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RESUMEN

El maiz gea mayd..) debido a sus diversidad genética y a sus phdtiutiidades es un producto con
alto interés de investigacion en el pais. Poreaén, en la presente investigacion se realizédisas de

la variabilidad genética en este cereal. Se caragtenolecularmente 86 accesiones pertenecientes al
Banco de Trabajo del Programa de Maiz del InstifNaxional de Investigaciones Agropecuarias,
determinandose la diversidad y estructura gendt@s.muestras fueron genotipadas en el analizaglor d
ADN LI-COR 4300s. Los andlisis de diversidad geratevelaron un total de 72 alelos de los 9 locus e
analisis, con un promedio de 8 alelos/locus. Hi$gghi053 fue el mas polimérfico. El PIC reportdide

de 0,58, la heterocigosidad esperada de 0,63 gtéadtigosidad observada de 0,46, siendo indicadiae

la alta diversidad genética. El analisis de similiUPGMA y el andlisis de coordenadas principale®P
determinaron la falta de estructura genética emmasstras estudiadas. El analisis por razas capguil
tusilla revelo una diferencia genética de 7%, méngue en comparacion con los materiales mezelas d
maiz presentan una diferencia genética del 4%.daCandlisis realizado se observé que la coleccaén d
Banco de Trabajo del Programa de Maiz posee dilatsigenética, la mayor parte ocurre dentro de las
poblaciones mas que entre las razas.
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El maiz, ademés de tener relevancia en la
alimentacién e industria también se constituye
como una fuente importante de diversidad
genética, es asi que se han reconocido en el
El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos de Ecuador 29 razas, de las cuales 17 estan
mayor importancia en el Ecuador, tanto por ser ubicadas en la sierra ecuatoriana, mientras que
uno de los componentes basico en la dieta de la las 12 razas restantes se ubican mayormente en
poblaciéon como por la gran cantidad de terreno la regién litoral y la amazonia (Timothy et al.,
destinado a su produccion (Yanez, 2002). Segun 1966).
el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos,
para el 2011 la superficie cosechada de maiz Lamentablemente, en las Ultimas décadas se ha
(duro y suave) fue de 577.784 ha (INEC, 2012). presentado una mayor incidencia de erosion
genética, pues se ha observado una considerable
pérdida de especies nativas en el pais. En el caso
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de la pérdida de los maices criollos se debe al
incremento de cultivos con variedades
comerciales de mayor rendimiento, la
introduccion de modelos de produccion de
agricultura moderna, expansion de la frontera
agricola y la modificacion en los sistemas de
produccién, factores que han deteriorado la
produccion local de alimentos y la soberania
alimentaria (Carcamo, 2009).

Entre las variedades criollas se encuentra el
canguil, conocido internacionalmente como
reventdn, y sus derivados. Los especimenes
tipicos se encuentran a 2260 msnm, variedades
de color amarillo, blanco, rojo o morado;
mazorcas cortas, delgadas y cilindricas con

(1998) (Morillo & Mifio, 2011), el cual se detalla
a continuacion:

Se afadio 30Ql del tampdn de extraccién en un
tubo eppendorf, y se coloc6 7Q0del tampon.

Se incub6 las muestras a 65°C por 1 hora y se
agité cada 30 minutos. Se centrifugd a 14000 rev
por 15 minutos. Se tomé el sobrenadante y se
afadi6 600l de CIA (Cloroformo-alcohol
isoamilico 24:1) se homogeniz6 bien la muestra
en el vortex, se centrifugd a 1400 revoluciones
por 5 minutos, este proceso se lo realizé dos
veces. El sobrenadante obtenido fue trasladado a
un tubo nuevo y se afadio 4(iDde etanol frio

al 100%, se mezcldé suavemente y se dejé
reposar en el congelador a -20°C por 2 horas.

granos puntiagudos, plantas pequefias y delgadas Después se centrifugd y se retiré el etanol, se
con hojas angostas en la base y con presencia de lavé dos veces el pellet con 1 ml de etanol al

pequefias auriculas, espigas erizadas de espiculas 75%.

densamente agrupadas (Timothy et al., 1966).

Otra variedad de maiz criollo es la tusilla, cuyas

Una vez evaporado el etanol
resuspendio el pellet en 10@e TE 0.1X (Tris-
HCL 1mM, EDTA 0.1 mM, pH 8) y se incubd a
65°C por 30 minutos, hasta que se diluy6 el

se

especies tipicas se encuentran desde 90 a 1500 pellet completamente. Finalmente se conservo el
msnm.; las cuales poseen mazorcas medianas de ADN a 4°C.

caracteristicas flexibles, delgadas y cilindrigas,
con granos redondos duros de color amarillo
naranja. [Estas plantas son fuertemente
desarrolladas con hojas largas, delgadas vy
rigidas, mientras que sus tallos son delgados con
nudos bien pronunciados (Timothy et al., 1966).

MATERIALES Y METODOS

Para la siembra de semillas de maiz en el
invernadero, se utilizé6 3 semillas por cada
accesion, es decir se trabajé con 258 semillas,
estas semillas se desinfectaron con Hipoclorito
de Sodio al 5% y se lavaron 3 veces con agua
destilada antes de sembrarlas.

La caracterizacion molecular se realiz6 en el
laboratorio de biologia molecular del
Departamento Nacional de Biotecnologia en la
Estacion Experimental Santa Catalina (EESC)
del Instituto  Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias.

