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RELACION ENTRE LA DISTANCIA GENETICA Y GEOGRAFICA EN MAICES
TUXPENO Y CONICO NORTENO EN MEXICO

RESUMEN
La cuantificacion e identificacion de la variacion genética de las accesiones es
atil dentro de los bancos de germoplasma para usarse en los programas de
mejora genética como una estrategia importante en el mantenimiento de los
cultivares. La diversidad genética-molecular de accesiones de maiz que se
encuentran en algunos de los principales ambientes de produccién en México se
investigdb mediante genotipado por secuenciacion (DArTseq) de alta calidad. Los
marcadores DArTseq mostraron nuevas variaciones de polimorfismo de
nucleétido Unico (SNP) en variedades locales que estuvieron asociadas a
adaptacién de ambientes estresantes por sequia y calor. Esto puede abrir nuevas
vias para el pre-mejoramiento, al enriquecer el germoplasma élite con nuevos
alelos para tolerancia al estrés abidtico. La raza de maiz tropical Tuxpefio es muy
conocida porque ha contribuido en gran medida al desarrollo de los bancos de
germoplasma de maices tropicales y subtropicales. Con el fin de investigar la
forma en que podria ser explotada esta variacidbn genética existente en los
bancos de germoplasma para una mejora futura de maiz, un conjunto de
muestras fue caracterizado mediante el uso de marcadores SNP obtenidos por
DArTseq. El analisis incluy6 accesiones de las razas Tuxpefio y Conico Nortefio
de la coleccién localizada en el banco de germoplasma del Centro Internacional
de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMyT), evaluando un total de 1965 entradas
con 30 plantas cada una. Se aplic6 un enfoque de combinacion entre los datos
geograficos del pasaporte del banco de germoplasma y datos moleculares
provenientes del genotipado de estas dos razas de maiz. El analisis individual de
las razas mostr6 una mayor correlacion entre distancias genéticas y geograficas

para la Conico Nortefio que para Tuxpefio.

Palabras clave: Zea mays; estrés hidrico; genotipificacion por secuenciacion.

Tesis de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Noemi Guadalupe Ortega Jiménez
Director de Tesis: Juan Porfirio Legaria Solano. Xiii



RELATIONSHIP BETWEEN GENETIC AND GEOGRAPHIC DISTANCES IN
TUXPENO Y CONICO NORTENO MAIZE IN MEXICO

ABSTRACT

Quantification and identification of genetic variation of accessions are useful
within germplasm banks for use in genetic breeding programs as an important
strategy in the maintenance of cultivars. The genetic-molecular diversity of maize
accessions that are found in some of the major production environments in Mexico
was investigated by genotyping by sequencing (DArTseq) of high quality.
DArTseq marks showed new variations of single nucleotide polymorphism (SNP)
in local varieties that were associated with adaptation to stressful drought and
heat environments. This may open new pathways for pre-breeding, enriching elite
germplasm with alleles for abiotic stress tolerance. The tropical maize Tuxpefo
race is well known because it has contributed greatly to the development of
tropical and subtropical maize germplasm banks. In order to investigate how this
genetic variation existing in germplasm banks could be exploited for future maize
improvement, a set of samples was characterized by use of SNP markers
obtained from DArTseq. The analysis included accessions of the Tuxpefio and
Conico Nortefio races from the collection located in the International Maize and
Wheat Improvement Center (CIMMyT) Germplasm Bank, evaluating a total of
1965 entries with 30 plants each. An approach combining the geographic data of
the passport of the germplasm bank and the molecular data from the genotyping
of these two maize races was applied. The individual analysis of the races showed
a higher correlation between genetic and geographic distances for Cdnico

Nortefo than for Tuxpenio.

Keywords: Zea mays, water stress, genotyping by sequencing

Master Degree Thesis in Agricultural Biotechnology Sciences, Universidad Auténoma Chapingo
Author: Noemi Guadalupe Ortega Jiménez
Thesis advisor: Juan Porfirio Legaria Solano.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El maiz (Zea mays L.) es el cereal mas utilizado bajo diversos contextos. Este
cereal forma parte de la alimentacion diaria de los mexicanos, constituye un factor
de suma importancia en la ganaderia y se usa para la fabricacion de multiples
productos industriales. Es el cultivo de mayor impacto en el pais, desde el punto
de vista alimentario, econémico, politico y social. México es centro de origen y
diversidad de este cereal. Por otra parte, posee una importante fuente de

variacion genética util para su mejoramiento.

No obstante, la gran inversion del gobierno mexicano en el campo y afios de
influencia de los programas de mejoramiento formal en la introduccidon masiva de
variedades mejoradas de maiz, existen hoy dia agricultores que contindan
cultivando variedades ancestrales de maiz criollo de manera aislada y han
conservado sus caracteristicas de orden morfolégico, ecoldgico, genético y

cultural, de tal modo que es posible diferenciarlas.

