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RESUMEN 

Los bancos de germoplasma constituyen una reserva invaluable de la diversidad 

genética de los cultivos agrícolas y de especies vegetales nativas. El resguardar 

recursos, proporciona la posibilidad de contar a largo plazo con esa diversidad y por 

ende usarla como fuente de genes para posterior uso. El objetivo del presente trabajo 

fue, analizar mediante marcadores moleculares ISTR (lnverse Sequence Tagged 

Repeat) y SSR (Short Sequence Repeat) o microsatélites, la homogeneidad genética 

de las líneas de maíz CML282 y LUG282. La línea CML282 es proveniente del CIMMYT 

y LUG282 es una línea generada por autofecundaciones de CML282 durante varios 

ciclos y se encuentra conservada en el banco de Germoplasma del CUCBA. Se incluyó 

la línea LUG03 (Línea UdG) como comparación, por ser una línea también generada en 

el CUCBA y de diferente procedencia y constitución genética. En el caso de los SSR, se 

utilizaron iniciadores que ubican un microsatélite en cada cromosoma del maíz, es 

decir, diez iniciadores y en el caso del marcador ISTR, se utilizaron dos combinaciones 

aleatorias de iniciadores. Los resultados obtenidos con SSR mostraron diferencia 

genética entre las líneas CML282 y LUG282, generada durante el proceso de 

propagación. Los SSR permitieron observar uniformidad genética en los individuos 

pertenecientes a la linea CML282. En los resultados producidos por ISTR se obtuvo un 

porcentaje de polimorfismo promedio de 91.5% para una de las combinaciones, y de 

53% en otra. La capacidad de los ISTRs para detectar diferencias entre individuos de la 

misma línea, convierte a este marcador en una herramienta para detectar diferencias 

muy sutiles entre los individuos, lo cual puede ser utilizado para detectar individuos 

específicos que pudieran ser seleccionados en posteriores trabajos sobre heterosis y 

aptitud combinatoria. Durante los ciclos de autofecundación a los que se sometió la 

línea CML282, se generaron cambios en algunos de los individuos, debido 

probablemente a infiltración de germoplasma local. 
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ANTECEDENTES 

Origen de la investigación con maíz en el CUCBA 

El maíz el es cultivo que ocupa el segundo lugar en importancia a nivel mundial, debido 

a la superficie que se cultiva y el valor de su producción ligeramente menor al del trigo. 

México posee el séptimo lugar en producción mundial, de ahí la importancia de ese 

cultivo en nuestro país (Sánchez, 2003; Agropanorama, 2012). 

Según Esteva y Marielle (2003), "para al menos una tercera parte de los mexicanos de 

hoy, el maíz sigue siendo el eje rector de la vida cotidiana. Alrededor de él, se tejen las 

tareas y celebraciones de hombres, mujeres y niños, en la milpa, lo mismo que en el 

hogar: la atención de la parcela, la preparación del nixtamal, la masa y las tortillas, la 

conservación y el cuidado de la cosecha, el desgrane de la mazorca, la alimentación de 

los animales, la comida cotidiana, las fiestas, los rituales ... " según estos autores, todo 

guarda relación con el maíz. Desde esa perspectiva, es muy comprensible que uno de 

los focos centrales de atención en la actividad científica de nuestro país, sea 

precisamente, el maíz. 

Las actividades de mejoramiento de maíz en nuestro país, fueron impulsadas como una 

iniciativa de la Oficina de Estudios Especiales (OEE) del Departamento de Agricultura 

de los Estados Unidos de Norteamérica y la iniciativa de ·investigación conjunta de la 

Fundación Rockefeller con la Secretaria de Agricultura de México. Los proyectos 

comenzaron en la década de los 1940, más tarde se formó el CIMMYT (Centro 

Internacional de Mejoramiento de Maíz y Trigo), donde expertos mexicanos y 

extranjeros emprendieron una importante tarea encaminada a recolectar y catalogar las 

diversas razas de maíz en México (Wellhausen y col. 1952). 

La Escuela de Agricultura de la universidad de Guadalajara, predecesora de la actual 

División de Ciencias Agronómicas, inició actividades de mejoramiento genético de maíz 

y otros cultivos con fines académicos, con la participación de profesores y estudiantes a 

principios de los años 60. Esto se llevó a cabo en el área de Los Belenes, Municipio de 

Zapopan, Jalisco. Desde entonces se han mantenido estas actividades dentro de las 

unidades departamentales correspondientes en el área de Nextipac del Mpio. de 
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Zapopan. A principios de 1990, los profesores encargados de los proyectos de 

mejoramiento genético de maíz solicitaron y obtuvieron la línea CML282 del CIMMYT 

para integrarla a sus trabajos de mejoramiento genético. Durante diez ciclos de siembra 

esta línea se ha mantenido y también se le han incorporado características de otros 

materiales que le proporcionaron adaptación a las condiciones ambientales de 

temporal, principalmente en Zapopan, convirtiéndose en la línea élite LUG282 (Línea 

Universidad de Guadalajara 282). Esta linea se ha destacado por sus atributos 

genéticos y agronómicos. En 201 O, se solicitó al CIMMYT la versión original de CML282 

junto con otros materiales, con el propósito de comparar atributos agronómicos y 

genéticos de las dos versiones. El CUCBA cuenta con alrededor de 3000 colectas de 

maíces del occidente del país resguardada en un banco de germoplasma, donde 

también se cuenta con variedades e híbridos comerciales de este recurso. 

Bancos de germoplasma 

El término "germoplasma" se refiere, al material que se conserva de una planta en un 

sitio específico. Este puede estar constituido por semillas, tejidos o plantas completas 

establecidas en colecciones de campo. El objetivo es resguardar material que reúna la 

variabilidad que pueden perpetuar una especie o una población determinada (Graur y 

Wen-Hsiung, 2000). 

Por otra parte, como recurso fitogenético, se reconoce cualquier material de origen 

vegetal, incluido el material reproductivo y de propagación vegetativa que contiene 

unidades funcionales de la herencia y que tiene valor real o potencial para la 

alimentación y la agricultura (SAGARPA, 2012). 

Reuniendo las definiciones anteriores, puede concluirse que un banco de germoplasma 

representa el acopio del acervo genético de un recurso y representa también la 

posibilidad de acceder a la fuen)e original de genes que pueden servir para 

conservación, uso y mejoramiento de un recurso fitogenético. Resguardar material 

fitogenético en un banco de germoplasma, constituye un modo de conservación 

llamado ex situ ya que se conserva en un lugar diferente de donde se produce y 

desarrolla. 
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Existe gran variedad de estrategias para la conservación de recursos frtogenéticos, las 

cuales dependen básicamente del tipo de germoplasma y de los objetivos de la 

conservación. La conservación en sí, no se limita a la obtención y posesión física de los 

materiales (recolección y almacenamiento) sino que se requiere asegurar la existencia 

de éstos en el tiempo, en condiciones viables y con sus características genéticas 

originales (Jaramillo y Baena 2000). 

Además de las funciones de conservación y mantenimiento, los bancos de 

germoplasma tienen un papel importante en la gerencia de los recursos fitogenéticos ya 

que su propósito no solo se limita a la conservación de especies, sino que también 

incluye funciones tales como la documentación, caracterización, evaluación de la 

variabilidad genética, estudios frtogenéticos y lo más significativo, el mejoramiento de 

caracteres deseables, la multiplicación y distribución del germoplasma (Graur y Wen­

Hsiung, 2000). 

Los bancos de germoplasma resguardan la fuente de variabilidad requerida por los 

mejoradores de plantas, para el desarrollo de cultivares y variedades que permitan al 

agricultor superar las limitaciones naturales y obtener mayores beneficios de su 

actividad. A su vez es importante documentar si existe erosión genética. Los estudios 

de diversidad genética dentro de estos bancos de germoplasma, son una de las 

herramientas que determinan la incorporación de individuos a programas de 

mejoramiento genético (Demey, 2008). 

Respecto a la conservación de los vegetales en bancos de germoplasma, se ha 

reportado que cuando se comparan colecciones de maíz recolectadas en la misma 

región con diferencias de veinte años o más, la colección más reciente tiende en 

promedio a superar a las antiguas en rendimiento. Se han ofrecido distintas 

explicaciones de este fenómeno: flujo génico de maíces mejorados hacia los nativos, 

cambios en la diversidad sembrada por los agricultores, selección realizada por los 

agricultores, porcentaje de germinación y vigor de semilla inferior de la semilla usada en 

las colectas más viejas, deterioro genético de las muestras conservadas ex situ, o 

simplemente diferencias en la presión de selección que se realiza cuando se colecta la 

semilla (Esteva y Marielle, 2003). 
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El estudio de la diversidad genética del germoplasma de una especie, tiene importantes 

aplicaciones tales como: la identificación de líneas o poblaciones que deben ser 

mantenidas para preservar al máximo la diversidad genética. Conocer la relación 

genética entre líneas o poblaciones, y comparación con sus especies cercanas. Esto es 

de gran utilidad en la toma de decisiones sobre qué individuos usar para hacer nuevas 

combinaciones genéticas, contribuyendo por ende a maximizar la respuesta de éstos, a 

los diversos usos a que se destinen (Beeching y col., 1994 y Chavarriaga-Aguirre y col., 

1999). Puede hacerse incluso un estudio completo del pool de genes de los cultivos 

(Smartt, 1981, Porter y col., 2005; Prakash y col., 2005), entendiendo como "pool" el 

patrimonio o conjunto de genes específicos de una especie y su diversidad. 