En la extracciébn de ADN se empled muestras
vegetales (primordios foliares) de 15 dias. El
protocolo de extraccidon que se utilizé en esta
investigacion fue de Ferreira y Grattapaglia

Para la validacion se empled los primers con
marcadores moleculares tipo SSR, con los
primer phill6 y phil21 de maiz disponibles en
el Departamento Nacional de Biotecnologia
(Senior, 1998), con el coctel de reaccion de PCR
detallado en la tabla 1.1, utilizando el programa
de la tabla 1.2 en el termociclador PTC-100.

Tabla 1.1: Coctel de amplificaciéon de PCR de
microsatélites empleado para el
proceso de validacién (Morillo &

Mifio, 2011)
Reactivo Volumen

DNA (5 ng/ul 2,00 p
MgCI2 (25 mM 0,50 u
Buffer Gotaq (5 1,00 p
dNTP's (5 mV 0,20 p
M13-700/800 (1uM) 0,80 p
Primers FM13 (1 uM 0,05 u
Primer R (10 uv 0,08 u
Taqg polimerasa 5 U/| 0,05 u
Agua ultrapuri 0,32 u

Volumen fine 5,00 pl



Tabla 1.2: Programa de amplificacién utilizado
en el termociclador (Morillo & Mifio, 2011).

Temperatura

oC Tiempo
Ciclo |n|C|aI_ Eje 94 5 min
denaturacion
Denzfltgramon 94 45 seg
ciclica
Anillamiento De aguerdo 2l 1 min .30
primer ciclos
Elongacion 72 2 min
ciclica
Ciclo flna_l ,de 72 7 min
elongacion
Estabilizacién 10 5 min

Para la amplificacion de todas las muestras con

los 9 primer por el método M13-tailing los
cuales fueron reportados por Morales (2003) y
Nguyen et al., (2012), se utilizdé el coctel de

reaccion para PCR que se detalla en la tabla 1.3,

utilizando el programa de la tabla 1.4 en el
termociclador PTC-100.

Tabla 1.3: Coctel para amplificacion de

microsatélites M-13 tailing
(Morillo & Mifo, 2011)
Reactivo Volumen
DNA (5 ngul) 2,00ul
MgCI2 (25 mM 0,60ul
Buffer Gotaq (5 1,50ul
dNTP’s (5 mN 0,38yl
Primers F (1CuM) 0,375l
Primer R (1CuM) 0,375l
Taq polimerasa 5 Wl 0,10pl
Agua ultrapur: 2,174l
Total 7,5ul

Tabla 1.4: Programa de amplificacion utilizado
en el termociclador (Morillo & Mifio, 2011).

Temperatura °C  Tiempo
Ciclo |n|C|aI_ gle 94 > min
denaturacion
Denaturacion 95 4 min
Denqtqramon 05 T min
ciclica
. . . 25
Anillamiento 50-68 2 min .
ciclos
Elongacién ciclica 72 2 min
Ciclo final de .
elongacion 2 10 min
Estabilizacién 4 min

Para el genotipaje primero se cred un proyecto
en el software SAGA-GT Microsatellite llamado
MAIZ, en este se detall6 la informacion de cada
primer como la talla, el canal en el que
amplifican (700-800 nm), el rango del tamafio de
bandas, los duplex y triplex formados y se ubicé
de antemano la posicion que tuvo cada pocillo
del gel con la muestra de maiz.

El gel de acrilamida compuesto de 20 ml de KB
Gel Matriz Plus 6.5%, 150 ul de APS (Persulfato
de amonio) al 10 % y 15 ul de Temmed
(Tetramethylethylene- dianime al 99%) se
colocé entre las placas de vidrio del LI-COR
4300 y se ubicé el peine, después de 1 hora de
polimerizacién del gel se colocé en el LI- COR
4300 con el buffer TBE 1X (Tris-Borate-EDTA)
KB Plus LI-COR. Antes de empezar a cargar se
realizé una pre-corrida de 25 min a 1500 V para
enfocar el focus del laser a 700 y 800 nm. Por
Ultimo se cargd 0.8 ul de los productos
amplificados los cuales fueron previamente
diluidos con Blue Stop Solution LI-COR en una
relacion 1:1 y denaturados a 94 °C por 5 min, se
inicié la corrida a 1500 V por 1 hora y media. El
marcador de peso molecular que se utilizé fue el
IRDye 30-350 bp.



RESULTADOS Y DISCUSION

En la caracterizaciéon y agrupamiento de las
razas de canguil, tusila y mezclas de maiz
pertenecientes al Programa de Maiz del INIAP
con 9 primers SSR se observd un total de 72
alelos con un promedio de 8 alelos/locus.
Presentando valores mas altos que los
registrados por Gonzéles, Hernandez, &
Alezones (2009) donde se analizé 37 lineas de
maiz blanco con 13 pares de SSR y se obtuvo un
total de 25 alelos con un promedio de 2.08
alelos/locus. En contraste, en el presente estudio
se observaron valores mas bajos comparados con
el de diversidad genética en poblaciones de maiz
(Zea mays L.) evaluadas con microsatélites
realizado por Bedoya (2012). En donde se
obtuvo un total de 291 alelos con 28 SSRs
utilizados en 194 poblaciones de germoplasma
Latinoamericano (con variedades utilizadas en el
presente estudio), con un promedio de 10.39
alelos por locus. Las causas de estas diferencias
pueden atribuirse al tamafio de la muestra y la
variabilidad de las lineas en analisis, ademas
probablemente al nimero de marcadores SSR
utilizados y al nivel de polimorfismo que poseen.

