantitativadra fase molecular empleando 11
marcadores microsatélites (SSR’s).

En base a los resultados obtenidos en las dosdasesracterizacion, se conformaron
matrices de distancias a través de la ponderacioiogl coeficientes de Gower y
Jaccard, con las que se visualizé la relacion extcesiones mediante dendogramas.
Se identificaron tres grupos, conglomerados endammuy similar en ambos casos, el
primero conformado casi en su totalidad por acoesigprocedentes del CIMMYT, el
segundo con lineas de diferentes origenes adapgtadasrios ciclos en la Estacion
Pichilingue y el tercero constituido por germoplasmenerado en la Estacion
Pichilingue.

Las variables cuantitativas evaluadas registraoaficdentes de variacion de ente 7%
y 124%, las mas discriminatorias fueron peso degrahos, longitud de grano y
didmetro de mazorca, por el contrario las cualigatimostraron poca diversidad, la
mayoria de sus modas tuvieron frecuencias por enciet 50%, a excepcion de
aspecto de mazorca y color de grano, que resultaeonlas mas variables. El
contenido de informacion polimorfica (PIC) de loarogadores fue en promedio de
0,61, con frecuencias alélicas mayoritariamenteriofes al 50%; los SSR’s mas
discriminantes fueron Phi-011, Phi-014, Phi-015;0%8 y Phi-059, todos con valores

de PIC superiores a 0,75.



IX. SUMARY

Given the need for plant genetic resources, ap@atay characterized by the Maize
Program of the Experimental Station of Tropicalhitingue-INIAP, a research was
conducted to study genetic diversity among 49 aters of maize4ea mays [).in
Quevedo of the province of Los Rios. The reseancfuded an agromorphological
characterization phase, where 26 variables werkigeal and molecular phase, using

11 microsatellite markers (SSR's).

Based on the results of the two phases of charzatien, distance matrices were
formed through the weighting of the Gower and Jateaefficients. Three groups
were identified, cluster very similar in both cage first one consists almost entirely
of accessions from CIMMYT, the second whit linesdiferent origins adapted by
several cycles in Pichilingue Station and the tlindsists of germplasm generated in

Pichilingue Station

Quantitative variables assessed showed coefficiehtgariation being from 7% to
124%, the most discriminatory were weight of thawukaeeds, grain length and ear
diameter. On the contrary, the evaluated accessiomsed little qualitative diversity,
most of their data had frequencies above 50%, éxXoepar aspect and color of grain,
which were the most variable. The polymorphic infation content (PIC) of markers
averaged 0,61; with allele frequencies inferred thpoS0%, and the SSR's most
discriminating were Phi 011, Phi 014, Phi-015-088 &hi -059, all with PIC values

above 0,75.
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