En el banco de germoplasma de maiz del CIMMyT existen cerca de 28,000
muestras de semilla de maiz y entre ellas se encuentran algunas variedades
criollas pertenecientes a diferentes razas. Mucho de este germoplasma ya no se
siembra en los terrenos de los agricultores, pero ha servido a investigadores
como base para la mejora de variedades que se utilizan en la actualidad. El
analisis de la diversidad genética en correlacion al area geogréafica en que se
localizan las razas de maiz en México, en especial Tuxpefio y Conico Nortefio,
es de gran importancia tanto para definir sus atributos, asi como para su empleo
en el mejoramiento genético, debido a que dichas razas se encuentran
ampliamente distribuidas en el pais, mostrando sobresaliente calidad agronémica
en planta y en resistencia a condiciones climaticas adversas como la sequia y el

calor.

Esta investigacion fue parte del proyecto 'Seeds of Discovery' de CIMMyT, cuyo
propdsito es el desarrollo de variedades de maiz de alto rendimiento que aborden

los desafios futuros del cambio climéatico y el incremento de la poblaciéon mundial.
1



La informacidon que genere este estudio puede ser util para seleccionar
accesiones del banco de germoplasma y aprovecharlas por su potencial en
programas de pre-mejoramiento y explotacion de alelos de genes candidatos

para resistencia a sequia y al estrés por calor.

El mejoramiento genético convencional ha contribuido en buena parte a la
reduccion de la variabilidad genética de los cultivos de maiz. Ademas, a medida
gue se consiguen mayores perfiles de rendimiento mediante sofisticados
proyectos de mejoramiento se han observado ascendentes niveles de
vulnerabilidad genética ante la diversificacion del clima y susceptibilidad a

enfermedades, lo cual amenaza a la seguridad alimentaria.

En este contexto, las variedades nativas pueden constituir una fuente importante
de genes Uutiles para ampliar la variabilidad genética explotable para desarrollar
mejores variedades. Actualmente existe gran cantidad de germoplasma
disponible en los bancos, sin embargo, esta es escasamente explotada, por esta
razon se busca evidenciar el potencial y posible aprovechamiento de estos
recursos genéticos para garantizar la seguridad alimentaria ante los efectos de

la sequia y de las temperaturas altas.

En este contexto, se plantearon los objetivos siguientes para el presente proyecto

de investigacion:

1.2. Objetivo general

Analizar la relacién entre la distancia genética y geografica en maices de las
razas Tuxpefio y Conico Nortefio, con datos obtenidos mediante tecnologia de
préxima generacion (NGS), genotipificacion por secuenciacion (DArTseq) y datos
geograficos procedentes del pasaporte, almacenados en el banco de

Germoplasma del CIMMyT en México.



1.2.1. Objetivos especificos

Realizar matrices de distancia genética por el método modificado de Roger con
base en las secuencias obtenidas mediante DArTseq, calculando matrices de
disimilitud (MRD), analisis de componentes principales (PCA), escalamiento

multidimensional (MDS) y analisis de asociacion (cluster).

Identificar datos geograficos (latitud, longitud) de cada accesion a evaluar,
mediante la base de datos Germinate 3, asi como herramientas de visualizacion
tales como Google earth y ArcGIS, para calcular distancias puras entre

accesiones y transformar a distancias fisicas.

Evaluar la relacion existente entre distancias genéticas y geogréaficas de las
accesiones de las razas Tuxpefio y Cénico Nortefio usando un andlisis de Mantel

y un analisis Procrustes.

1.3. Hipotesis

Estadisticamente existe una relacion positiva entre las distancias genética y
geografica, segun esta, entre mas corta sea la distancia geogréfica entre dos
razas, menor serd la distancia genética, en contraste entre mayor es la distancia

geografica mayor sera la distancia genética.



1.3.1. Justificacién

La importancia que tiene el estudio de las razas Tuxpefio y Conico Nortefio radica
en las caracteristicas endémicas de estas razas, asociadas a la tolerancia que
han mostrado a cambios climéticos como la carencia de agua o sequia durante
los ultimos 50 afios, por ello con este trabajo se pretende analizar formas de
explorar esta caracteristica genética. Al conocer el germoplasma disponible en
los bancos, escasamente explotado, se busca resaltar su potencial vy
aprovechamiento, que es de suma importancia en el mejoramiento actual de las
plantas para garantizar la seguridad alimentaria ante los efectos del cambio

climatico particularmente aquellos que provocan sequias y temperaturas altas.