En el trabajo realizado por Pefiaranda & Navas
(2005) se encontrg alta divergencia en 24 lineas
de maiz criollo con 90 primers SSR. Donde se
obtuvo un total de 391 bandas, y el nivel de
polimorfismos oscil6 entre 2 y 9 alelos por SSR.
En los trabajos de investigacibn en maiz
realizados en el Ecuador por parte del Programa
de Maiz, se encontré 74 alelos con un promedio
de 8 alelos por SSR Morales (2003). De igual
manera en el estudio realizado por Jacho (2009)
sobre Caracterizacion molecular de 27
accesiones de maiz chulpi (Zea mays L.) y 65
accesiones de maiz negro colectadas en la
serrania del Ecuador, se obtuvo un total de 278
alelos con un promedio de 7 alelos por locus.
Los datos obtenidos en las investigaciones
anteriores revelan que son similares al obtenido
en el presente estudio, debido al uso de primers
SSR polimoérficos.

En el estudio realizado por Garrido (2010) sobre
Caracterizacién molecular de la coleccién nucleo

de maiz (Zea mays) de altura del banco de
germoplasma del INIAP mediante 13
marcadores moleculares microsatélites en 136
accesiones, se obtuvo un total de 90 alelos con
un promedio de 8 alelos/locus. Se evidencia de
igual forma que la investigacibn mencionada
anteriormente posee valores similares a los
obtenidos, debido al uso de variedades de maiz y
primers similares al presente estudio.

Los locus con mayor niumero de alelos obtenido
en el presente estudio son phi033, phi053,
phi034 'y phi072, siendo mayormente

polimorficos (por lo cual son 6ptimos para los

analisis de diversidad genética). Mientras que,
los locus phi083 y phiO50 proyectaron menor
polimorfismo (es decir mayor cantidad de alelos
repetidos y de tamafos similares siendo poco
informativos).

Las frecuencias alélicas oscilaron 0.0022 a
0.8531, observandose la mayor frecuencia
alélica el locus phi50- 81 pb. Si la frecuencia de
un alelo es muy alta, existe poca heterocigosidad
(Galindo & Milagro, 2011). En este estudio se

observé que el alelo 81 tenia un alto grado de
repetitividad; mientras que, 38 alelos (26,6%)

pueden ser considerados como raros con
frecuencias alélicas menores a 0.05. Datos que
poseen similitud en el estudio reportado por

Morales (2003) con frecuencias alélicas en un
rango que oscila entre 0.0079 el mas bajo y
0.8571 el mas alto.

La heterocigosidad observada (HO) para los
materiales en estudio fue de 0.4587; mientras
gue, la heterocigosis esperada (He) fue de
0.6275, resultados que concuerdan con los datos
obtenidos en el trabajo de Caracterizacion
molecular de la coleccién nlcleo de maiz de
altura del banco de germoplasma del INIAP
mediante marcadores moleculares microsatélites
(Garrido, 2010). En dicho trabajo se obtuvo una
heterocigosidad observada de 0.3665 y una
heterocigosidad esperada de 0.6549. Los valores
obtenidos indican que bajo la hipétesis de
Hardy-Weinberg las accesiones en estudio no se
encuentran en equilibrio. Esto debido a que el
maiz es un cultivo anual anemdofilo; considerado
de fecundacién predominantemente cruzada,
factor que promueve la variabilidad genética



existente en la poblacion. Este proceso favorece
a que determinados individuos se reproduzcan
mas que otros, generando que las frecuencias
alélicas y genotipicas varien alterando el

equilibrio génico (Bracco et al., 2013).

El valor del indice de polimorfismo contenido
(PIC) oscilé en un rango de 0.2443 y 0.7421, con
un promedio de 0.58 para los 9 marcadores
microsatélites utilizados. El promedio de la
medida de PIC obtenido en este estudio fue
similar al reportado por (Bravo, 2009), en el cual
su rango varia entre 0.30 y 0.83, obteniendo una
media de 0.59. El PIC obtenido indica gran
diversidad genética en las accesiones analizadas
(Canguil, Tusilla y mezclas de maiz), pues
poseen caracteristicas particulares de cada zona
de origen. En el trabajo realizado por Garrido
(2010) el locus con mayor polimorfismo fue
phi002 con un valor de 0.72; mientras que, el
presente estudio se descartdé debido a que
presentd un patron monomorfico en pruebas
preliminares. En contraste, el locus con mayor
polimorfismo en este estudio fue phi 059, con un
valor de 0.74 similar al reportado por Garrido
(2010) con un valor de 0.70. Por otro lado el
trabajo realizado por Gonzalez, Hernandez, &
Alezones (2009) reporta un PIC que oscila entre
0.03 y 0.57, con una media de 0.41, siendo
menor al obtenido en este estudio (0.59)
(posiblemente debido al nidmero de muestras
analizadas).

El maiz es una planta alégama (es decir que
puede presentar polinizacion cruzada vy
fecundacién entre individuos genéticamente
diferentes); por lo cual presenta un alto grado de
heterocigosis, generando plantas con un mejor
rendimiento que los parentales (Acquaah, 2007;
Cerda, 2011). En este estudio, al realizar la
estructura genética de las especies de maiz se
puede esperar que las variedades analizadas
hayan sido obtenidas por autopolinizaciéon o por
polinizaciéon cruzada. Al ser colectas realizadas
por parte del Programa de Maiz del INIAP en
diferentes provincias, el material vegetal para la

conservacion de la especie (semilla) depende de:
la tasa de erosion genética diferencial, con
cuellos de botella mas severos o regimenes
selectivos mas estrictos para las poblaciones;
debido a las preferencias de los agricultores y a
condiciones ambientales adversas (Bracco et al.,
2013).