Conservación de semillas en banco de germoplasma 

Con respecto a los sistemas de conservación, es posible mantener el germoplasma en 

forma de semillas, en campo o in vitro. Harrington (1972), señala que en el caso de las 

especies que se reproducen por semillas, es posible obtener un aumento de la 

longevidad de los materiales conservados, disminuyendo la temperatura y humedad 

relativa en el almacenaje. A las semillas que responden adecuadamente a este 

tratamiento, Robert (1973), las denominó "ortodoxas'', y se identifican en cereales, 

leguminosas, oleaginosas, forrajeras, entre otras; en cambio, a aquellas semillas que no 

toleran estas condiciones, las denominó "recalcitrantes", es el caso de especies como el 

caucho, cacao, palma, especies forestales tropicales, frutos tropicales y algunos frutales 

de climas templados (Whither, 1980). 

Las semillas se pueden conservar durante distintos períodos, a largo, mediano y corto 

plazo. La conservación a largo plazo en los bancos base, es posible si las condiciones 

de manutención en las cámaras aseguran una temperatura entre - 1 OºC y -20ºC, y la 

semilla presenta un contenido de humedad entre 3% y 7% y un porcentaje de 

germinación no inferior a 85%. Bajo las condiciones señaladas, es posible asegurar una 

adecuada manutención de los materiales por un periodo que puede fluctuar entre 70 y 

100 años. 

Si el objetivo de conservación es de mediano plazo en los bancos activos (10 a 20 

años), los requerimientos de temperatura de las cámaras fluctúan entre O y 15ºC, los 
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contenidos de humedad de semilla varían entre 3% y 7%, y el porcentaje de 

germinación requerido no debe ser inferior a 65% (Cromarty y col. 1985; Towill y Roos 

1989; Engle 1992). 

Líneas puras e híbridos 

Una línea pura es una raza homocigota en todos o en la mayoría de sus /oc;, que se 

obtiene generalmente por sucesivas autofecundaciones que se realizan de manera 

artificial, es decir, que las debe realizar el hombre (De la Cruz, 2006). 

La polinización artificial, es el método más frecuentemente utilizado para la 

regeneración y multiplicación de accesiones de germoplasma. Se puede hacer 

mediante cruzamientos planta a planta o por cruzamientos en cadena. 

Cruzamientos planta a planta (modo dioico) -utiliza una planta como planta 

masculina y otra como planta femenina. Requiere el doble de área que los 

cruzamientos en cadena para producir el mismo número de mazorcas y duplica el 

tamaño de la población efectiva (si se cosechan 100 mazorcas, la población efectiva es 

de 200). 

Cruzamientos en cadena (modo monoico) -utiliza cada planta como planta 

masculina y femenina a la vez. Las cruzas en cadena se recomiendan cuando se va a 

regenerar un número considerable de accesiones (Taba y Twumasi-Afriyie 2008). 

Un híbrido, es una cruza entre dos líneas puras. Para la obtención de híbridos en maíz, 

es preciso partir de líneas puras obtenidas por retrocruzamientos (con ellas mismas 

hasta alcanzar la homocigosis). Las líneas puras que pueden generar híbridos, 

generalmente presentan una depresión de vigor, producida por los retrocruzamientos. 

Caracterización de los recursos fitogenéticos 

La caracterización del germoplasma, consiste en registrar aquellas características 

cualitativas y cuantitativas que son altamente heredables y que pueden ser fácilmente 

observadas, así como expresadas en la mayoría de los ambientes. Caracterizar, 

consiste en recabar datos para describir y diferenciar germoplasma. 
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Los descriptores para la caracterización deben reunir las siguientes condiciones: ser 

fácilmente observables, tener una alta acción discriminante y baja influencia ambiental, 

lo que permite en algunos casos registrar la información en los sitios de colecta. La 

referencia utilizada para caracterizar genéticamente un material o un recurso 

fitogenético, son precisamente los llamados "marcadores genéticos". Estos marcadores 

señalan las características de referencia mencionada anteriormente, como un 

instrumento en la caracterización. Así pues, un marcador, es una señal de la presencia 

de un gen, se utilizan características morfológicas, fenológicas y de adaptación, y en la 

actualidad marcadores bioquímicos y moleculares (Sosa, 2003). 

Los primeros marcadores utilizados en estudios de caracterización y de genética de 

poblaciones fueron los marcadores morfológicos, los cuales identifican caracteres 

altamente heredables empleados en la determinación de frecuencias génicas, flujo y 

deriva génica y en la identidad de los individuos. Los marcadores morfológicos son una 

buena opción para los estudios de variación. En la actualidad existe una tendencia a 

utilizarlos junto con los marcadores moleculares, sin embargo, la correlación de los 

marcadores morfológicos con los moleculares no siempre es satisfactoria, ya que los 

primeros se ven afectados por múltiples factores y en la mayoría de los casos son el 

resultado de la expresión de más de un gen (Lewin, 2000;1nfante y col., 2006), además 

de que pueden dirigirse a regiones que no determinan el fenotipo de los organismos. 

En años pasados, los perfiles de proteínas y particularmente de enzimas fueron los 

caracteres preferidos, pero éstos han presentado dificultad técnica y han ido cayendo 

en desuso. Los marcadores químicos, basados en los perfiles de metabolitos 

secundarios, como los compuestos fenólicos, terpenos y compuestos nitrogenados y 

bioquímicos, basados en perfiles de proteínas, como las de almacenamiento y de 

enzimas, son marcadores que han sido usados con frecuencia debido a que su 

variabilidad es altamente heredable (Infante y col., 2006); sin embargo, los primeros 

pueden verse afectados por múltiples factores ambientales y fisiológicos de las 

poblaciones y los segundos pueden llegar a ser muy difíciles de interpretar (Harborne y 

Turner, 1984). 
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Los marcadores citogenéticos caracterizan a los individuos o grupos de individuos por 

su cariotipo, es decir el número y forma de sus cromosomas. La utilidad de estos 

caracteres para tipificar y delimitar grupos de individuos es limitada y difícil de aplicar a 

niveles inferiores al de especie (Infante y col., 2006). Actualmente se ha desarrollado 

una disciplina llamada citogenética molecular que combina técnicas de citogenética 

clásica y de biología molecular que permiten tipificar a niveles infra específicos 

(Schwarzer y Helsop, 2000). 

Los marcadores moleculares han sido ampliamente utilizados tanto para estudios 

filogenéticos y taxonómicos (Charles y col., 2002) como para estudios de variabilidad 

genética entre individuos y entre poblaciones (Clark y col., 2005). Un aspecto 

importante a tener en cuenta, es la de la selección del tipo de marcador que se 

empleará en cada caso. Dicha elección dependerá del objetivo del estudio que se 

pretenda abordar y de la biología de la especie. Sin embargo, no se puede olvidar que 

todas las técnicas moleculares presentan ventajas y limitaciones y su aplicación 

dependerá, en última instancia, de la disponibilidad de recursos para ejecutar un 

sistema de marcadores moleculares dado (Coto y Comide, 2003). 

Tapia (1998), menciona que la caracterización molecular, es decir, usando marcadores 

de ADN, posee ventajas como las siguientes: no es infiuenciada por el medio ambiente, 

es posible usar cualquier parte de la planta en cualquier estado de crecimiento, el 

número de análisis es ilimitado, se pueden utilizar pequeñas cantidades de material 

vegetal, el ADN es altamente estable con un elevado polimorfismo (número de 

alelos/locus) y los marcadores moleculares se distribuyen por todo el genoma. 

El maíz, ha sufrido una evolución increíble desde su descubrimiento como planta 

autóctona en los altiplanos mexicanos, hasta nuestros días. En la actualidad, se cuenta 

con gran diversidad de razas, líneas puras e híbridos cuyas características genéticas 

específicas no se encuentran estudiadas del todo. 

CIMMYT (1988), manifiesta que los marcadores moleculares en la evaluación de 

germoplasma de maíz se usan para: 
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Seleccionar un apropiado rango de diversidad dentro de un programa de 

mejoramiento, pues las colecciones más apropiadas pasan a ser incluidas en un 

programa de mejoramiento con características útiles que agronómicamente se 

encuentran dentro de un amplio rango de diversidad genética disponible. La 

información proveniente del análisis multivariado de marcadores moleculares 

podría suministrar un juego adicional de criterios para identificar colecciones que 

juntas representarían un rango amplio de diversidad. 

Identificar nuevas mezclas heteróticas, ya que en la producción de semillas 

híbridas de maíz es extremadamente importante identificar combinaciones de 

germoplasma y organizar líneas y poblaciones dentro de grupos que demuestren 

similitud en la respuesta heterótica. 

