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Abstract

Knowledge of genetic diversity and the relationship between maize (Zea mays L.) inbred lines 1s
indispensable in a breeding program. Maize is a staple crop and the most important food in the
Mexican diet however there 1s now a production deficit. The objective of this work 15 to select a
collection of type SSRs markers related to desirable characteristics of inbred lines and analyvze using
SSR the genetic diversity of the onginal population and inbred lines. The collection of the initial
population was 600 genetic materials selected for ther outstanding agronomic characteristics: by
the 2010 cycle were selected only 80 lines 51, which were evaluated to select genotypes that
surpassed in performance landraces.

From this assessment, seven lines were derived 52, which were evaluated in this work, to
continue the process of formation of inbred lines. Genetic variation shows a high polymorphism and
a population distribution whit low desirable characteristics traits establishment.

8 Introduccion

La generalizacion de las técnicas de Biologia Molecular ha tenido, entre otras, dos consecuencias
transcendentales. Por una parte nos han dotado de una poderosa herramienta de uso general para el
andlisis genético tanto en estudios bdsicos como aplicados, los marcadores moleculares. Por otra
nos han dado wuna vision mucho mds completa de la variabilidad genética y su distribucion a
distintos niveles: individual, poblacion, especie.

El uso de tales herramientas y los nuevos datos adguindos con ellas estin teniendo
profundas repercusiones tedricas y practicas.

El mejoramiento de poblaciones de maiz por métodos convencionales se caracteriza por ser
un proceso lento y sin informacion detallada acerca de la evolucion de los caracteres seleccionados:
por ello, los materiales lhiberados en ocasiones gquedan desfasados en relacion a las condiciones del
campo; ademads, existen dificultades en la caracterizacion y proteccion intelectual de las variedades
ceneradas.

Se genera un desconocimiento de los caracteres secundarios que cosegregan en las
selecciones y los programas nacionales resultan con baja competitividad frente a las empresas
trasnacionales de produccion de semilla.

Cada vez es mis apremiante la necesidad de obtener vanedades a corto plazo, mds adaptadas
a las condiciones ambientales del sistema de temporal regular a bueno con una entrada minima de
insumos e incrementar el potencial productivo de los agro-ecosistemas.

Actualmente el proceso de liberacion de vanedades mejoradas para condiciones de temporal
es muy lento debido a la poca eficiencia de la seleccion por efecto del medio ambiente: la
aplicacion de estas tecnologias permitird acelerar el proceso de liberacion de materiales. Cabe
seflalar que a la fecha es poca la interaccion que existe entre los ftomejoradores tradicionales v
biotecnidlogos.

Esta interaccion es necesaria pues resulta urgente alimentar a la poblacidn en constante
crecimiento y adaptar las practicas agricolas de cara al cambio climitico.
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Al acortar los plazos de seleccion y liberackin de variedades se logrard un ahorro sustancial
de recursos econdmicos, humanos y ambientales.

Las empresas trasnacionales no se ocupan de la mejora de plantas para la agricultura de
temporal y las instituciones nacionales gue lo hacen estdn limitadas por la disponibilidad de
recursos vy de personal.

Como se ha sefialado parece haber falta de conexion entre los laboratorios que hacen
biologia molecular, protedmica, metabolomica y secuenciacion de genomas y los ftomejoradores
tradicionales.

Es necesaria pues establecer el nexo y la colaboracion para que los resultados obtenidos en
los laboratorios que usan tecnologias de punta puedan ser aprovechados en desarrollo efectivo del
CAmpo mexicano.

Con este proyecto se pretende avanzar conjuntamente en la seleccion de lineas mediante
criterios fenotipicos, pero también incluyendo una caracterizacion a nivel molecular v biogquimico.

Entre los cereales mds importantes, se encuentra el maiz, que es el cultivo mids importante en
Meéxico, desde el punto de vista alimentario, industrial, politico y social; su importancia radica en la
amplia utilizacon para la alimentacion humana y animal.