De acuerdo al analisis de agrupamiento
UPGMA, existe relacion entre las diferentes
variedades de canguil (blanco, rojo y mixtura),
ya que presentan coeficientes de distancia
cercanos a 0 (ANEXO F). Ademas, en el analisis
realizado se obtuvo que estas variedades tengan
relacion con la poblacion chulpi. Dicha
poblacion se encuentra ubicada principalmente
en la Sierra ecuatoriana (provincias Chimborazo
y Pichincha); al igual que las colectas de canguil
obtenidas de las provincias de Carchi, Imbabura
y Cotopaxi. En el caso de la variedad tusilla, no
se encuentra agrupada uniformemente, debido a
la polinizacién cruzada que pudieron haber
sufrido los materiales en estudio (perdiendo de
esta manera su estructura genética).

En el caso de las mezclas de maiz provenientes
de colectas del austro y del Banco de Trabajo del
Programa de Maiz, se observé la conformacion
de dos grupos; en los cuales, debido al flujo
genético existe gran diversidad de genotipos en
los individuos de investigacion. Ademas, como
menciona Bracco et al., (2013) las poblaciones
de maiz estan sujetas a procesos de deriva,
migracién y a la seleccion (tanto natural como
artificial). Por lo cual, es de gran importancia
conocer coémo evoluciona este sistema; analizar
la dindmica poblacional directamente en los
campos de los cultivadores, y el impacto de sus
practicas en la determinacion de la estructura y
diversidad poblacional.
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Figura 1.1:. EI dendograma formado a partir de la matriz ideadcia de Shared Allele Distance de las
diferentes variedades de maiz obtenido del softRaveerMarker.

En el analisis de coordenadas principales (PCO), Los resultados obtenidos reflejan que existe
se presenté una variabilidad acumulada de variabilidad genética entre los genotipos
21.62%. Debido a esto no hay formacién de estudiados. Como menciona Pefaranda & Navas
estructuras definidas. Sin embargo, se pueden (2005), la estimacién de diversidad genética es
distinguir la separacion clara de las variedades importante en el proceso de mejoramiento
de canguil (Canguil blanco proveniente de vegetal. Lo cual destaca que la presente
Cotopaxi) y algunas accesiones del austro, investigacion sea de base para estudios
puesto que estos materiales provienen de zonas posteriores con la posibilidad de encontrar
cercanas y no se han visto afectados caracteristicas interesantes que sean Utiles@ara |
significativamente por el flujo génico. formacién de nuevas variedades en el Programa
de Maiz del INIAP.

Figura 1.1: Andlisis de coordenadas principales (PCO) de 258stras de maiz analizados con 9 primers

SSRs, con dos coordenadas.



En el analisis de diversidad genética de las razas
de canguil y tusilla se realiz6 los estadisticos F,
el analisis molecular de varianza y la distancia
genética de Nei. En cuanto a los estadisticos F
como menciona Eguiarte et al., (2010), es la
correlacion entre genes homologos tomados de
un nivel de la subdivision, en relacién con
cualquier otro nivel superior. En el caso del
indice de estimacion de endogamia Fis, permite
describir la distribucion de los genotipos dentro
de una poblacion. El resultado obtenido en este
estudio fue de 0.005, siendo un valor cercano a 0
y nos indica que las frecuencias de genotipos en
la poblacion se obtendrian si los apareamientos
fueran estrictamente al azar. Ademas, Eguiarte et
al., (2010) indica que el principal determinante
de la endogamia en las poblaciones vegetales es
la probabilidad de que una semilla sea el
resultado de polinizacién cruzada; y al presentar
un valor positivo sefiala un nivel de endogamia,
pero como el valor es cercano a 0, se considera
como baja en estas dos razas. De los 9 loci
analizados, 4 de ellos presentaron valores
negativos (phi072: -0.235, phi031: -0.280,
phi015: -0.028, phi053: -0.131); lo que nos
indica que en estos casos existe un exceso de

heterocigotos, probablemente porque los
individuos  heterécigotos poseen  mejores
caracteristicas y sobreviven mejor que los

homacigotos (seleccion natural).

El indice de fijacibn o Fst permite medir la
reduccion en la heterocigosis, debido a la
diferenciacibn genética entre poblaciones
(Eguiarte et al., 2010). El valor obtenido en este
estudio fue de 0.29, siendo un valor cercano a 0
y nos indica que las frecuencias alélicas son
iguales en todas las poblaciones; es decir que
aun no ha habido diferenciacion significativa. De
los 9 loci analizados el valor mas alto registrado
fue por parte del locus phi083, con un valor
0.480. Esto indica que existe una alta fijacion de
cierto alelo para este locus, ya que mientras mas
se acerca a 1 mas fijacién de un alelo existe.

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

El flujo genético obtenido en promedio fue de
0.660, siendo un valor menor a 1, se puede decir
gue la deriva génica actla independientemente
en cada una de las poblaciones Canguil y Tusilla
(Eguiarte et al., 2010).

En el estudio de Garrido (2010) realizado por

variedades con 13 loci estudiados, mostré6 un

resultado positivo de Fis que indica un déficit de

heterocigotos, con una media de 0.474; mientras
gue para dos locus fue negativo. Estos resultados
indican un cierto grado de consanguinidad, que
podria explicarse por el hecho de que los

genotipos estan relacionados genéticamente.