El analisis de relaciones entre poblaciones de plantas implica evaluar distancias
genéticas y distancias geograficas. Estas se han utilizado muy frecuentemente
debido a que han demostrado ser las que mejor representan las relaciones
poblacionales, a partir de datos generados por computadora, esto con la finalidad
de comprobar las teorias acerca de que a mayor distancia geografica la distancia
genética sera afectada proporcionalmente. Los resultados de esta investigacion
podran ser utilizados como una guia para la seleccién de accesiones de estas
dos importantes razas para el mejoramiento de maiz y ademas serviran para
disefiar programas de conservacion ya sea in situ 0 ex situ. Los resultados de
este trabajo también daran idea de si se da o no prioridad a la conservacion in
situ y/o se decide por la recopilacion de nuevos materiales para la conservacion
ex situ en zonas donde la raza o la diversidad genética se ven amenazadas. De
esta manera es considerada una estrategia Optima para la eleccién adecuada de
lugares de colecta, asi como para analizar el nUmero adecuado y cercania entre

colectas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia del maiz en el mundo

El maiz es una de la plantas cultivadas que posee un nivel elevado de
domesticacion, perfeccionado mediante la seleccidon masal conducida por miles
de generaciones, que originé una especie totalmente dependiente del hombre,
debido a que la transformacion elimind caracteristicas de sobrevivencia en la
naturaleza, pero a su vez generé una gran variedad de maices (mas de 300 razas
y miles de variedades) adaptadas a los ambientes méas diversos y a las

preferencias de sus cultivadores (Paterniani, 2000).

Actualmente, el maiz es el segundo cultivo a nivel mundial debido a su
produccion, después del trigo, y es considerado el primer cereal en rendimiento
de grano por hectarea y de gran importancia econémica como alimento humano,
alimento para ganado o fuente de un gran niumero de productos industriales. El
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, 2016) estima que
la Produccion Mundial de Maiz del 2015 fue de 968.86 millones de toneladas y
para 2016/2017 sera de 1011.07 millones de toneladas. Los 1011.07 millones de
toneladas estimados este afio podrian significar un aumento de 42.21 millones

de toneladas o un 4.36 % en la produccién de maiz alrededor del mundo.

La diversidad de ambientes en los que se cultiva es mayor que para cualquier
otro cultivo, hoy dia se siembra hasta los 58° de latitud norte en Canada, en Rusia
y hasta los 40° de latitud sur en Argentina y Chile. La mayor parte del maiz se
siembra a altitudes medias, pero también por debajo del nivel del mar en las
planicies del Caspio y hasta los 3 800 msnm en la cordillera de los Andes
(Paliwal, 2011).



2.2. Importancia del maiz en México

En México, el maiz forma parte de la alimentacion diaria, suministra el 50 % de
las calorias consumidas por la poblacion mexicana. Es el cultivo de mayor
presencia en el pais, constituyendo un insumo para la ganaderia y para la
obtencion de numerosos productos industriales, por lo que, desde el punto de
vista alimentario, econdémico, politico y social, es el cultivo agricola mas
importante en el pais, ya que es el quinto productor (Figura 1) de maiz a nivel
mundial con 25,000,000 toneladas anuales reportadas en 2015 (SIAP, 2016).

\
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Figura 1. Principales paises productores de maiz (grano), 2015-2016, en millones de
toneladas.

México es el centro de origen y diversidad del maiz. Se reconoce que los

productores mexicanos conservan la diversidad del cultivo por razones sociales,

6



econdmicas y culturales y las razas locales muestran un comportamiento

agronomico superior al de las mejoradas (Bellon, 2002).

El maiz en México se siembra en un amplio rango de climas y altitudes, desde el
nivel del mar hasta los 3,400 msnm, cultivandose también en zonas térridas con
escasa precipitacion, en regiones templadas, en las faldas de las montafas, en
ambientes muy céalidos y hiumedos, en suelo escaso, en laderas pronunciadas o
en valles fértiles, en diferentes épocas del afio y bajo multiples sistemas de

manejo y desarrollo tecnoldgico (Hernandez, 1985b).

2.3. Distribucién geografica

El maiz se cultiva en zonas extensas del mundo desde Estados Unidos, China,
Brasil, México, Argentina, India, Indonesia, Francia, Sudafrica, Ucrania, Canada,

Italia, Hungria, Rumania, Nigeria, Filipinas, Rusia, Egipto, Serbia y Alemania.

En Ameérica Latina (Figura 2), regiones como el centro de México, Honduras,
Nicaragua, Venezuela, Ecuador, Peru, Bolivia, Brasil y Argentina son las zonas
de mayor produccion de maiz en la actualidad. También, en zonas de Estados
Unidos, Guatemala, Cuba, Colombia, Venezuela, Ecuador, Perud, Chile, Bolivia,
Argentina, Paraguay, Uruguay, pero principalmente en México se ha colectado la

mayor cantidad de germoplasma nativo (Serratos, 1997).