Elegir plantas testigo en el desarrollo de híbridos, ya que para obtener una 

colección útil y potencial para la producción de semillas de hibridos, es necesario 

medir la habilidad combinatoria de líneas de esa colección al cruzarla con 

genotipos genéticamente distintos. Para medir esta habilidad combinatoria se 

utilizaran testigos con genotipos diferentes a los de la colección. 

Acelerar los programas de retrocruza, debido a que los marcadores moleculares 

pueden facilitar los programas de retrocruza fundamentalmente de dos formas. 

Primero, si un mínimo de introgresiónes exóticas es requerido, el monitorear 

plantas individuales durante el programa de retrocruza de progenitores 

recurrentes que continúen en el programa reduciendo de esta manera el número 

de generaciones necesarias para la retrocruza. En segundo lugar, si es 

necesario integrar mayor cantidad de germoplasma exótico, los marcadores 

moleculares pueden ser empleados para monitorear la incorporación de alelos 

de padres donantes exóticos dentro del material adaptado, así, la única 

contribución del material exótico pueden ser mantenida durante la retrocruza. 

Así pues, la aplicación de los marcadores de ADN a la evaluación de germoplasma, ha 

facilitado los trabajos de identificación de duplicados en los bancos, así como la 

clasificación de los materiales, el cálculo de la distancia genética entre accesiones, la 

identificación de su origen geográfico y la determinación de puntos de máxima 
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variabilidad. Esta información facilita el manejo de las colecciones de germoplasma ya 

que permite tanto elegir plantas parentales para buscar nuevos alelos para ampliar la 

base genética de sus materiales y como una explotación más adecuada de la heterosis 

o vigor híbrido, que se refiere a la capacidad de éste para superar lasa características 

de sus padres (Lee, 1995; Avise, 2004). 

Según Weising y col. (2005), uno de los objetivos primordiales por los que se generalizó 

el uso de los marcadores moleculares, es el mejoramiento y selección asistida por 

marcadores. La capacidad para poder detectar características genéticas particulares 

desde que el material se encuentra en la fase vegetativa o en banco de germoplasma, 

significa un ahorro importante de tiempo para el mejorador. Los marcadores que se 

encuentran ligados a características agronómicas favorables o con potencial, serían los 

indicados para estos casos. 

Marcadores moleculares ISTR y SSR 

/STR {lnverse Sequence Tagged Repeat) 

Los elementos transponibles o mejor conocidos como elementos móviles (TEs) fueron 

descubiertos desde 1950, pero el significado y valor de este descubrimiento como 

fuente de variación genética en animales y plantas, se incubó durante los siguientes 30 

años. Los elementos móviles o TEs, son secuencias de ADN que se mueven y replican 

dentro de los genomas, y es por esa razón que se les llama elementos móviles. En las 

plantas, como en otros organismos, se pueden encontrar diferentes tipos de TEs, pero 

los arreglos genómicos que modifican y las alteraciones estructurales y regulatorias de 

la expresión de genes individuales que ocasionan son muy variables (SanMiguel y 

Bennetzen, 1998). 

Gran parte de la variabilidad genética de las plantas es explicada por eventos de 

movilidad de transposones y retrotransposones (Ckark y Kidwell, 1997; Pearce y col., 

1999), que provocan modificación y amplificación de secuencias o pérdida de las 

mismas por recombinación. Los elementos transponibles son segmentos de ADN con la 

habilidad para moverse entre los diferentes sitios de cromosoma y se mueve 

directamente el ADN en un "copiar y pegar" o "cortar y pegar", Estos re-arreglos 
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pueden formar nuevos genes, activar secuencias silenciosas o eliminar genes activos 

(Alberts y col., 1990). 

Los retrotransposones son un tipo de elementos transponibles que desempeñan un 

papel importante en la constitución del genoma y en la evolución de genes en las 

plantas. Estos elementos pueden reubicarse a través de la transcripción inversa de un 

ARNm transcrito a partir del elemento móvil (SanMiguel y col., 1996; Young-An y Kong, 

2003). Los retrotransposones se han encontrado en todo tipo de organismos, están en 

todas partes, 

2010; Malik 

dinámica y abundantemente en genomas de eucariotas (Sarilar y col., 

y Eickbush, 2001). Se clasifican en dos grandes grupos, de larga 

repetición terminal (L TR) y retrotransposones no-L TR también conocidas como 

elementos de linea, sobre la base de sus estructuras generales. 

Existen en la literatura, reportes de que al menos 65% del genoma del maíz está 

compuesto de retrotransposones L TR (Long Terminal Repeat), es decir 

retrotransposones que muestras secuencias terminales muy repetitivas (Meyers, y col., 

2001; Whitelaw y col., 2003). Los resultados de SanMiguel y Bennetzen (1998), indican 

que la diferencia entre el tamaño de los genomas del maíz y el sorgo, se debe 

principalmente al número de copias de secuencias de retrotransposones que posee el 

maíz, cuyo genoma reportaron con mediciones de citometría de flujo y tiene una 

dimensión en picogramos de 4.9 a 5.5, mientras que el sorgo es de entre 1.6 y 1.8 

picogramos. 

Los ISTR, pueden definirse como secuencias inversas, etiquetadas y repetidas y son 

marcadores moleculares basados en secuencias de retrotransposones que como se 

mencionó, existen en todos los organismos. Es una técnica basada en PCR (Reacción 

en cadena de la polimerasa) que comprende la síntesis enzimática in vitro de millones 

de copias de un segmento específico de ADN en presencia de una enzima polimerasa. 

La reacción se basa en el apareamiento y la polimerización enzimática de un par de 

"primers" o iniciadores (pequeñas moléculas de ADN de cadena sencilla) que sirven 

como referencia para iniciar la reacción. Estos iniciadores son sintetizados 

artificialmente de modo que sean complementarios a las secuencias de la región 
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"blanco". Los pasos fundamentales de la PCR son: desnaturalización, apareamiento y 

polimerización de la cadena de ADN (Ferreira y Grattapaglia, 1998). 

Los marcadores ISTR presentan una serie de ventajas con respecto a otros marcadores 

moleculares aleatorios y que los hace atractivos para la caracterización genética de las 

plantas y para estudios de variabilidad. Utilizan iniciadores universales, no es necesaria 

la visualización con radioactividad, amplifican un gran numero de loci (5 a 100), 

detectan un polimorfismo considerable, son altamente reproducibles, no requieren gran 

cantidad ni alta calidad de ADN y se aplican a un amplio espectro de organismos 

(Lightbourn y Villeux, 2003). Uno de los primeros trabajos realizados con el marcador 

ISTR es el reportado por Rhode (1996) en cocotero. En ese estudio se ponen de 

manifiesto las ventajas de este marcador. 

SSR (Short Sequence Repeats) o microsatélites 

Los microsatélites, son secuencias de nucleótidos constituidas por la repetición en 

paquete o "tandem" de dos o más nucleótidos (usulmente no más de seis bases). 

Históricamente, se había comenzado a llamar microsatélite, sólo a las secuencias 

repetidas de las bases Citocina-Adenina con su correspondiente Guanina-timina, CA 

(GT). El término hoy en día, suele utilizarse para designar a cualquier repetición de 

bases con este tipo de secuencias (Goldstein y Schlotterer, 1999; Chistiakov y col., 

2005). 

Las formas más comunes de microsatélites, son dinucleótidos tales como (CA)n: (GT)n, 

(GA)n: (CT)n, (CG)n: (GC)n, (AT)n: (TA)n, donde n es el número de repeticiones. En 

una serie en tandem, este número n es variable, pudiendo dar lugar a una gran 

cantidad de alelos para cada locus microsatélite en una población. Se trata de 

secuencias altamente variables, entre y dentro de individuos. La variación se manifiesta 

normalmente como diferencias en longitud entre los distintos alelos del mismo locus. 

Estas diferencias en longitud surgen de la existencia de un número diferente de 

repeticiones del motivo básico en cada caso. Se ha estimado que la tasa de mutación 

en los microsatélites varía entre 10-2 y 10-5 por generación y el mecanismo que explica 
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mejor su alto grado de polimorfismo en tamaño es la acumulación de errores 

producidos por el deslizamiento de la polimerasa durante la replicación del ADN 

(Hedrick, 1999; Balloux y col., 2000; Balloux y Lugon Moulin, 2002). 

El uso de las secuencias microsatelites como marcadores genéticos se inicia con el 

desarrollo y generalización de la PCR. A pesar de que los microsatélites poseen altas 

tasas de mutación, las regiones flanqueantes están más conservadas y se emplean 

para la amplificación especifica de los alelos de cada locus. Al final de los 80 es cuando 

se publican los primeros trabajos sobre el aislamiento y caracterización de 

microsatélites (Tautz, 1989). A partir de entonces su uso se ha difundido rápidamente, 

revolucionando los campos de la biologia molecular, la genética cuantitativa y la 

genética de poblaciones. Los SSRs han sido durante muchos años los marcadores 

preferidos para multiples objetivos, genética forense, test de paternidad, análisis 

poblacionales, estudios de diversidad e identificación varietal, construcción de mapas 

genéticos y estudios de asociación (Balloux y Lugon- Moulin, 2002). 