En la distancia de Nei entre las razas canguil (13
accesiones) y tusilla (21 accesiones), se observd
que existe poca diferenciacion genética entre
accesiones de cada raza, con valores cercanos a
0, debido al parentesco genético. En cuanto a la
diferenciacion entre razas, se observé que existia
diferenciacion genética debido a que los valores
de distancia fueron cercanos a 1. La mayor
similitud observada en la matriz de distancia fue
entre las variedades tusilla de Manabi con tusilla
de Napo, las cuales tuvieron una distancia de
0.998. Mientras que, la mayor diferencia es entre
las variedades tusilla de Orellana con tusilla de
Sucumbios, con una distancia de Nei de 0.099.

En el andlisis de la diversidad de las mezclas de
maiz se considerdé el analisis molecular de
varianza, los estadisticos F y la distancia
genética de Nei. En cuanto a los resultados del
AMOVA indican que existe diferenciacion
genética, con un porcentaje del 4% entre
variedades. Sin embargo, esta diferencia es
minima debido a que los materiales comparten
similar informacién genética por la cercania
geografica que poseen (Azuay y Cafiar). Del
total de la variaciobn genética, los mayores
porcentajes (66%) correspondieron a la variacion
dentro de cada individuo. Por lo cual los niveles
de variacion indican una diferenciacion genética
entre las variedades (Sanchez, 2011).

En los estadisticos F, el valor obtenido en el
coeficiente de endogamia Fis fue de 0.018,
siendo mayor al registrado en las variedades de
Canguil y Tusilla debido al aumento en el

nimero de variedades. El valor obtenido es



cercano a 0 y nos indica que las frecuencias de
genotipos en la poblacién se obtendrian si los
apareamientos fueran realizados estrictamente al
azar (Eguiarte, et al., 2010). De los 9 loci
analizados, presentaron valores negativos 4 de
ellos (phi072: -0.305, phi031: -0.187, phi033: -
0.228, phi053: -0.137), lo que nos indica que en
estos casos existe un exceso de heterocigotos.

En este estudio se obtuvo que los loci: phi072,
phi031, phi033, phi053, phi015 poseen un mayor
numero de homocigotos. El valor obtenido por el
indice de fijacion o Fst fue de 0.28 (siendo un
valor cercano a 0) y nos indica que aun no ha
habido diferenciacién genética significativa

(Eguiarte et al., 2010). De los 9 loci analizados,
el valor mas alto registrado fue por parte del
locus phi050, con un valor 0.568 (indicando que
existe una alta fijacion de cierto alelo para este
locus).

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

El flujo genético obtenido en promedio fue de
0.756; este es un valor menor a 1, entonces se
puede decir que la deriva génica actla
independientemente en cada una de las
variedades (Eguiarte et al., 2010).

En la distancia de Nei entre las mezclas de maiz
(51 accesiones), se observd que existe
diferenciacibn  genética moderada entre

accesiones, debido a que poseen una situacién
geografica similar. La mayor similitud se

observd para las variedades Sal prieta y Rojo
Pajiro, con una distancia de 0.977. Mientras que,

CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares SSR (simple
secuence repeat) utilizados en el estudio,
permitieron detectar los polimorfismos en las
variedades de maiz de una forma facil por medio
de la técnica PCR y con wuna alta
reproducibilidad. Debido a su codominancia y al

la mayor diferencia se observé entre las
variedades Rojo Pajiro y Abuelito, con una
distancia de Nei de 0.043.

Como menciona Balzarin & Di Rienzo (2004),

una muestra bootstrap es obtenida por un
muestreo aleatorio con reposicion desde la
muestra original. El error estandar y los

intervalos de confianza fueron obtenidos
mediante bootstrap entre cada loci; con un error
estandar del 95% de significancia y con un
namero de 250 ciclos, respectivamente.

En los resultados obtenidos, se observo que el
mayor porcentaje para la poblacién Canguil en la
estimacién por Bootstrap fue de 75.6%, con un
error estandar del 3.4% en el locus phi053; en la
poblacion Tusilla la estimacion fue de 74.1%,
con un error estandar del 2.5% en el locus
phi059; en la poblacion de mezclas de maiz fue
de 79.3%, con un error estandar del 1.2% en el
locus phi059. Estos valores indican que el primer
phi059 fue el mas polimoérfico analizado en las
poblaciones (dato que concuerda con el indice de
informacién polimorfica 0.74).

Mientras que, en los resultados de menor valor
para la poblacién Canguil en la estimacién por
Bootstrap fue de 54.9%, con un error estandar
del 6.5% en el locus phi050; en la poblacién
Tusilla la estimacion fue de 34.9%, con un error
estandar del 6.7% en el locus phi050.
Finalmente, para la poblacion de mezclas de
maiz presento un porcentaje de 30.8%, con un
error estandar del 4.6% con el locus phi050. Lo
gue indica que el primer phi050 fue el menos
polimoérfico analizado en las poblaciones (dato
que concuerda con el indice de informacién
polimorfica 0.24).

alto grado de polimorfismo, estos microsatélites
son apropiados para analizar la diversidad
genética de maiz; con los cuales se pudo
identificar la diversidad y la estructura genética
del Banco de Trabajo del Programa de Maiz del
INIAP.

La caracterizacion molecular de las razas
canguil, tusilla y mezcla de maiz mediante la
utilizacién de nueve marcadores microsatélites,



reveld una riqueza alélica de 72 alelos, con un
promedio de 8 alelos/locus.