Este cultivo se utiliza como grano en la alimentacion humana, como materia prima en la
industria v la planta puede emplearse como lorraje verde, ensilado, rastrojo, forraje fresco y materia
orgdanica al suelo: lnalmente como marorca terna (elote) se consume como alimento fresco:
actualmente, uno de los usos mis sobresalientes es que el grano se estd empleando para obtener
biocombustibles (Reves, 1990), prictica la cual ha sido prohibida en México por representar una
amenaza a la soberania alimentaria del pais, en varios paises se sigue usando maiz como materia
prima para producir etanol, lo que supone algunos inconvenientes.

El principal, el mas criticable desde el punto de vista moral, que produce un aumento en el
precio de los alimentos, yva que hay una menor disponibilidad de una materia esencial, como es el
maiz. Sobre todo, en un pais como México.

En el Estado de Guanajuato se siembra en promedio 375,000 hectireas con maiz bajo
condiciones de temporal (50 mil en riego punteado y 325 mil en temporal), de las cuales, el 129% se
pierde totalmente por efectos de sequia v la superficie restante presenta pérdidas parciales en el

rendimiento ( SLAP, 2009).

El maiz mexicano padece las consecuencias de una baja productividad, escenario que ha
permitido un aumento sostenido en las importaciones del grano, gue alcanzaron en el 2011 un
monto superior a 10) millones de toneladas.

El valor de las importaciones del producto alimenticio mds importante para el campo
nacional, atendiendo a su valor histdrico v comercial, superd los 2,769 millones de ddélares el ano
pasado, siendo Estados Umidos el principal proveedor del pais y lider global en la siembra del
cultivo (SIAP, 2012).
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Aungue actualmente existe escasez de material genético gue permita aumentar
significativamente el rendimiento unitario, la produccion de este cultivo depende muchas veces de
genotipos criollos con bajo potencial de rendimiento y algunas caracteristicas agrondmicas no
favorables para cubrir los requerimientos de la agricultura moderna, o bien, depende de semillas
importadas no adaptadas a las condiciones ambientales regionales, aunado a los precios altos gque
limitan la accesibilidad por parte del agricultor de escasos recursos econdomicos (Pérez et al., 1991).

Los fitomejoradores dedican muchos afos para seleccionar vy obtener progenitores
sobresalientes.

El sistema de evaluacion y seleccion temprana, consiste en un método de seleccion que
permite identificar y seleccionar futuras lineas prometedoras, donde el fitomejorador tiene la
oportunidad de seleccionar matenales genéticos de maiz de alto valor genético, con caracteristicas
agrondomicas deseables gue superen a los criollos, con capacidad de ser explotados bajo las
condiciones regionales de adaptacion y productividad (Marquez et al., 1996).

8.1 Métodos

Lugar donde se desarrolld el experimento. El trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Sanidad de
Semillas v Biologia Molecular, de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion del Instituto

Tecnologico de Roque, Celaya, Guanajuato.

Maternal genético. La colecta de la poblacion inicial fue de 600 materiales genéticos,
provenientes de los estados de Morelos, Michoacin y Puebla; fueron seleccionados por sus
caracleristicas agronomicas sobresalientes: posteriormente, se derivaron familias de medios
hermanos y se determind que 169 familias fueron las mds sobresalientes: se derivaron lineas S1
durante el ciclo 2009 vy para el ciclo 2010 solamente se seleccionaron 80 lineas S1. las que se
evaluaron para seleccionar genotipos que superaran en rendimiento a los maices criollos.

A partir de esta evaluacion, se derivaron lineas 52, las que se evaluaron para continuar con
¢l proceso de formacion de lineas endogdmicas v comenzar a formar hibridos. Una vez obtenido el
material bioldgico, se procedid a realizar la extraccion de RNA del mismo.

Las lineas estudiadas fueron: Original, Linea Roque Rosas 1, Linea Roque Rosas 2, Linea 8,

Linea 17, Linea 65, Linea 73 y Linea 81.

Extraccion de DNA. EL proceso de extraccion de DNA, necesario para el desarrollo del
trabajo, fue el siguiente:

Se pusieron a germinar semillas de las lineas S2 seleccionadas en cajas de Petri para la
produccion de plintulas v obtener tejido vegetal El tejido se congeld con nitrégeno liguido v se
molid en un mortero. A la muestra obtenida se le agregd buffer de extraccion de DNA de tejido
vegetal (Tris 50 mM, NaCl 300 mM. EDTA 20 mM, SDS 0.5%, Sarkosyl 2%, urea 5M).