Los microsatélites reúnen una serie de características que los han convertido en 

marcadores de preferencia para el mapeo genético: 

1) Son numerosos y se distribuyen ampliamente a lo largo de todos los genomas 

eucariotas (Wright, 1993, Hamada y col., 1982; Tautz y Renz, 1984; Echt y 

Nelson, 1997; Liu y Cardes, 2004). 

2) Se heredan de modo mendeliano como marcadores codominantes, lo que 

facilita el seguimiento de su transmisión dentro de las poblaciones de mapeo 

(O'Connell y Wright, 1997). 

3) La mayoría de los loci microsatélite tienen un tamaño relativamente pequeño que 

facilita su aplicación por vía PCR (liu y Cardes, 2004). 

4) Son potencialmente transferibles entre parientes y/o especies próximas (Young y 

col., 1998; Estoup y Angers, 1998), especialmente cuando el locus microsatélite 

se encuentra dentro de una secuencia génica (Pardo y col., 2005; Nagy y col., 

2007). 

13 



Ésta última caracteristica los hace especialmente útiles para estudios de genómica 

comparada, ya que convierte a los microsatélites en excelentes puntos de anclaje para 

identificar cromosomas homólogos entre especies relacionadas (Kondon y col., 1993; 

Crawford y col., 1995; McConnell y col., 2000; Sakamoto y col., 2000) o respecto a 

especies "modelo" bien conocidas a nivel genómico, como en el caso de Arabidopsis 

thaliana (Stemshorn y col., 2005; Franch y col., 2006). 

Las ventajas que ofrecen los SSR se deben, en parte, al empleo de PCR con 

iniciadores largos, específicos de cada locus, ya que el tejido que se utiliza no necesita 

ser de mucha calidad, e incluso ADN en estado avanzado de degradación es suficiente 

para ser analizado. Su naturaleza codominante, que permite la distinción de 

homocigotos y heterocigotos, su amplia distribución en el genoma, su reproducibilidad y 

su elevada variabilidad (multialélicos) los han convertido en uno de los sistemas de 

marcadores genéticos más informativos y empleados. A pesar de que los SNPs (Single 

Nucleotide Polymorphism) están remplazando a los marcadores tipo SSR en estudios 

masivos, dado que pueden ser automatizados via plataformas de genotipado de alto 

rendimiento, los microsatélites siguen siendo marcadores muy empleados, 

especialmente en estudios con un menor número de individuos (Ellegren, 2004). 

En maiz, se han utilizado los microsatélites para estudios de similitud y relaciones 

genéticas entre líneas y entre especies. Senior y col. (1998) reportaron resultados para 

94 líneas mejoradas usando 70 diferentes iniciadores para SSR. Estos investigadores 

coeficientes de similitud entre las líneas, al mismo tiempo que diversidad genética 

dentro de las lineas; de acuerdo al análisis que realizaron, se formaron nueve grupos, 

correspondientes según reportaron, a principales grupos heteróticos y a tipos de 

endospermo. En tiempos recientes, uno de los trabajos representativos del "caso maiz", 

utilizó varias especies del género Zea para evaluar la utilidad de los microsatélites en el 

estudio de diversidad genética de ese género (Matzuoka y col., 2002). En el 

mencionado estudio, los autores utilizzaron 59 microsatélites en poblaciones silvestres 

de Zea diploperennis, Zea /uxurians, Zea perennis y Zea mays y encontraron que los 

SSRs son una poderosa herramienta en los estudios de filogenia, y de diversidad inter e 

intraespecífica. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las herramientas moleculares, son actualmente el procedimiento efectivo y confiable en 

el que se puede sustentar un análisis de fidelidad genética. Conservar un recurso 

fitogenético y preservarlo para la utilización en posteriores generaciones, implica 

verificar qué es lo que se está conservando. La comprobación de esa fidelidad 

constituye el factor que puede garantizar que el material que se está conservando es 

precisamente el que se colectó y el que preservará los genes de interés que lo hicieron 

objeto de la conservación. 

Lo anterior se torna particularmente importante cuando el material que se debe 

conservar es propagado por autofecundación, en donde deben observarse en campo, 

cuidados especiales y una estricta metodología para evitar contaminación con polen 

externo a la línea que se va a propagar. 

Utilizar los dos tipos de marcadores, proporcionará un perfil más confiable del material 

estudiado y permitirá tomar decisiones en cuanto a la fidelidad genética de las líneas de 

maíz conservadas en el banco de germoplasma. 

JUSTIFICACIÓN 

El maíz es una especie que tiene centro de origen y diversidad en nuestro continente, 

por lo tanto, la utilización de solo unas pocas especies y cultivares de alta productividad 

ha sido una práctica que provocó la disminución de poblaciones originales, Sin 

embargo, aún es posible encontrar una gran diversidad en diferentes regiones de 

nuestro país. 

El resguardar ese recurso en un banco de germoplasma, proporciona la posibilidad de 

contar a largo plazo con esa diversidad y por ende usarla como fuente de genes para 

mejoramiento y utilizar el potencial tanto alimenticio como industrial para generaciones 

futuras. Los bancos de germoplasma constituyen una reserva invaluable de la 

diversidad genética de cultivos agrícolas y de especies vegetales nativas, por lo que se 
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hace necesario, contar con herramientas que permitan detérminar la constitución 

genética de los materiales que son conservados en bancos de germoplasma. 

Por otra parte, los procedimientos para asegurar la continuidad de los materiales a lo 

largo del tiempo, implican muchas de las veces, metodologías que se aplican en campo 

para la multiplicación de las semillas. Estas metodologías no son cien por ciento 

controlables y a pesar de que tienen el objetivo de la preservación del material y que 

éste se conserve intacto genéticamente, se corre el riesgo de contaminaciones de 

germoplasma local. Verificar que se propaguen los materiales correctamente y que los 

genotipos se conserven, es de crucial importancia en el manejo de los recursos 

fitogenéticos. 

Los marcadores moleculares pueden ser una opción aplicable aún en los casos de 

materiales que se propagan por autofecundación y son conservados a través del 

tiempo. 

HIPOTESIS 

Los marcadores moleculares ISTR y SSR son herramientas complementarias y 

eficientes para comparar la constitución genética de las líneas de maiz CML282 y 

LUG282 conservadas por autofecundación en Banco de Germoplasma. 

OBJETIVO GENERAL 

Analizar diferentes regiones del genoma de las línea de maíz LUG282 que se propagó 

por varios ciclos de autofecundación de la línea CML282 y se mantiene conservada en 

el banco de germoplasma del CUCBA-UdG. 
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Objetivos particulares 

• Utilizar el marcador ISTR como herramienta asociada a la posición de secuencias 

de retrotransposones y comparar con éstos si existen cambios en el genoma de 

una línea de maíz CML282 que se ha mantenido por autofecundación. 

• Utilizar el marcador SSR como herramienta asociada a la posición de 

microsatélites en maiz y comparar si existen cambios para la línea CML282 que 

se ha autofecundado por varios ciclos. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Material biológico 

En este trabajo el material vegetal consistió en la línea de maíz CML282 con registro 

1164 ®'s, proveniente del CIMMYT, (®'s = autofecundaciones), la linea LUG282 con 

registro 1080-1081 ®'s, que es la versión propagada de la línea CML282 y como 

control, se utilizó la línea LUG03 con registro 1078-1079 ®'s que tiene un origen 

genético diferente a las anteriores (Figura .1 ). Los materiales fueron proporcionados por 

el Dr. José Ron Parra y se encontraban resguardados en el banco de germoplasma del 

Centro Universitario de Ciencias Biológicas y Agropecuarias de la Universidad de 

Guadalajara. 

Las semillas proporcionadas, fueron sembradas en invernadero, en charolas 

germinadoras, utilizando sustrato peal moss y agrolita 6:4 v/v. Se sembraron 40 

semillas de cada línea las cuales se mantuvieron bajo condiciones de invernadero hasta 

que las hojas alcanzaron un rango de altura de 12 a 15 cm. De cada línea se 

seleccionaron 30 plantas que fueron colectadas y mantenidas en condiciones de 

congelación (-20ºC) hasta la extracción de ADN. 
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Figura 1. Semillas proporcionadas por el banco de germoplasma del CUCBA (Centro 
Universitario de Ciencias Biológicas y Agropecuarias). 

Extracción de ADN 

La extracción de ADN se realizó de acuerdo al protocolo reportado por Saghai-Maroof 

y col. (1984). Este protocolo consiste en moler 0.35 g de material fresco con nitrógeno 

liquido y homogeneizar el polvo obtenido con amortiguador de extracción 2X CTAB 

(Tris-HCI 100mM (pH 7.5), NaCI 5M, EDTA 20mM, CTAB 2%, ¡3-mercaptoethanol 1% y 

bisulfito de sodio 1 %). Se incuba en baño maría a 60ºC durante 30 min. y se añade 

cloroformo:octanol. Se precipita el ADN con etanol. En el paso final se re-suspende el 

ADN en T.E. (Tris 10mM- EDTA 1mM) hasta su utilización en PCR (Reacción en 

Cadena de la Polimerasa). De esa manera fueron obtenidas las muestras de ADN para 

cada individuo colectado en cada línea. 