La heterocigosidad esperada 0.63, indican que
los microsatélites seleccionados forman un
conjunto de gran utilidad informativa para la
caracterizacién de germoplasma de maiz. El PIC
de 0.58 demostr6 un gran polimorfismo y
diversidad genética en el germoplasma
analizado. Los locus con mayor polimorfismo de
acuerdo a los datos de: riqgueza alélica,
heterocigosis esperada, heterocigosis observada,
PIC, valores F, son phi059, phi053, phi072,
phi031 y phi083.

Con el uso de los 9 marcadores microsatélites no
se puede establecer grupos en base a su origen
racial, debido a que es un numero de primers
relativamente pequefio para medir la variabilidad
de 258 muestras de maiz.

En el analisis de agrupamiento UPGMA se
detectdé la relacién entre las variedades de
canguil y el agrupamiento de las mezclas de
maiz.

Los andlisis multivariados PCO confirman la
falta de estructura genética en la poblacion de
maiz en estudio; sin embargo, las variedades de
canguil blanco proveniente de Cotopaxi y
algunas accesiones de las mezclas de maiz se
encuentran agrupadas de forma clara.

En el andlisis de diversidad genética por razas de
canguil y tusilla, el AMOVA dio un 7% de
variabilidad genética. En los estadisticos F se
observé un valor de diferenciacion genética de
1.8% entre las variedades. La mayor similitud
en la distancia genética fue observada en las
variedades tusilla de Manabi con tusilla de Napo.

En el analisis de diversidad genética para las
mezclas de maiz el AMOVA dio un 4% de
variabilidad genética. En los estadisticos F se
observd un valor de diferenciacion genética de
0.5% entre las razas. La mayor similitud en la
distancia genética fue para las variedades Sal
prieta y Rojo Pajiro.

Con el andlisis Bootstrap se obtuvo que el locus
phi053 es el mas polimérfico en las poblaciones;

mientras que, el locus con menor polimorfismo
es el locus phi050.

La coleccion del Banco de Trabajo del Programa
de Maiz posee diversidad genética, la mayor
parte ocurre dentro de las poblaciones mas que
entre las razas.

BIBLIOGRAFIA

Acquaah, G. (2007). Principles of Plant
Genetics and Breeding. Oxford: Blackwell
Publishing. 12:487-496.

Altieri, M. (2012). Maiz vy
biodiversidad: efectos del maiz transgénico.
Recuperado el 8 de Enero de 2013, de
http://agroeco.org/wp-
content/uploads/2010/10/alt.contam-maiz.pdf

Aranguren, J., Roman, R., Isea, W.,
Villasmil, Y., & Jordana, J. (2005). Los
microsatélites (STR's) marcadores moleculares
de ADN por excelencia para programas de
conservacion . Archivos Latinoamericanos de
Produccion Nacional, 13: 30-42.

Azofeifa, A. (2006). Uso de
marcadores moleculares en plantas; aplicaciones
en frutales del tropico.  Agronomia

Mesoamericana. 15:221-241.

Balzarin, M., & Di Rienzo, J. (2004).
Info-Gen: Software para analisis estadistico de
datos genéticos. Facultad de Ciencia
Agropecuarias. Universidad Nacional de
Cordoba. Argentina. 7:1-228.

Basantes, M. (2012). Caracterizacion
molecular de la Coleccion Nacional de camote
(lpomoea spp.) del Banco Nacional de
Germoplasma del INIAP mediante marcadores
moleculares microsatelite. Tesis Ing.
Biotecnélogo. Ecuador, Sangolqui: Escuela
Politecnica del Ejercito .

Bedoya, C. (2012). ESTUDIOS DE
DIVERSIDAD GENETICA EN
POBLACIONES DE MAIZ (Zea mays L.)
EVALUADAS CON MICROSATELITES.
Missisipi: Universitat de les llles Balears .

Biociences, L.-C. (2 de Septiembre de
2010). LI-COR Biociences. Obtenido de
http://www.licor.com/bio/genomics/4300/docum
ents/4300Brochure.pdf



Bonamico, N., Aiassa, J., Ibafiez, M.,
Di Renzo, M., Diaz, D., & Salerno, J. (2004).
Caracterizacion y clasificacion de hibridos
simples de maiz con marcadores ssr. RIA.

Revista de Investigaciones Agropecuarias.
11:129-144.

Bracco, M., Lia, V., Poggio, L.,
Hernandez, J., & Gottlieb, A. (2013).

Caracterizacibn genética de razas de maiz
autoctonas de Misiones, Argentina. SCIELO.

Bravo, A. (2009). Caracterizacion
morfoldgica y molecular de accesiones de maiz
negro (Zea mays L.) mediante Andlisis de
Secuencias Simples Repetidas. Universidad San
Francisco de Quito .

Brush, S. (1986). Genetic Diversity
and conservation in traditional farming systems.
Enthobiology. 6:151-167.

Céarcamo, M. (7 de Enero de 2009).
Productores luchan por conservar el maiz criollo,
amenazado de muerte por los transgénicos .
Obtenido de RAP-
ALUruguay:http://webs.chasque.net/~rapaluyl/tr
ansgenicos/Uruguay/maiz_criollo.html

Cerda, D. (28 de Agosto de 2011).
Tropical Tree Improvement & Conservation in
Nicaragua. Obtenido de
http://cerdagrd.blogspot.com/2011/06/diversidad
-genetica-definicion.html

CIMMYT/IBPGR. (1991). Descriptor
for Maize. México : International Maize and
Wheat Improvement Center.

De Wet, J., & Harlan, J. (1975). Weeds
and domesticates evolution in a man-made
habitat. Econ. Bot. 29:94-107.