Se mezcld con un vortex v al finalizar, se le agregd fenol (100 pl) — cloroformo (100 pl), se
homogenizd y centrifugd por 5 min a 13,200 rpm. La fase acuosa se pasd a un tubo nuevo y se
adicionaron dos volimenes de etanol absoluto pre-enfriado a -20 "C. Se mezceld por inversion y se
incubd 30 minutos a -20 "C.



Se centrifugd por 5 min a maxima velocidad. Se descartd el sobrenadante y se lavd la
pastilla con etanol al 70%. Se elimind el sobrenadante y se dejo secar. Se suspendid la pastilla en
agua trdestilada estéril y se disolvid. Se dejd en refrigeracion a -40 "C.

Técnica de electroforesis en geles de agarosa. El DNA extraido de las plintulas, asi como
los productos obtenidos de todas las reacciones empleadas fueron confirmados mediante una
electroforesis en geles de agarosa.

Se emplearon geles de agarosa al 2% en una solucion de TAE. Las cantidades de muestra
cargadas al gel fueron para DNA de plantulas 3 pl y para productos de PCR 5 pl, todas las muestras

fueron cargadas con 3 pl de buffer de carga.

El marcador de pares de bases (bp) empleado fue generuler 100 bp DNA Ladder de
FEERMENTAS LIFE SCIENCES con una concentracion de 0.1 pg/pl v se aplicaron al gel de

agarosa 3 pl de este marcador.

Los geles se corrieron a 85 Volts, en una cdmara para electroforesis de Accesolab. Para la
visualizacion de las bandas los geles fueron temidos con Bromuro de Etdio y observados con luz
ultravioleta.

Amplhficacion por PCR. En tubos de microcentrifuga de 0.5 ml se mezclaron a una
concentracion linal de los componentes mostrados en el tabla 8.

Tabla 8 Composicion de mezcla para PCR

Componente Cantidad (ul)
DNA templado 2
Buffer 10 x 5
dNTPs (2mM) 5
MgCl: (50mM ) 2
Tag polimerasa -
H- O Tridestilada esteril o
SSR primer 5
TOTAL 510

El pH del buffer de reaccion fue de 8.3 medido a 25 "C. La amplificacion de los acidos
nucleicos se llevé a cabo usando dilerentes tiempos vy temperaturas de desnaturalizacion,
alineamiento y polimerizacion como se enlista en la tabla 8.1,

Tabla 8.1 Condiciones de amplificacion en la reaccidon de PCR

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 "C 3 min |
Desnaturalizacion 94 "C | min 35
Alineacion 55 °C I min 3 %
Extension 2°C I min 30 %
Extension final T2°C 10 min |
MMantenimicntbo 4C A |
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Al término de la reaccion de amplificacion, se agregd 1 pl de RNasa para eliminar el exceso
de RNA que dificulta la observacion del ADN al correr el gel de agarosa.

Para la realizacion de la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se
empled un termociclador marca TECHNE.

Se tomd una muestra de 13 pl para analizar el producto de PCR por electroforesis en gel de
agarosa al 2%, tnendo el gel con bromuro de etidio.

Para la generacion de la matriz base para la generacion del dendrograma, se empled un set
de primers S5R de maiz de la marca SIGMA-ALDRICH, con nimero de catdlogo M 4193 el cual
consiste de 384 pares de primers seleccionados de la base de datos del genoma del maiz. Los pares
de primers fueron seleccionados para cubrir el genoma completo del maiz con un promedio de 20
¢M, unidades de distancia en el mapa entre dos marcadores SSR.

Preparacion de los primers 55R. Los primers se encuentran liofilizados en liminas de 96
pozos. Se procedid a hidratarlos, para lo gue se empled agua grado HPLC. Se prepard una solucion
a 10 pM (10 pmole/pl) de cada primer adicionando 100 pl de agua a cada pozo. Después de la
reconstitucion, se transfirid 25 pl del primer a las placas de PCR del kit y se le agregd 75 pl de agua
para generar una solucidn de trabajo de 2.5 pM. Se les colocd un cubierta para sellarlos v se
almacenaron a -20°C. Antes de emplear las placas de PCR con solucion de 2.5 pM para el PCR, se
centrifugaron brevemente para bajar el liqguido que se condensa en el sello que cubre el pozo.