Estudios varios sugieren que las variedades de maiz mas antiguas sobrevivientes
son de las tierras altas de México, que se han extendido a lo largo de dos grandes
rutas, cotejado con registros arqueolégicos que indican la diversificacion en las
tierras altas de México extendiéndose a las tierras bajas de Centroamérica y a

Sudamérica.



Figura 2. Distribucion geografica de regiones donde se cultiva maiz, los puntos
negros en el mapa son las zonas de mayor produccion segun lo describe
Serratos, 1997.

2.4. Variabilidad del maiz en México y su clasificacion racial

En diferentes regiones de Meéxico, el cultivo de maiz por los pequefios
agricultores es altamente dinamico debido a diversos factores como el manejo
humano y el ambiente. Entre los primeros se destaca el intercambio de semillas
(Badstue et al., 2006) asi como la seleccion que hacen los agricultores de
caracteres fisiolégicos, de planta y mazorca (Soleri y Cleveland, 2001; Pressoir y
Berthaud, 2004b). En los segundos esta la adaptacion natural y gradientes
altitudinales (Mufioz et al., 2002; Ruiz-Corral et al., 2008; Mercer et al., 2008).



Céardenas y Taba (1995) catalogan las razas de maiz conforme a sus caracteres
fenotipicos, morfolégicos y de localidad sobresalientes como Celaya, Conico,
Chalquefio, Maiz dulce, Tabloncillo, Harinoso de ocho, Olotillo, entre otros,
posteriormente en 1992, Sanchez y Goodman los agrupan por estados (Cuadro
1), marcando el nimero de colectas registradas por cada estado segun LAMP
enl991.

Cuadro 1. Razas de maiz catalogadas en México segun Cardenas F (Taba,
1995a).

Estado* Razas catalogadas de maiz

Aguascalientes (59) Celaya, Conico, Coénico Nortefio, Chalquefio, Elotes
Cobnicos

Baja California Sur
(11)

Campeche (182) Dzit-Bacal, Nal-Tel, Clavillo

Tuxpefo, Tabloncillo Perla

Chihuahua (348) Tuxpefo, Celaya, Cénico, Cénico Nortefio,
Chalquerio, Tabloncillo, Reventador, Tabloncillo
Perla, Bolita, Maiz Dulce, Harinoso de Ocho,
Palomero, San Juan, Dulcillo del Noroeste, Tuxpefio
Nortefio, Azul, Lady Finger, Blandito, Cristalino de
Chihuahua, Gordo, Tehua, Apachito, Maizon

Chiapas (795) Tuxpefio, Celaya, Conico, Elotes Occidentales,
Olotillo, Tabloncillo Perla, Dzit-Bacal, Vandefio, Nal-
Tel, Tepecintle, Oloton, Zapalote Chico, Zapalote
Grande, Clavillo, Comiteco

Coahuila (124) Tuxpefio, Celaya, Conico Nortefo, Elotes
Occidentales, Tuxpefio Nortefio, Tehua

Colima (29) Tuxpefo, Tabloncillo, Reventador, Tabloncillo Perla,
Vandefio, Jala

Durango (270) Tuxpefo, Celaya, Conico, Cénico Nortefio,
Chalquefio, Elotes Occidentales, Tabloncillo,
Reventador, Tabloncillo Perla, Bolita, Pepitilla, San
Juan, Dulcillo del Noroeste, Bofo, Blandito de
Sonora, Blandito, Cristalino de Chihuahua, Gordo,
Tablilla, Tunicata



Cuadro 1. Continuacion

Guerrero (383)

Guanajuato (370)

Hidalgo (236)

Jalisco (683)

Estado de México
(724)

Michoacan (528)

Morelos (165)

Nayarit (336)

Nuevo Leén (118)

Oaxaca (562)

Tuxpefio, Elotes Conicos, Elotes Occidentales,
Olotillo, Tabloncillo, Reventador, Vandefio, Nal-Tel,
Pepitilla, Mushito, Tepecintle, Ancho, Conejo

Tuxpefo, Celaya, Cénico, Cénico Nortefio,
Chalquefio, Elotes Cénicos, Elotes Occidentales,
Reventador, Maiz Dulce, Mushito, Fasciado

Tuxpefo, Celaya, Cénico, Cénico Nortefio,
Chalquefio, Elotes Cénicos, Elotes Occidentales,
Olotillo, Bolita, Dzit-Bacal, Mushito, Cacahuacintle,
Arrocillo Amarillo, Olotén, Arrocillo

Tuxpefio, Celaya, Cdnico, Conico Nortefio,
Chalquerio, Elotes Conicos, Elotes Occidentales,
Tabloncillo, Reventador, Tabloncillo Perla, Bolita,
Vanderio, Pepitilla, Maiz Dulce, Harinoso de Ocho,
San Juan, Azul, Jala, Zamora, Complejo Serrano de
Jalisco