La calidad y la concentración del ADN extraída, se verificó de acuerdo a protocolos de 

espectrofotometría y electroforesis en geles de agarosa 1 % (Sambrook y Russell , 2001) 

(Anexo 1). 

Se utilizaron los marcadores moleculares Microsatélites e ISTR para realizar la 

comparación de los patrones de amplificación de las líneas CML282, LUG282 y como 

control, LUG03 . 
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SSR 

Se utilizaron diez iniciadores para SSR con ubicación en cada uno de los cromosomas 

del maíz. Las características de éstos se presentan en la Cuadro 1. 

Cuadro 1. Ubicación de los iniciadores para SSR de maíz, e información 
. complementaria para su aplicación en PCR. 

·;Jfiiciaóo.r.· 
. •p -- -s. 

phi120 1.11 AAG 

phi96100 2.01 ACCT 
phi099 3.04 AC 

phi076 4.11 AGCG 
GG 

phi109188 5.03 AAAG 

phi159819 6.08 
phi034 7.02 CCT 
phi121 8.03 CCG 
phi033 9.01 AAG 
phi96342 10.02 ATCC 

--.-~ .. Sentido 
60.3ºC GACTCTCACGGCGAGGTATGA 

57.2ºC AGGAGGACCCCAACTCCTG 

60.1ºC TACAAAAATCAGGACTGCGAAAAACC 
CAA 

60ºC TTCTTCCGCGGCTTCAATTTGACC 

54ºC AAGCTCAGAAGCCGGAGC 

56ºC GATGGGCCCTAGACCAGCTT 
56ºC TAGCGACAGGATGGCCTCTTCT 
59ºC AGGAAAATGGAGCCGGTGAACCA 
59.SºC ATCGAAATGCAGGCGATGGTTCTC 
59"C GTAATCCCACGTCCTATCAGCC 

.-._· 
~ii_ti;sá'niido_~L.: ,'.~_;:-/:c . 

TGATGTCCCAGCTCTGAACTGAC 

TTGCACGAGCCATCGTAT 

GTCGGTGTGTGATCCTTCCAC 

GCATCAGGACCCGCAGAGTC 

GGTCATCAAGCTCTCTGATCG 

GCCTCTCCCATCTCT 
GGGGAGCACGCCTTCGTTCT 
TTGGTCTGGACCAAGCACATACAC 
ATCGAGATGTTCTACGCCCTGAAGT 
TCCAACTTGAACGAACTCCTC 

*P= Cromosoma y Bin 
**S= Microsatélite detectado 
***T =Temperatura de alineación 

La PCR para este marcador se realizó con una mezcla de reacción con la siguiente 

composición: amortiguador PCR 1X, MgCI, 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM y Taq poi. 0.025U, 

en volumen final de 20 µL. 

Fue necesario determinar las temperaturas de alineación de algunos SSRs, para lo cual 

se realizaron gradientes de temperatura para los iniciadores descritos en el Cuadro 2. 

Cuadro 2. Rango de temperaturas del gradiente utilizado para la optimización de la 
PCR de algunos iniciadores SSR. 

~l~N~IC~l~A~D~O~R,.--~~~~--=R~A~N~G~O~P~R~O~B~A~D~O~ 

Phi9610 _48ºG .A57.2°C 
Phi120 54ºC a 60.3ºC 
pll_l9E;_~42 si 0 c a 5z,2°c 
Phi099 59ºC a 67.5°C 
Phi033 . 55ºC a 6D.3ºG. 
Phi121 55ºC a 60.3ºC 
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En la metodología para determinar la temperatura óptima de alineación, se tomó en 

cuenta una sola muestra, correspondiente a un individuo de cada línea y se utilizó para 

el gradiente un termociclador ESCO Micro Ud. Versión 2009-1.2. Los productos de la 

PCR de gradiente, fueron separados por electroforesis en geles de agarosa de alta 

resolución al 2% (Anexo 1). 

La amplificación se realizó con el siguiente programa: 35 ciclos consistentes en una 

temperatura de desnaturalización de 94ºC durante 1 min, la temperatura de alineación 

fue variante dependiendo de cada iniciador (Cuadro 1, Cuadro 2) y se aplicó por 1 min, 

72ºC durante 1 minuto y al final de los ciclos se terminó con 5 min a 72ºC para 

extensión final y se mantuvo a 4ºC. 

La resolución de los productos de amplificación para el marcador SSR fue hecha en 

geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 6o/o, que se tiñeron de 

acuerdo a protocolos convencionales de sales de plata (Sambrook y Russel, 2001) 

(Anexo 1). 

ISTR 

Para el caso de los ISTR, se probaron dos combinaciones de iniciadores cuyas 

secuencias se presentan en el Cuadro 3. 

La PCR se llevó a cabo en una mezcla de reacción con la siguiente composición: 

Amortiguador PCR 1X, MgCl2 3mM, dNTPs 0.25 mM, Taq poi. 0.025, en un volumen 

final de 20 µL. 

La amplificación se realizó con el siguiente programa: 40 ciclos que en cada iniciador 

consistió en una temperatura de desnaturalización de 95ºC durante 3 min 30 s, la 

temperatura de alineación que se utilizó, fue de 45ºC durante 1 min, 72ºC durante 2 min 

y al final de los ciclos se adicionaron 1 O min a 72ºC para extensión final y una 

temperatura de conservación de 4ºC. 
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Cuadro 3. Secuencia de los iniciadores para el marcador ISTR utilizados en el presente 
trabajo. 

Iniciadores ISTR (Sentido) 

F31 
F61 

lniCi_áciores ISTR (Anti-sentido) 

881 
831 

Secuencia de 5'.a-3'- ,. •' 

i - ·~_::··:~-

GTCGACATGCCATCTTTC 
ATATATGGACTTAAGCAAGCA 

Secuenda de 5' a 3' 

CCTCCTTATTGGGAATGATAT 
ATTCCCATCTGCACCAAT 

La resolución de los fragmentos del marcador ISTR se realizó en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% (poliacrilamida + urea) y se tiñeron con 

protocolo basado en la utilización de sales de plata (Sambrook y Russel, 2001). (Anexo 

1). 

Análisis de datos 

En el caso de los marcadores microsatélites (SSR) se obtuvo una matriz el tamaño de 

peso molecular para cada individuo y cada iniciador. El peso molecular de las bandas 

fue determinado mediante el software Kodak Molecular lmaging, versión 4.0. Se calculo 

la matriz de correlación a partir de los datos se determinó distancia genética y análisis 

de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group with Arithmetic Average). Los 

resultados se presentan en un dendrograma. Adicionalmente se realizó un análisis de 

estructura genética usando el programa STRUCTURE versión 2.3.1 (Pritchard y col., 

2000). Este programa permite inferir parámetros de referencia de diferenciación 

genética por individuo, basados en la probabilidad condicional (teorema 8ayesiano) y 

simulación de grupos. Se utilizo un modelo para 90 individuos y 10 loci, usando 10000 

iteraciones y 10000 repeticiones y un K~2 a 6, donde K es el numero de grupos 

simulados. 

Para el caso de los marcadores ISTR, se registró la presencia/ausencia de bandas 

amplificadas obtenidas de los geles de poliacrilamida. Con estos datos se construyó 

una matriz binaria. Se calculó el porcentaje de polimorfismo detectado por cada 
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combinación de iniciadores, considerando como monomórficas las bandas presentes en 

más del 95% de los individuos. 

Para calcular el nivel de similitud genética entre las líneas comparadas se utilizó el 

coeficiente de similitud de Jaccard [F =Mxy I (Mt - MxyO)] donde Mxy se refiere al total 

de número de bandas compartidas entre los individuos x y y; Mt es el número total de 

bandas en el conjunto de datos; y MxyO es el número total de bandas ausentes en el 

conjunto de datos, ya sea en x o en y. Este coeficiente es adecuado para ta estimación 

de similitud genética para datos provenientes de marcadores dominantes (Lowe y cols. 

2004). El análisis de agrupamiento se realizó utilizando el método UPGMA, incluyendo 

la información obtenida con los dos marcadores y también por separado. Las 

estimaciones estadísticas se realizaron utilizando el programa NTSyS versión 2.11 

(Rohlf, 2002). En este caso se realizo también un análisis de estructura genética con el 

programa STRUCTURE (Pritchard, y col., 2000) Se utilizó un modelo para 90 individuos 

y 28 loci, usando 8000 iteraciones y 8000 repeticiones y un modelo de grupos de K=2 a 

K=6. 
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RESULTADOS 

Gradientes de temperatura de alineación de los SSRs. 

El resultado para los gradientes, indicó la temperatura optima de la alineación en la 

PCR de los iniciadores de SSR. Se reporta en el Cuadro 4. La metodología seguida en 

esta determinación, estuvo basada en el ADN de una muestra (un individuo) de cada 

línea analizada, es decir, un individuo amplificado con diez diferentes temperaturas en 

cada iniciador. 