Dendrograma. El programa NTSY S-pc ver 2.1 (Numencal Taxonomy System for Personal
Computer) es un programa de andlisis estadistico mutivariante especificamente disefiado para
estudios de caracterizacion de germoplasma  vegetal. Empleando el algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Average) y el coeficiente de Jaccard, dentro del programa, se

generd un fenograma de la forma en que se agrupan las lineas estudiadas en base a los SSR (Rohlf,
1998).

8.2 Resultados y discusion

Productos de PCR. Una vez que se obtuvo el material vegetal, se realizaron las extracciones de
ADN de cada muestra y se analizd su viabilidad, se procedid a realizar el PCR de cada una de las
muestras. Con el protocolo de PCR indicado en la bibliografia se obtuvo una cantidad de producto
adecuada para obtener una banda de correcta intensidad en un gel de agarosa al 2%. El
polimorfismo se encuentra presente en la gran mayoria de los primers en cada una de las muestras,
lo que nos indica que existe una gran variabilidad entre los mismos. Esto es un resultado esperado,
al tener un grado de homocigosis bajo al ser S2.

Generacion de matriz binaria. Una vez que se contd con las fotografias de las cormndas de los
productos de PCR se pudo proceder a crear una matriz de datos en la que se ordenaron los primers y
materiales para establecer la presencia o ausencia de amplificacion del fragmento del gen (bandas).

La tabla 8.3 muestra la forma en la que se ordenaron los datos para poder realizar el andlisis
de cluster.



74

Tabla 8.3 Matriz binaria de datos para los diferentes SSR de amplificacion en las lineas de
maiz Original, L17, L65, L73, L8, L81, LER]1 ¥ LRR2

MARCADOR

ORIGINAL

L17

LG5

L73

L&

L&1

LREI

LRR2

p-ume 1354

prume 1566

p-umgc 1202

p-bnlg 1124

p-bnlg 1179

p-bnlg 1014

prume 1685

prume 2225

p-bnlg 1429

p-ume 2226

p-bnlg 1049

prume 1073

p-ucm 1397

p-bnlg 2204

p-bnlg 2180

prume 1598

p-bnlg 2238

prume 1472

prume 1144

p-umg 2228

prume2 184

prhnlg 1601

prumecl 641

p-bnlg 1189

prumel 573

prumel 365

p-bnlgl I8

prume 2322

prumec 1983

prume 1029

prume 2333

prume 1728

p-bnlg 1012

prume 1962
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Anilisis de matriz simétrica. En el caso de la matriz generada en este estudio, como se puede
observar en el cuadro 4, las lineas con mayor grado de similitud son la L8 con la L81 y RE1 con
RER2, con un coeficiente de 0.768 y 0.765, respectivamente, mientras que, por lo contrario, entre la

L& v L65 el coeficiente es de tan solo (0.471, lo gque represente en valor méds bajo de similitud.
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De lo anterior se puede llegar a la conclusion de que el grado de parentesco entre L8 y L8]
es muy alto, mientras que para L8 v L65 es bajo.

Tabla 8.4 Matriz simétrica de similitud generada de la matriz binaria basada en la presencia (1) o
ausencia (0) de bandas especificas originadas en la amplificacion de los SSR

FILAM ORIG L17 L&5 L73 L& LE] RRI RR2

COLUMNA
ORIGINAL 1000

L17 0.617 1000

L65 (1.588 (.735 1000

L73 0.647 (1.559 (1.588 | .O0H)

L& (1.529 (.559 0.471 0.529 1000

L&l 0.647 0.676 0.647 | 0.529 0. 768 1.000

RR] 0.559 0.647 0618 | 0.735 .618 0618 1000

RR2 0618 | 0.7059 0.735 | 0.735 .618 0.676 (.765 IRELY

Dendrograma. A partir de la matriz binaria, se procedid a generar un fenograma mediante el
programa NTSYS ver. 2 alimentando los datos dentro del mismo.

En la figura 8, se puede observar el fenograma obtenido utilizando el método de UPGMA.
La agrupacion de los materiales muestra la forma en la que se encuentra la distribucidn entre las
lineas y la poblacidn original. De esto se puede inferir una relacion filogenética entre las mismas.