Tuxpefio, Celaya, Conico, Conico Nortefio,
Chalquefnio, Elotes Conicos, Bolita, Pepitilla,
Cacahuacintle, Palomero, Arrocillo Amarillo, Ancho,
Azul

Tuxpefo, Celaya, Cénico, Cénico Nortefio,
Chalquefio, Elotes Conicos, Elotes Occidentales,
Olotillo, Reventador, Dzit-Bacal, Vandefio, Pepitilla,
Maiz Dulce, Mushito, Cacahuacintle, Palomero,
Conejo, Zamora

Tuxpefio, Chalqueiio, Olotillo, Tabloncillo, Vandefio,
Pepitilla, Tuxpefio Nortefio, Ancho

Tuxpefio, Celaya, Cénico, Cénico Nortefio,
Chalquenio, Elotes Occidentales, Olotillo, Tabloncillo,
Reventador, Tabloncillo Perla, Vandefio, Maiz Dulce,
Harinoso de Ocho, Bofo, Jala, Tablilla de Ocho

Tuxpefio, Cénico Nortefio, Tabloncillo, Tablilla de
Ocho

Tuxpefo, Celaya, Conico, Cénico Nortefio,
Chalquenio, Elotes Conicos, Olotillo, Bolita, Vandefio,
Nal-Tel, Mushito, Tepecintle, Olotén, Conejo,
Zapalote Chico, Zapalote Grade
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Cuadro 1. Continuacion

Puebla (943) Tuxpefio, Celaya, Conico, Conico Nortefio,
Chalquerio, Elotes Conicos, Elotes Occidentales,

Olotillo, Bolita, Pepitilla, Mushito, Cacahuacintle,
Palomero, Arrocillo Amarillo, Arrocillo

Quintana Roo (132 Tuxpeno, Olotillo, Dzit-Bacal, Nal-Tel, Tepecintle

Querétaro (115) Tuxpefo, Celaya, Cénico, Cénico Nortefio,
Chalquefio, Elotes Conicos, Bofo, Onavefio,
Fasciado

Sinaloa (187) Tuxpefo, Tabloncillo, Reventador, Tabloncillo Perla,

Maiz Dulce, Harinoso de Ocho, San Juan, Dulcillo
del Noroeste, Blandito de Sonora, Lady Finger,
Onavefio, Chapalote, Harinoso

San Luis Potosi (206) Tuxpefio, Celaya, Conico, Cénico Nortefio,
Chalquefio, Elotes Cénicos, Elotes Occidentales,
Olotillo, Tabloncillo, Dzit-Bacal, Harinoso de Ocho

Sonora (183) Tuxpefo, Tabloncillo, Reventador, Tabloncillo Perla,
Nal-Tel, Harinoso de Ocho, San Juan, Dulcillo del
Noroeste, Blandito de Sonora, Lady Finger,
Onavefio, Chapalote

Tabasco (35) Tuxpenfo, Olotillo, Vandefio, Nal-Tel, Zapalote
Grande

Tamaulipas (148) Tuxpefo, Dzit-Bacal, Carmen

Tlaxcala (332) Conico, Chalquefio, Elotes Conicos, Cacahuacintle,

Palomero, Arrocillo Amarillo, Arrocillo

Veracruz (741) Tuxpefio, Celaya, Cénico, Conico Nortefio,
Chalquernio, Elotes Conicos, Elotes Occidentales,
Olotillo, Bolita, Dzit-Bacal, Nal-Tel, Pepitilla, Mushito,
Cacahuacintle, Palomero, Tepecintle, Arrocillo
Amarillo, Olotén, Coscomatepec

Yucatan (249) Tuxpefio, Olotillo, Dzit-Bacal, Nal-Tel, Tepecintle,
Zapalote Chico, Xmeneja

Zacatecas (263) Celaya, Conico, Conico Nortefio, Chalqueiio, Elotes
Conicos, Elotes Occidentales, Tabloncillo, Bolita,
Maiz Dulce, San Juan, Dulcillo del Noroeste, Bofo,
Tablilla

*Entre paréntesis esta el nimero de colectas registradas en el catdlogo LAMP (1991). **Los

grupos estdn como se describe en Sdnchez y Goodman (1992a).
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2.5. Las razas del maiz

El término raza se ha utilizado en el maiz y en las plantas cultivadas para agrupar
individuos o poblaciones que comparten caracteristicas en comun, de orden
morfolégico, ecoldgico, genético y de historia de cultivo, que permiten
diferenciarlas como grupo (Hernandez y Alanis, 1970). Las razas se agrupan a
Su vez en grupos o complejos raciales, los cuales se asocian a una distribucion
geografica y climatica mas o menos definida y a una historia evolutiva comun
(Goodman y McK. Bird, 1977).