En las Figuras 2, 3 y 4 se puede observar la intensidad de las bandas obtenidas en la 

PCR de gradiente, la fluctuación de la intensidad no es la misma en todas la bandas 

para cada individuo. Debido a que se utilizó un rango de diez temperaturas, se 

obtuvieron diez bandas para cada individuo, de las cuales, con un criterio visual, se 

seleccionaron aquellas que correspondieran a la misma temperatura en los individuos 

de cada línea y que indicara por la intensidad de la banda, la temperatura óptima para 

utilizar en la PCR con todos los materiales. Los resultados de temperatura óptima 

generados en esta prueba, se muestran en el Cuadro 4. 

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de muestras de la PCR del gradiente de 
temperatura para el iniciador phi9610. LUG03 pozo 1-1 O; CML282 pozo 11-20; LUG282 
pozo 21-30. Las flechas indican la banda con la temperatura óptima de 57.2ºC. M= 
marcador de peso molecular 200pb. 
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de muestra de PCR del gradiente de 
temperatura para el iniciador phi099. LUG03 pozo 1-10; CML282 pozo 11-20; LUG282 
pozo 21-30. Las flechas indican la banda con la temperatura óptima de 60.1ºC. M= 
marcador de peso molecular 200pb. 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de muestra de PCR del gradiente de 
temperatura para el iniciador phi121. LUG03 pozo 1-10; CML282 pozo 11-20; LUG282 
pozo 21-30. Las flechas indican la banda de temperatura óptima de 59ºC. M= marcador 
de peso molecular 200pb. 

Cuadro 4. Temperaturas óptimas para iniciadores de SSR determinadas a partir del 
gradiente de temp_e_ra_t_u_ra_. _______________ _ 

INICIADOR 

"Plíi$610._ .. 
Phi120 

. f>lii96342 
Phi099 
Ph_i_03=! 
Phi121 

_.,.·-_·· 

TEMPERATURA 
ÓPTIMA 

>- ¡;z,;¡.•c 
60.3ºC 
59'.C. 

60.1ºC 
59'.ÉiºC 
59ºC 
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Las temperaturas indicadas en el cuadro anterior, fueron las utilizadas en las PCR para 

el presente estudio. 

Resultados para SSR 

Para obtener los genotipos con cada SSR, fue necesario realizar tres geles para cada 

iniciador. En cada gel se dispusieron las muestras correspondientes a los 30 individuos 

de cada linea, lo que resultó en un total de 30 geles para los iniciadores considerados 

(Anexo 11). En la Figuras 5, se muestran como ejemplo, los patrones de amplificación o 

separación de los fragmento por electroforesis en geles de poliacrilamida de los 

iniciadores phi034 de la linea LUG03, del iniciador phi076 en la linea LUG282 y el 

iniciador phi109188 en la línea CML282. Se produjeron de una a dos bandas por 

muestra, dependiendo de los alelos detectados con cada iniciador (Figura 5). El tamaño 

de los fragmentos obtenidos, corresponde a lo esperado para cada iniciador (Maize 

GDB, 2012). 

Se realizó una matriz con los datos de tamaño molecular de cada alelo y se cuantificó el 

número de individuos de cada genotipo. El resultado se presenta en el Cuadro 5. Los 

iniciadores que detectaron diferencias genéticas entre las lineas CML282 y LUG282, 

fueron phi96100, phi076 y phi034 que corresponden a los cromosomas 2, 4 y 7. La 

linea control LUG03 mostró diferencia genéticas con las lineas anteriores, respecto a 

los loci phi120, phi076 y phi034, cromosomas 1, 4 y 7 respectivamente. 
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Figura 5. Patrón de amplificación para iniciadores de SSR en maíz. a) phi034, línea 
LUG03; b) phi109188, línea CML282; c) phi076, línea LUG282. M= marcador de peso 
molecular 100 pb. 

Cuadro 5. Genotipos e 
analizadas con SSR. 

individuos polimórficos encontrados en tres líneas de maíz 

~L-O_C_l~~~~-L-l_N_EA-.-... -,~~~G-E_N_O_T_IP-0~~~1-N-D-·•-· 

phi96100 

phi099 

; ':,-:'';'",;~'.:.:·\:, ,,_. . :'~_.,,,.,,,. :;-/ 

· LO'fg~:: •.. · •: • 35gp85 • 

·· cMGll2 > . 39oÚ;o . 
L~¿2;{ .·· .· · 390/390 ~b 
LUdoi .. 290/290 22 '.f 

.~··:. 

::>~ ' '' ·~··~:' 

··• L; :• • : 2,9.~(?0,4• ' : )j.J(\. 
611.1(~:-gg; :\c\ ·i9oTi9o , .. · ... ··'-" ; {j~ ' 

., ' ; . .._; ... ,.,.,. . -· . ,. . ~, .... _.. -~r· ~-

.' ·.• •••.•• ' •·290/304. .·.J) .. •:;. 
L~~zb~·;:;;. C ;901290 iá'..'. 

-~----' ' :•'-::;;_ 
·:·::::/ 

~uGb3 ... · 
. C~L~~;) 
L~Gl~; _. 

• 290/304 

344/344 

344)344 

344/344 

u!6o;:.' ' 35013.50. 

320/320 3 : 
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phi076 CML282 350/350 30 

LUG282. 350/350 30 

LUG03. 313/313 30< 

phi1D9188 . CML282 
__ ,_ .. ·-·: 

.· 30 

phi159819 

phi121 

phi96342 

El dendrograma obtenido con los datos generados con SSR (Figura 6), muestra una 

separación clara entre los materiales pertenecientes a la linea LUG03 que es una linea 

de origen diferente a CML282 y LUG282. En esta linea, que es un material de 

referencia (LUG03) puede observarse la variabilidad entre los individuos, en donde se 

encontraron algunos con igual genotipo y otros con valores de distancia genética que 

fluctúan entre 0.032 y 0.15. Este rango contrasta con la similitud entre individuos de 

CML282 y LUG282 que tienen diferencias entre si de 0.00 a 0.04. 
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Entre los individuos de la linea CML282, la distancia genética es cero, lo cual se 

traduce como uniformidad genética entre los mismos. Se pudo observar que después 

de las autofecundaciones realizadas para propagar la linea, se produjeron cambios que 

fueron detectados a nivel molecular. En el dendrograma (Figura 6), se puede observar 

que la distancia genética entre la línea CML282 y LUG282 es de 0.102 (distancia 

genética). Lo esperado en este caso, sería que los materiales permanecieran 

genéticamente iguales, ya que el mejor plan para su conservación, es que se mantenga 

la misma identidad genética en ellos. 

Los bancos de germoplasma constituyen una estrategia para preservar la diversidad 

genética de plantas como el maíz, en donde se conservan tanto variedades criollas 

como materiales híbridos que puedan ser empleados en planes de mejoramiento o para 

reintroducir en lugares en los que se ha perdido el germoplasma original (Rocha y col., 

2009) . Por este motivo es de suma importancia, documentar la identidad genética de 

los materiales resguardados en los bancos de germoplasma. Sin embargo, no se ha 

reportado previamente un estudio que documente la variación genética que puede 

ocurrir cuando los materiales se propagan para conservarse a lo largo del tiempo. 

Los resultados observados con los SSR demuestran su gran variabilidad, además de 

su típica condición multialélica en donde pueden encontrarse hasta cinco alelos por 

locus (Matsuoka y col., 2002). Estas propiedades han permitido que los SSR sean 

utilizados en estudios de evolución y diversidad (Warburton y col., 2001; Matsuooka y 

col., 2002) y en el caso del presente trabajo, pudieron detectar cambios en la línea 

proveniente de autofecundaciones por varios ciclos. 
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Figura 6. Dendrograma donde se muestra el agrupamiento para tres lineas de maíz 
con distancia genéticas calculadas a partir de marcadores SSR. Individuos A1-A30, 
LUG03; A31-A60, CML282 y A61-A90, LUG282. 

Utilizando el programa STRUCTURE se obtuvo una diferenciación entre las lineas 

estudiadas. Se confirmó la existencia de diferencias genéticas tanto entre la linea de 

referencia LUG03 como en algunos . individuos de la linea LUG282 originada por 

autofecundación de la linea CML282. 
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Figura 7. Gráfico producido con el programa STRUCTURE para SSR, donde se 
muestran cinco simulaciones (K;;;;2 a K;;;;6) para las tres líneas de maíz estudiadas. En 
cada simulación (K) se presentan los grupos con diferente color. 

El análisis con este programa, consiste en hacer simulaciones asumiendo diferente 

número de grupos (K), en el caso de los SSR se efectuaron de K;;;;2 a K;;;;6 (cinco 

simulaciones). A cada grupo K se le otorga un color diferente, de manera que en la 

gráfica, se produce como resultado un color o combinación de colores a cada individuo, 

según el grupo al que pertenezca, basado en las matrices que alimentaron el programa. 