Del Villar, J., & Reynoso, G. (2010).
Caracterizacion molecular mediante la técnica de
microsatélites de dos materiales genéticos de
aguacate (Persea americana Mill.) cultivados en
la Republica Dominicana. Republica
Dominicana: Universidad ISA.

Dintzis, F., Bagley, E., & Felker, F.
(1995). Shear thickening and flow-induced
structure in a system of DMSO containing waxy
maize starch. Rheology, 39: 1399-14009.

Eguiarte, L., Aguirre, E., Scheinvar, E.,
Gonzalez, A., & Souza, V. (2010). Flujo génico,
diferenciacién y estructura genética de las
poblaciones, con ejemplos en especies de plantas
mexicanas. Laboratorio de Evolucién Molecular
y Experimental, Departamento de Ecologia

Evolutiva, Instituto de Ecologia, Universidad
Nacional Autonoma de México.

Escobar, D. (2006). Plantas y semillas,
nuevos recursos de proteccion legal agraria para
los tejidos y comunidades de México (el caso del
maiz). Estudios Agrarios. 34: 9-52.

Espinosa, L. (2007). Guia practica
sobre la técnica de PCR . En L. Eguiarte, & V.
Souza, Introduccion a laa Ecologia Molecular
(pag. 592). México Instituto Nacional de
Ecologia .

FAO. (2013). Conservacion de
recursos geneticos. Obtenido de
http://www.fao.org/docrep/006/ad111s/AD111S
05.htm

Ferreira, M., & Grattaplagia, D.
(1998). Introduccién al uso de marcadores
moleculares en el andlisis genetico . EMBRAPA.

Flores, S., Olivares, J., & Flores, L.
(2005). ESTUDIO CITOGENETICO DEL
MAIZ HIBRIDO SIMPLE H-311 ( ZEA MAYS
SSP.MAYS), TEOCINTLE CHALQUENO
(ZEA MAYS SSP. MEXICANA) Y SU
HIBRIDO F1 (ZEA MAYS SSP . MAYS X
ZEA MAYS SSP. MEXICANA). 25:47-72.

Galindo, M., & Milagro, P. (2011).
GENETIC RELATIONSHIPS WITHIN
AVOCADO (Persea americana Mill.) IN
SEVEN MUNICIPALITIES OF CENTRAL
VERACRUZ, CHARACTERIZED USING
MICROSATELLITE MARKERS. Tropical and
Subtropical Agroecosystems.

Garrido, A. (2010). Caracterizacion
molecular de la coleccibn germoplasma del

INIAP mediante marcadores moleculares
microsatelites.  Quito, Ecuador, Escuela
Politecnica del Ejercito.

Gonzéales, L., Hernandez, A., &

Alezones, J. (2009). Cracterizacién molecular de
lineas tropicales de maiz (Zea maiz L.) y su
relacion con los patrones heteréticos. Bioagro.
21:165-172.

Gonzélez, L., Hernandez, A., &
Alezones, J. (2009). aracterizacién molecular de
lineas tropicales de maiz (Zea mays L.) y su
relaciéon con los patrones heteréticos. Bioagro.
32:165-172.

Grobman, A., Salhauana, W., &
Sevilla, R. (1961). Races of maize in Peru: their
origins, evolution and classification.
Washington, DC: Publication 915.



Hedrick, P. (1999). Perspective: Highly
variable loci and their interpretation in evolution
and conservation . Evolution . 23:313-318.

INEC. (24 de Julio de 2012).
Visualizador de estadisticas agropecuarias del
Ecuador ESPAC. Obtenido de Instituto Nacional
de Estadisticas y Censos, EC:
http://www.inec.gob.ec/estadisticas/?option=co
m_content&view=article&id=103&Itemid=75.

Jacho, L. (2009). Caracterizacion
molecu;ar y analisis quimico nutritivo de 27
accesiones de maiz chulpi (Zea mays L.) y 65
accesiones de maiz negro colectadas en la
serrania del Ecuador INIAP. Universidad Central
del Ecuador .

Jones, E. (2007). A comparison of
simple sequence repeat and single nucletoide
polymorphism marker technologies for the
genotypic analysis of mazi (Zea mays L.). Theor
Appl, 115(Genet). 12:361-371.

LI-COR Biosciences. (12 de 05 de
2012). Biotechnology, Advanced Discovery
with. Obtenido de
www.licor.com/bio/applications/applications.jsp

Liu, K., & Muse, S. (Consultado 10 de
abr. 2013 de 2005). Power Maker: Integrated
analysis envioronment for genetics marker. .
Obtenido de
http://statgen.ncsu.edu/powermarker/.

Mera, L., & Mapes, C. (2009). Origen
y diversificacion del maiz. En C. Galindo (Ed.),
El maiz. Aspectos bioldgicos (pags. 17-19).
México: Impresora Apolo .

Moctezuma, E., & Ginter, K. (2000).
Huellas de ADN en genomas de Plantas (Teoria
y protocolos de Laboratorio). En W. Kowalski,
Ultraviolet Germicidal Irradiation Handbook -
UVGI for Air Surface Desinfection (pags. 7-21
99-111.). México DF.

Morales, K. (2003). EVALUACION Y
CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y
MOLECULAR POR MICROSATELITES DE
GENOTIPOS DE MAIZ (Zea mays L.) DE
ALTURA, INIAP. Quito, Ecuador: Universidad
Central del Ecuador.

Morejon, M. (2010). Estrategia de
mercado para la comercializacion de maiz duro
en el canton ventanas provincia de Los Rios. .
Universidad Estatal de Bolivar, 89.

Morillo, E., & Mifo, G. (2011).
Manual Protocolos de Marcadores Moleculares.