Los indigenas mexicanos fueron quienes hicieron evolucionar al maiz, sembraron
las razas derivadas, es decir, las razas nativas y razas criollas. Con la formacién
de las razas obtenidas y con los cruzamientos interraciales se dio origen a las
razas modernas, de las cuales se han obtenido los hibridos actuales de muy altos
rendimientos (Marquez-Sanchez, 2008).

El banco de germoplasma de CIMMyT cuenta con 28,000 accesiones de semilla
de maiz, en las que se incluyen las razas criollas; la mayoria de este maiz ya no
se siembra de manera recurrente entre los agricultores, pero ha servido a
investigadores como base para el mejoramiento de germoplasma que es util en
la actualidad (CIMMyT, 2016).

La evaluacion de la diversidad en maices criollos es importante para el
planteamiento de estrategias de conservacion, caracterizacion y uso del
germoplasma en el mejoramiento genético, dado su enorme potencial como
fuente de caracteristicas nuevas, exoticas y favorables, debido a su escaso uso
en las tareas mencionadas es importante retomar la riqueza genética que se

puede aportar con estos maices (CIMMyT, 2014).
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2.6. Descripcion de las razas

Se ha adoptado la categoria de raza para la clasificacion de los maices. El primer
estudio para el caso de México es el reportado por Wellhausen y colaboradores
en 1951, en el que se describen 25 razas, tres sub-razas y siete tipos pobremente
definidos. En el Cuadro 2, se muestra una clasificacion méas reciente con base en
la tabla descriptiva de razas de maiz en México, detallada por Perales y
colaboradores en 2009, en donde indican que los maices mexicanos se agrupan
en siete complejos raciales (Coénico, Sierra de Chihuahua, Ocho hileras, Maices
dentados tropicales, Maduracion temprana a tardia, Chapalote y Razas no

asociadas a un grupo especifico), que incluyen 51 razas.

Cuadro 2. Descripcion de complejos raciales de maiz.

Complejos Razas

raciales

Conico Chalquefio, Conico, Elotes Conicos, Coénico Norterio,
Arrocillo, Cacahuacintle, Palomero Toluqueio, Pepitilla,
Mushito.

Sierra de Palomero de Chihuahua, Gordo, Azul, Cristalino de

Chihuahua Chihuahua, Apachito.

Ocho Hileras Harinoso de Ocho, Elotes Occidentales, Tabloncillo,

Tabloncillo Perla, Bofo, Jala, Onavefo, Blando de Sonora,
Reventador, Tablilla de Ocho, Ancho, Bolita, Zamorano
Amarillo.

Maices dentados
tropicales

Maduracion
temprana a
tardia

Chapalote

Razas no
asociadas a un
grupo especifico

Tuxpefio, Vandefio, Tuxpefio Nortefio, Celaya, Olotdn,
Olotillo, Dzit-Bacal, Comiteco, Tehua, Coscomatepec.

Conejo, Nal-Tel, Ratdn, Tepecintle, Zapalote Chico.

Chapalote, Dulcillo del Noroeste, Elotero de Sinaloa.

Mixteco, Mountain Yellow, Negro de Chimaltenango,
Complejo Serrano de Jalisco, Serrano Mixe, Serrano.
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2.6.1. Laraza Tuxpeno

La raza Tuxpefio perteneciente al complejo de maices dentados tropicales, se
caracteriza por sus mazorcas grandes, cilindricas, de grano dentado,
predominando la tonalidad blanca, pero puede presentar diversas tonalidades,
tiene un alto numero de hileras y granos por hilera, presenta también buena
calidad agrondmica en planta y resistencia a enfermedades, lo que la hace una

de las razas mas productivas de México (Wellhausen et al., 1951).

Domina grandes areas principalmente las partes bajas tropicales bajo temporal,
asi como en las subtropicales bajo riego; se puede ampliar mas su siembra
utilizando para ello grandes areas subutilizadas como potreros, predomina la
siembra de primavera-verano, y en areas con disposicion de riego permiten su

cultivo en el ciclo otofio-invierno (Wellhausen et al., 1951).

Kato (1984) encontré que el territorio costero del Golfo de México fue una de las
rutas que siguié practicamente el origen del maiz y actualmente la raza que
predomina en esos lugares es el Tuxpefio; en el occidente de México y el territorio
sur de Mesoamérica (Oaxaca, Chiapas y Guatemala) es donde actualmente se
encuentra la mayor variacion racial (27 razas mexicanas mas las guatemaltecas)
y es ahi donde convergieron germoplasmas de los complejos Zapalote, Tuxpefio
y de Tierras altas de Guatemala. En la costa del Golfo de México predomina la
raza Tuxpefio, debido a que solo uno de los germoplasmas originales tuvo

influencia, el complejo Tuxpefio.