Sí algún individuo posee varios colores, es representación de que comparte secuencias 

con otros individuos o grupos, detectadas con ese marcador. 
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El reporte de resultados que arroja el programa, indica que para los análisis con SSR, 

la simulación más acorde es K=3 (Figura 7); esto es basado en el valor de probabilidad 

asignado por el algoritmo usado por el software, es decir, LnP(D) = -583.7 (Cuadro 6). 

Este resultado corresponderia a tres grupos genéticos diferentes y esto es debido 

probablemente a que durante las autofecundaciones, la linea LUG282 se vio infiltrada 

con germoplasma local, es decir, polen externo a las líneas usadas. 

Cuadro 6. Resultados obtenidos con el programa STRUCTURE para las simulaciones 
hechas con datos de SSR en tres lineas de maíz. 

Parameter Set Run K LnP(D) ol F>t - 1 Fst_2 Fst_3 Fst_ 4 Fst_S Fst_6 

Name 

microsatelites_run_l 1 -751.4 0.038 -

microsatelites_run_2 2 -591.7 0.0484 0.4702 0.2926 -

microsatelites_run_3 3 -583.7 0.0431 0.3966 0.3539 0.4024 -

microsatelites_run_ 4 4 -672 0.042 0.0704 0.168 0.1647 0.4572 -

microsateli tes_ru n _ 5 5 -614 0.0429 0.4571 0.0844 0.0044 0.0575 0.0397 

microsatelítes_run_6 6 -616.9 0.0414 0.0001 0.0267 0.0468 0.0062 0.4653 0.0278 
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Resultados para ISTR 

Para ta separación de los fragmentos obtenidos con el marcador ISTR se analizaron 1 O 

geles con et total de los 90 materiales para cada iniciador (Anexo ti). En ta Figura 8 se 

muestran los patrones de amplificación para las combinaciones de ISTR utilizadas en el 

presente trabajo. En esta figura se puede apreciar ta diferencia entre ta distribución de 

tas bandas para cada iniciador. La combinación F31-B31 produjo un patrón genético 

más uniforme. 

Para el caso del marcador ISTR, que se basa en secuencia de retrotransposones, es 

importante señalar que existen combinaciones, como es el caso de los iniciadores F61-

B81 usada en este trabajo, que detectan mucha variabilidad a nivel individual, tas 

cuales representan la movilidad que tienen algunos retrotransposones dentro del 

genoma de ta especie. La importancia del resultado presentado en esta combinación 

radica precisamente en ta posibilidad de combinar ta visión que puede tenerse de ta 

condición genómica de tas líneas y que no ha sido utilizada previamente para ta 

caracterización de materiales que, como el maíz, se manipulan en campo a través de 

autofecundaciones con ta finalidad de conservarlos. Este resultado es evidencia de et 

característico movimiento de tos retrotransposones, que según Bennetzen, (1996), 

catalizan su propio movimiento. 
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Figura 8. Patrón de amplificación para ISTR en geles de poliacrilamida. a) iniciador F61-

B81 de la línea LUG03; b) iniciador F31-B31 de la linea LUG03. M; marcador de peso 

molecular 1kb. 

El porcentaje de polimorfismo que se detectó con la combinación F61-B81 fue muy alto, 

de 90 a 93%, contrastando con el detectado por la combinación F31-B31, que fiuctuó 

entre 42 y 64% (Cuadro 7). Esa detección de variabilidad convierte a esta combinación 

en no adecuada para resolver la pregunta planteada para el presente trabajo. Debido a 

estos resultados, el análisis de los datos incluyó sólo la matriz generada con la 

combinación F31-B31. 

33 



Cuadro 7. Porcentaje de polimorfismo detectado con dos combinaciones de iniciadores 
para ISTR en tres líneas de maíz. 

INICIADOR LOCI POLIMORFICOS 
F6;1,B81 LUG03 30 

F31-B31 

Promedio 

CML282 31 
CUG282 31 

LUG03 18 
CML282. 12 
LUG282 15 

Promedio··.· 

PORCENTAJE 
90 % 
93% 

·.' .93. o/o. 
91.5% 

64 % 
42%·. 
53% 
53o¡,·· 

El dendrograma obtenido a partir de los datos generados con ISTR, muestra mayor 

variabilidad entre los individuos que la detectada con SSR. Sin embargo, con este 

marcador, también se realizó una separación clara entre las líneas analizadas, 

quedando en un grupo aparte, la línea LUG03 que es de un origen genético diferente a 

las otras dos líneas. 

El nivel de similitud que se detectó entre los individuos de LUG03 fiuctuó entre los 

valores 0.66 y 0.95 del coeficiente de Jaccard (Figura 9), esto significa una variación 

promedio de 0.29 lo que muestra la gran variabilidad genética que se detecta con este 

marcador. Dicho de otra manera, se detectó que entre los individuos analizados de 

LUG03, hay algunos que comparten el 66% y otros el 95% de las secuencias 

detectadas por este marcador. 

Los valores de coeficiente de Jaccard para LUG282 y CML282 son mayores, se 

encontraran en el rango de 0.81 a 0.99 del coeficiente de Jaccard, lo que significa una 

diferencia de 0.18 (en la similitud de los individuos). Lo anterior significa que con este 

marcador se detectó menor diferencia genética entre líneas y entre individuos de las 

líneas CML282 y LUG282. 
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Coeficiente de Jaccard 

Figura 9. Dendrograma donde se muestra el agrupamiento para las líneas de maíz 
CML282, LUG282 y LUG03 con coeficientes de similitud calculados a partir de la matriz 
binaria de presencia/ausencia generada con ISTR (combinación F31-B31). Individuos 
A1-A30, LUG03; A31-A60, CML282 y A61-A90, LUG282. 
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Esto es contrastante con lo que se detectó con SSR, probablementedebido a la 

sensibilidad de este marcador molecular . 
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Figura 1 O. Gráfico producido con el programa STRUCTURE para ISTR(combinación 
F31-B31 ), donde se muestran cinco simulaciones (K=2 a K=6) para las tres líneas de 
maíz estudiadas. En cada simulación (K) se presentan los grupos con diferente color. 

En lo que respecta al análisis con el programa STRUCTURE, se obtuvo que la 

simulación más acorde a los datos, fueK=5.Esto es basado en el valor de probabilidad 

asignado por el algoritmo usado en el software y corresponde a un valor de LnP(D) -

987.9 (Cuadro 8). 

Este resultado correspondería a cinco grupos genéticos diferentes. En este caso, se 

observó también una diferencia importante entre las líneas CML282 y LUG282, las 

cuales se esperaba que permanecieran iguales después de los ciclos de 

autofecundación. 
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No se debe perder de vista que el marcador ISTR está basado en secuencias de 

retrotransposones, lo cual puede explicar que al infiltrarse germoplasma diferente al que 

se trata de conservar, se detecte movimiento en las secuencias, debido a la movilidad 

de esos elementos móviles. 

Cuadro 8. Resultados obtenidos con el programa STRUCTURE con datos de ISTR en 
tres líneas de maíz, con seis simulaciones. 

Parameter Set K LnP(D) ,, Fst_1 Fst_2 Fst_3 Fst_4 Fst_5 Fst_6 

Run Name 

cml_run_ 1 1 -1603.3 0.0086 -

cml_run_2 2 -1267.9 0.0825 0.2890 0.4983 

cml_run_3 3 -1144.3 0.0713 0.5594 0.2558 0.5201 

cml_run_4 4 -1067.2 0.0551 0.3240 0.3505 0.5765 0.5544 

cml_run_S 5 -987.9 0.0478 0.3858 0.8556 0.5635 0.3117 0.7049 

cml_run_6 6 -1050.5 0.0457 0.5335 0.0739 0.8809 0.4092 0.2500 0.7211 

La sensibilidad del marcador ISTR para detectar variabilidad, ha sido reportada en 

diversos casos, como ejemplo, se tienen los trabajos hechos para Vitis vinifera (Sensi y 

col., 1996) en donde los autores utilizaron este mismo marcador ISTR comparándolo 

con AFLPs (Amplified Fragment Lenght Polymorphism). En este caso, se reportó una 

comparación entre 19 genotipos de uva para vino y se quería documentar la 

uniformidad genética y relación entre los materiales. El polimorfismo que detectaron con 

el marcador ISTR fue del orden del 71 % y con AFLPs del 57.6%; esto contrasta con lo 

encontrado en el presente trabajo para maíz, ya que se encontró un promedio de 53%. 

Estas diferencias pueden deberse fundamentalmente a la forma de propagación de los 

materiales, ya que en el caso de la vid, los autores reportaron que en los cultivares 
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analizados se observaba alta variabilidad genética, en cambio en las líneas de maíz 

analizadas en este trabajo, se asume que las autofecundaciones mantienen la 

condición homocigota de los individuos. 

Por otra parte se han reportado trabajos hechos con el género Agave tequilana (Infante 

y col., 2006; Torres-Morán y col, 201 O) utilizando también los marcadores ISTR y AFLP. 