Quito, Ecuador : INIAP, Estacion Experimental
Santa Catalina, Departamento Nacional de Bio.

Mostacero, L., Mejia, C., & Gamarra,
T. (2002). Taxonomia de las fanerogamas utiles
del Pert . Trujillo : Normas Legales .

Nei, M. (1987). Estimation of average
heterozygosity and genetic distance from a small
number of individuals. Genetics. 89:583-590.

Nguyen, H., Nguyen, H., Nguyen, V.,
& Bui, M. (2012). THE APPLICATION OF
SSR MOLECULAR INDICATOR TO ASSESS
THE PURITY AND GENETIC DIVERSITY
OF WAXY CORN INBRED LINES. J.
ISSAAS, 2:45-54.

Paliwal, R., Granados, G., Lafitte, H.,
& Violic, A. (2001). El maiz en los tropicos:
mejoramiento y produccién. Roma. ltalia
Direccion de Producciéon y Proteccion Vegetal
de la FAO.

Peakall, R., & Smouse, P. (2012).
GenAlEx 6.5: genetics analysis in Excel.
Population genetic software for teaching an
research-an update. Bioinformatics. 28: 2537-
2539. .

Pejic, l., Ajmone-Marsan, P.,
Morgante, M., Kozumplick, V., Castiglioni, P.,
Taramino, G., & Motto, M. (1998). Comparative
analysis of genetic similarity among maize
inbred lines detected by RFLPs, RAPDs, SSRs,
and AFLPs. Theoretical and Applied genetics.
97:1248-1255.

Pennaranda, M., & Navas, A. (2005).
Caracterizacion  molecular 'y  evaluacion
bioquimica de cultivares colombianos vy
germoplasma elite de maiz segun contenido de
aceite . Agronomia Colombiana. 12:7-16.

Pefaranda, M., & Navas, A. (2005).
Caracterizacibn  molecular 'y evaluacion
bioquimica de cultivares colombianos y
germoplasma elite de maiz segln contenido de
aceite. FITOMEJORAMIENTO, RECURSOS
GENETICOS Y BIOLOGIA MOLECULAR.
23: 7-16.

Pérez de Castro, A. (2010). Reaccién
en cadena de la polimeraza (Polymerase Chain

Reaction, PCR). Valencia: Universidad
Politécnica de Valencia.
Person, M. (1990). Manuales para

educacion Agropecuaria. Produccion Vegetal N.-
10. México, DF: Trillas.



Pifieiro, D. (2008). La variabilidad

Senior, M. (1998). Utility of SSRs for

genética de las especies: aspectos conceptuales y determining genetic similarities and relationships

sus aplicaciones y perspectivas en México.
México : CONABIO.

Rocha, P. (2002). Teoria y practica
para la extraccion y purificacion del DNA de
palma de aceite. PALMAS. 23:9-17.

Rolph, F. (1994). NTSYS pc:
numerical taxonomy and multivariate system,
version 2.0. Setauket New York, USA.: Exeter
Software.

Abadie, Berretta. 2001.
Caracterizacibn y evaluacion de recursos
fitogenéticos en: "Estrategia en recursos

fitogenéticos para los paises del Cono Sur".
encontrado en Ruiz, E. (2011). Caracterizacién
agromorfolégica y molecular de 49 accesiones
del Banco de Germoplasma del Programa de
Maiz (Zea mays L.) de la EET-Pichilingue del

INIAP en el cantén Quevedo de la provincia de

los Rios. . Tesis Ing Agropecuaria. Santo
Domingo IASA II.
Sanchez, J. (2011). Diversidad del

Maiz y el Teocintle. Recopilacién, generacion,
actualizacién y analisis de informacién acerca de
la diversidad genética de maices y sus parientes
silvestres en México”. Comisién Nacional para
el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad.
Manuscrito.

Séanchez, J. (2011). DIVERSIDAD
DEL MAIZ Y TEOCINTLE . Informe preparado
para el proyecto: “Recopilaciéon, generacion,
actualizacién y analisis de informacién acerca de
la diversidad genética de maices y sus parientes
silvestres en México”.

in maize using an agarose gel system. Crop Sci ,
38:1088-1098.

Silva, M. (2011). Variabilidad
patogénica, diversidad genética, y estructura
poblacional Cochliobolus sativus, agente causal
de la mancha borrosa de la cebada. Motevideo.

Timothy, D., Hatheway, W., Grant, U.,
Torregroza, M., Sarria, D., & Varela, D. (1966).
Razas de maiz en Ecuador. Bogota, Colombia:
Instituto Colombiano Agropecuario. 92 p.
(Boletin técnico N°12).

Weising, K., Nybom, K., & Meyer, W.
(1995). DNA Fingerpriting in Plants and Fungi.
CRC Press. 12:24-37.

Yanez, C. (2002). Manual de
produccién de maiz para pequeiios agricultores y
agricultoras. Quito: FAO/INAMHI/MAG. p. 1-
16.

Young, A., Boyle, T., & Brow, T.
(1996). The population genetics consequence of
habitat fragmentation for plants . TREE. 46:413-
418.

Zerené, M. (2010). Identificacion de
marcadores moleculares tipo microsatélites
asociados a loci genéticos para calidad panadera
en trigos de pan. Recuperado el 28 de Febrero de
2013, de
http://biblioteca.universia.net/html_bura/ficha/pa
rams/title/identificacion-marcadores-
moleculares-tipo-microsatelites-asociados-loci-
geneticos-calidad-panadera/id/20986.html