Estudios posteriores como el de Ortega-Paczka (1985) mostraron la existencia
de razas que no habian sido descritas; con el objetivo de verificar las colecciones
resguardadas en el Banco de germoplasma del entonces Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas, hoy Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y
Agropecuarias logro describir cinco razas nuevas: Raton, Tuxpefio Nortefio,

Onavefio, Cristalino de Chihuahua y Palomero de Chihuahua.

Con la finalidad de recopilar datos de pasaporte en entradas del Banco en 1986-

87, comenzaron intensos esfuerzos para evaluar caracteristicas generales tales
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como la morfologia y la estructura de la planta. Cerca de 40 ensayos se llevaron
a cabo en grupos raciales establecidos recurriendo a la informacion del pasaporte
recién compilado. Se resumieron los resultados para el complejo raza Tuxpefio y
se les utiliz6 para desarrollar subconjuntos centrales de ese complejo. Una
comparacion posterior, a través del proyecto de base de datos mundial de
pasaporte, en accesiones de la raza Tuxpefio en los bancos del CIMMyT vy el
INIFAP mostr6 que la institucion mexicana cuenta con 570 accesiones que no se

incluyeron en la evaluacion de CIMMyT.

El complejo Tuxpefio en el area Occidental y norte del Estado México contiene
introgresiones de germoplasma de maiz del complejo Mesa Central. En las zonas
del sur de México, el germoplasma de Tuxpefio es influenciado por el complejo
Zapalote (Kato, 2005).

Las colecciones del INIFAP contienen accesiones de Tuxpefio traidas de
Chiapas, Tabasco y Quintana Roo (CIMMyT, 1994). En 2011, Taba consideré
gue existia un enorme potencial para hacer un amplio uso de esta raza en el
futuro y en el mejoramiento. Wen por su parte en 2012 con el fin de indagar la
forma de explotar la raza de maiz tropical Tuxpefio en la mejora futura de maiz
evaluo el uso de marcadores de polimorfismo de nucle6tido unico (SNP) en todo

el genoma.

Actualmente es considerada una raza importante a nivel nacional y es la mas
utilizada para el mejoramiento, aunque ha aumentado su area de distribucién, no
esta claro cudl es su centro de distribucion y de diversidad. Predominan formas
de grano blanco, a excepcion de la peninsula de Yucatan en donde también son
muy importantes las formas de color amarillo y azul-negra. Recientemente se ha
colectado una gran variacion de color (blanco, varias tonalidades de amarillo,
variegados, jaspeados y rojos) en la region de las Huastecas (Hidalgo, Veracruz,
San Luis Potosi) y en Tuxtla, Veracruz. (CONABIO, 2016).
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2.6.2. Laraza Conico Nortefio

A partir de la conquista se han desarrollado las razas Modernas incipientes que
son: Bolita, Chalquefio, Celaya y Conico Nortefio (Wellhausen et al., 1951). Entre
1974 y 1976, se evaluaron bajo temporal 1353 colectas de maiz de la region
Centro-Norte de México (C-N) y de Valles Altos (Zapata y Luna, 1989; Ortega et
al., 1991); de ahi se derivaron compuestos con colectas sobresalientes, como el
compuesto de colecciones blancas (CCB), formado con 81 colectas; el Con-Bol
conformado de colectas de las razas Conico Nortefio y Bolita, seleccionadas por

aptitud combinatoria general.

De acuerdo con Stretta y Mosifio en 1963, y Contreras en 1990) las zonas
semiaridas y aridas del C-N comprenden gran parte de los estados de Zacatecas,
Durango, San Luis Potosi, Guanajuato y Aguascalientes, y pequefia parte de
Jalisco. Las estadisticas de la SAGARPA indican que constantemente el cultivo

de maiz ocupa el segundo lugar en importancia agricola.

Entre 1991 y 1994 cubrié 30 y 35 % del area cultivada, con 870 mil ha. De ésa
superficie la mayor parte (87 %) es de temporal y de esa una pequefia proporcion
se cultiva bajo los sistemas de produccion de bajio, abanicos aluviales o “de

himedo”.

De la superficie total de temporal sembrada con maiz en la regiéon C-N, en
promedio 27 % no produce grano, principalmente por efecto de la sequia (Luna,
1993) y con rendimientos entre 0.30 y 0.45 tha' en Aguascalientes, San Luis
Potosi, Guanajuato y Jalisco, mientras que en Zacatecas y Durango entre 0.67 y
0.77 tha™.