La comparación con estos trabajos es importante ya que los agaves son plantas que se 

propagan predominantemente por via asexual y estos marcadores son capaces de 

detectar diferencias a nivel individuo. Los reportes en este tipo de plantas, sugieren que 

los ISTR son muy sensibles a la detección de diferencias, debido a la naturaleza del 

marcador, es decir, la detección de la posición de secuencias basadas en 

retrotransposones, supone la detección del movimiento de éstos dentro del genoma de 

los individuos. Debido a que los retrotransposones son elementos móviles dentro del 

genoma, las diferencias pueden aparecer tanto en individuos de propagación agámica 

como sexual. En el caso del agave, Torres-Morán y col. (2010) reportaron diferencias 

entre clones de agave micropropagado, en niveles que fiuctuaron entre el 15 y el 5%. 

La capacidad de los ISTRs para detectar diferencias entre individuos de la misma línea, 

puede permitir a los mejoradores, detectar individuos específicos que pudieran ser 

probados en posteriores trabajos sobre heterosis y aptitud combinatoria. 
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CONCLUSIONES 

v' Los marcadores moleculares ISTR y SSR han demostrado ser herramientas 

complementarias y eficientes en el análisis de diferentes regiones del genoma 

del maíz. 

v'Los microsatélites (SSR) permitieron observar unifonmidad genética entre los 

individuos pertenecientes a la línea CML282 y detectaron diferencias con la línea 

LUG282 para tres loci en los cromosomas 2, 4 y 7. 

v'La capacidad de los ISTRs para detectar diferencias entre individuos de Ja misma 

línea, convierte a este marcador en una herramienta para detectar diferencias 

muy sutiles entre los individuos, lo cual puede ser utilizado para detectar 

individuos específicos que pudieran ser seleccionados en posteriores trabajos 

sobre heterosis y aptitud combinatoria. 

v'La utilización de ambos marcadores, permitió generar información sobre regiones 

del genoma que son complementarias para detectar polimorfismo a nivel 

individuo. 

v'Durante los ciclos de autofecundación a Jos que se sometió la linea CML282, se 

generaron cambios en algunos de los individuos, debido probablemente a 

infiltración de germoplasma local. 

v'La variabilidad detectada con Ja combinación F61-881 de ISTR inhabilita ese 

marcador para comparar el cambio que puede existir entre las líneas 

comparadas. 
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ANEXO 1 

Protocolo de Saghai-Maroofy col. (1984) 

1. Programar el baño maria a 60ºC. 

2. Triturar 0.350 g. de tejido con nitrógeno liquido en mortero con pistilo. 

3. Agregar 0.5 mi de amortiguador CTAB 2X y moler nuevamente hasta que la 

mezcla quede homogénea. 

4. Transferir la mezcla a tubos eppendorff de 2 mi e incubar 30 mina 60ºC en baño 

maria 

5. Dejar enfriar por 1 O min para que la mezcla regrese a temperatura ambiente. 

6. Agregar volumen igual de cloroformo:octanol (24: 1) e invertir los tubos 

continuamente por 5 min. 

7. Centrifugar a 12000 rmp por 10 min. 

8. Recuperar el sobrenadante a un tubo limpio (tubo de 2 mi la primera vez y tubos 

de 1.5 mi la segunda vez). 

9. Repetir paso 6, 7 y 8. 

10.Agregar un volumen igual de alcohol isopropilico fria (-20ºC) y mezclar por 

inversion hasta que el ADN precipite. 

11 Centrifugar a 5000 rmp durante 5 min. Decantar el isopropanol y agregar 1.0 mi 

de 76% Et0H/0.2M Na-acetato. 

Dejar el ADN en esta mezcla por 20 min (se puede parar en este punto si es necesario 

y continuar mas tarde en el dia ). Agitar por 5 minutos antes de continuar al paso 12. 

Centrifugar 5000 rmp por 5 min. 

12. Decantar el 76% Et0H/0.2M Na-acetato y agregar 0.5 mi de 76%EtOH/10mM 

NH4-acetato. Dejar el ADN en esta mezcla por 1 o 2 min., centrifugar de nuevo y 

luego decantar el 76% 76%Et0H/1 OmM NH4 -acetato. 

13.Agregar 50 a 100 µI de T. E., la cantidad depende de que tan buena fue la 

obtención de ADN. Colocar a 4ºC durante la noche para que el ADN se 

resuspenda en la solución. 
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14. Al día siguiente centrifugar por 1 O min para eliminar las partículas no disueltas y 

transferir el sobrenadante a un tubo limpio. 

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES 

Tris1 M ph 7.5, 8-0 o 9.5 (PM=121.14) 

1. Disolver 121.14 g de TRIS-Base en 750 mi de dH20. 

2. Añadir HCI hasta alcanzar el pH deseado (75 mi HCl=pH 7.5; 49 mi 

HC1=8.0). 

3. Aforar a 1000 mi con dH20. 

Cloruro de sodio (NaCI) 5 Ml (PM=58.44) 

Este producto puede encontrarse ya preparado como reactivo especial para biología 

molecular. 

EDTA 0.5 M pH 8.0 (PM= 372.24) 

1. Disolver 186.12 g de Na2EDTA-2H20 en 750 mi de dH20. 

2. Añadir pellets de NaOH hasta alcanzar un pH de 8.0. 

3. Cuando el EDTA este disuelto, aforar a 1000 mi con dH20. 

BUFFER T. E. 

10 mM Tris 

1 mM EDTA (pH 8.0) 

TES/S/CUCBA 
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2X CTAB + Bisulfito de sodio 

QOMPUESTOS 

Tris-HCI 1M pH 7.5 u 8 

CTAB 

NaCI 5 M 
EDTA 0.5 M pH 7.5 u 8 

{3-mercaptoetanol* 

Bisulfito de sodio 

- Cantidad eii· VoiUmen·--Final 
· de100ml 

10 mi 

2g 

28 mi 
4ml 

1 mi 

1 g 

Conc:entra:ciOrl fin_i:i_('.-· 

100mM 

2o/o 

700mM 
20mM 

1 o/o 

1 % 

*Añadir en el momento de usarlo aforar con agua destilada a 100 mi. 

76% ETOH/0.2M Na-acetate 

'·::';:~~:::::$,_a~;:ryp,~--~~~óL_ '. :.::. 
Acetato de sodio 
Etanol (ETOH) 95% 
dH20 

.· • . cal1íidad 
2.72 g 
80 mi 
Aforar a 100 mi 

76% ETOH/10mM NH4-acetate 

:.9ii!lifill§.&5s.:~··.·· .•· i5i!.í:ii!é!ad• 
Acetato de amonio 0.077 g 
Etanol (EJOH) 95% 80 mi 
dH20 Aforar a 100 mi 

Reacción tipica de PCR para ISTR (Rhode 1996. Osario y col.. 2006) 

~ J~~e.:..~~I&.Qi:__.:· .. ~<; .. ;::":, · 
H20 
Buffer PCR 5X con MgCl2 
MgCl2 25 mM 
iniciador F (sentido) 
iniciador R (anti-sentido) 
dNTPs 10 mM 
Taq. poi. 5 U 
ADN 25 ng 

1X 
3mM 
0.3 uM 
0.3 uM 
0.25 mM 
0.025 u 
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PROGRAMA TERMOCICLADOR ISTR 

95º 3min 
95º 30 s 
45º 1 min 40 ciclos 
72º 2 min 
72º 10 min 
4º 00 

Reacción típica de PCR para SSR 

::, .. 1~~~~rf 3~~~}~2:;~}_:_:· 
H20 
Buffer PCR 1 OX 
MgCl2 50 mM 
Iniciador F (sentido) 
Iniciador R (anti-sentido) 
dNTPs 10 mM 
Taq. Polim. SU 
ADN 25 ng 

1X 
1.5 mM 
0.25 uM 
0.25 uM 
0.2mM 
0.025U 

PROGRAMA TERMOCICLADOR SSR 

94º 1 min 
94º 1 min 
(•)1min 
72" 1 min 
72º 5 min 
4° 00 

35 ciclos 

(•)la temperatura de alineación fue variada dependiendo de cada iniciador. 

COMPONENTES DE GEL DE AGAROSA DE ALTA RESOLUCIÓN 

Low Range Ultra Agarose 2%, TBE 1X 

COMPONENTES DE GEL DE AGAROSA 

Agarosa 1 %, TBE 0.5% 
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COMPONENTES DE GEL DE POLIACRILAMIDA 

Acrilamida 6%, TBE 1X, urea 7M, Persulfato de amonio 0.06%, TEMED 0.012%. 

TINCION CON SALES DE PLATA 

l' Solución Reveladora: Hidróxido de sodio 3%, 1.5% de Formaldehido-37%. 

l' Solución fijadora: Acido Acético Glacial 0.5%, etanol 1 %. 

l' Solución de Nitrato de Plata: Nitrato de plata 2%, disuelto en solución fijadora. 

PASOS 

~~ªJ_ti:d1§iJit':2~: .·• . ;;;. J · " . flf:l\'IP.tL~. :_ · .. ··'"·'· :·:·.··''''·' 
Solución fijadora 5 min 
Decantar solución fijadora 
Solución Nitrato de plata 5 min 
Decantar 
Lavar con H20 dd 
Solución reveladora Hasta aparición de bandas 
Enjuagar con H20 
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