Las Lineas 8 y 81 se pueden observar dentro de un mismo grupo por lo que se puede decir
que tienen un grado de similitud alo. El agrupamiento de los materiales RR1 Y RR2 resultd de
acuerdo a lo esperado segin al origen de lo mismo, ya que ambos representan una misma poblacion,
solo variando la ubicacion geogrifica de su establecimiento.

Fenograma del andlisis cluster de la distancia genética entre individuos de las lineas L17,
Les, L8, L8l L73, RR1 v RR2 con respecto a la poblacion onginal, empleando el coefliciente de
similitud de Jaccard bajo el método UPGMA en el programa NTSY S-pc ver. 2.1,

Figura 8 Dendrograma de las lineas endogimicas 82
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Se puede observar una tendencia en la distribucion de las lineas en dos grupos principales.
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La genética es un punto muy importante en la historia del maiz, con grandes poblaciones
experimentales combinadas con genotipos de bajo costo, para favorecer la investigacion rigurosa de
sus mecanismos genéticos. Se han logrado grandes avances en tan solo los dltimos anos, pero adn
quedan muchas preguntas por responder.

El objetivo del mejoramiento es hacer mejores combinaciones de alelos que estin
actualmente disponibles. Aun cuando los  genetistas han tomado siempre ventaja de la
recombinacion para formar nuevas lineas, la preguntas ahora es como emplear el conocimiento
moderno de genética molecular para ademas acelerar el proceso de mejoramiento. Parte de esto sera
determinar los factores que aumentan la tasa de recombinacion. Otro aspecto es crear métodos para
mejorar y/o seleccionar para la recombinacion en regiones especificas para generar una nueva
diversidad y reducir al minimo la carga genética.

Muchos estudios indican que la dominancia y pseudo-sobredominancia son los mecanismos
principales de la heterosis en el maiz, pero el grado en el que cada uno contribuye adn es incierto.
La heterosis delinea mucho del mejoramiento moderno en el maiz, asi que un entendimiento de sus
mecanismos brinda el potencial para mejorar en gran medida la produccion de maiz.

El costo de la genotipificacion ha disminuido tanto en las décadas pasadas que ahora se
encuentra entre las partes mas baratas de un expennmento. Actualmente muchos investigadores se
concentran en la transferencia de fenotipos a genotipos como las bases para la seleccion debido al
beneficio econdmico que representan la reduccion del costo y aceleramiento del proceso de
seleccion. Los pnimeros resultados de esta seleccion gendmica son prometedores, pero adn existe
mucho debate en el campo sobre sies la mejor metodologia a emplear (Heslot er al., 2012). De
manera ideal, se puede considerar una comparacion entre la seleccdn gendmica v la seleccion
fenotipica estindar en un programa de mejoramiento, para evaluar su desempeno relativo y
determinar que tan bien se mantiene la precision predictiva en la prictica.

En dltima instancia, la genética cuantitativa del maiz tiene como objetivo mejorar el
rendimiento de maiz para la agricultura. Los conocimientos adquiridos en el proceso pueden tener
repercusiones mids amplias. Debido a que el maiz ha heredado su arquitectura genética de una serie
historica de cruzamientos, su genética tiene al menos cierta semejanza con otras especies,
incluyendo a los seres humanos.

8.3 Conclusiones

Se logrd generar un dendrograma para observar la relacion entre la poblacion original v las lineas
estudiadas mostrindose la existencia de polimorfismo en las lineas estudiadas. La matriz de
similitud nos muestra la semejanza entre las lineas 8 v 81, asi como para RR1 Y RR2.

Se requiere una cantidad mayor de marcadores para poder determinar una relacidn mas
clara entre las lineas endogimicas v la poblacién original. Las lineas 73, RR1 Y RR2 poseen mayor
variabilidad respecto a la poblacidn original. El nivel de la endogamia dentro de las lineas es bajo,
por lo que adn no se fijan los caracteres por los gque se seleccionaron los materiales, v las
poblaciones no se agrupan por dichas cualidades. Se generd informacién necesaria para poder
continuar con el andlisis de estas lineas vy se sentaron las bases para continuar con el incremento de
nivel de endogamia que permita fijar los caracteres deseados.
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