Aln con bajos rendimientos, el cultivo de maiz de temporal es muy importante en
la regidon C-N, pues representa un cultivo de subsistencia para mas de 320 mil
familias que obtienen forraje para sus animales o para vender y lo mas
importante, tienen la esperanza de cosechar algo de grano (Montafiez y Warman,
1985).
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La region semiarida-arida se localiza entre los 21° y 26° de latitud N, 99° y 106°
de longitud O entre los 1700 a 2200 msnm. Donde predominan los climas
BS1lkw(w)(e) y BSlhw(w)(e) en &rea de productividad frecuente, con
precipitacion que fluctda entre 400 y 500 mm, temperatura media entre 15y 21°
C, entre 110 a 120 dias de ciclo de cultivo y BSO en zona de baja productividad
con 250 y 400 mm de precipitacion, 1 a 20 ° C de temperatura y 80 a 100 dias
por ciclo (Luna y Zapata, 1988; Luna, 1993).

En casi toda la region 65 % de la lluvia se registra antes de la antésis, adicional
a esto aproximadamente, 51 % de los suelos tienen menos de 50 cm de
profundidad, 46 % entre 50 y 100 cm y su contenido de materia organica es
inferior a 1 %; por esto, su capacidad de retencion de humedad es muy baja, no

obstante que predominan las texturas cercanas a la franca (Luna, 1996).

La raza Conico Nortefio pertenece al complejo Cénico, correspondiente con la
descripcion de Perales (Perales y Golicher, 2011), se ha utilizado en el
perfeccionamiento de razas resistentes a sequia, y generalmente para el
mejoramiento genético en la region templada semiarida, en combinacion con
poblaciones precoces de la raza Bolita. Apropiada para llanos al oriente de la
Sierra Madre Occidental, norte de Guanajuato y hasta el sur de Chihuahua (zonas
templadas semiaridas BSh), altura arriba de 1600 a 2500 msnm, con formas

precoces para siembra de temporal escaso o critico (Avendafio et al., 2005).

También presume una adaptacién a la zona templada semiarida del norte del
pais, caracterizada por plantas de porte bajo, mazorcas cénicas y textura de
grano semi- dentado, de color blanco predominantemente, pero ocasionalmente
se encuentran diferentes tonalidades del amarillo al morado (Rincén et al., 2010).
Raza de interés para el CIMMyT por los altos niveles de tolerancia a sequia
observados en muchas de sus accesiones provenientes de su banco de

germoplasma.
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2.7.Base genéticay molecular de larelacion entre laraza Tuxpefio y Cénico

Nortefio

Evaluaciones realizadas en el Colegio de Posgraduados, campus Montecillos,
incluyeron complejos mexicanos como Celaya y Vandefio, asi como las razas del

altiplano Coénico, Coénico Nortefio, y Chalquefio.

Basados en andlisis fenotipicos de caracteres morfologicos Wellhausen et al.
(1952) propusieron que la raza Tuxpefio al hibridarse con la raza Conico dio lugar
a la raza Chalquefio. Hipotesis que para John F. Doebley no parece razonable
analizar incluso sobre una base morfolégica, simplemente porque Chalquefio es
morfolégicamente similar a Conico, y ambas distintas a Tuxpefio. Por lo demas,
Conico y Chalquefio son razas adaptadas a altitudes elevadas, mientras que

Tuxpefo es una raza adaptada a bajas altitudes.

Dadas estas consideraciones, no fue extraordinario encontrar que informacion
aloenzimatica demostrara que Conico y Chalquefio se encuentran estrechamente
relacionados y que esta Ultima raza no es intermedia entre Tuxpefio y Conico
(Figura 3).

Wellhausen et al. (1952) presentaron una serie de hipotesis muy explicitas
concernientes a las relaciones evolutivas existentes entre las razas de maiz de
México. Estos autores basaron sus hipétesis en andlisis fenéticos de
caracteristicas morfolégicas. Ellos concluyeron que la mayoria de las razas de
maiz mexicanas surgieron a partir de la hibridacion entre otras razas. Por
ejemplo, dichos investigadores consideraron a la raza Celaya como un hibrido
derivado de las razas Tuxpefio y Tabloncillo. Si este punto de vista fuese correcto,
uno podria esperar que la raza Celaya fuese intermedia en su composicion
aloenzimatica entre Tuxpefio y Tabloncillo. No obstante, la hipétesis del origen

hibrido de la raza indicada no resulta confirmada.
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Figura 3. Andlisis de componentes principales, basada en caracteres aloenziméticos

gue contradicen la supuesta relacién entre la raza Tuxpefio, Cénico y Chalquefio.

A partir del analisis de su composicién aloenzimética de modo evidente, Tuxpefio
esta adaptado a las bajas altitudes (0 a 500 msnm). Por lo anterior, parece
improbable que uno pudiese hibridar formas de maiz adaptadas a altitudes bajas
o intermedias y consecuentemente producir una forma adaptada a altitudes

elevadas.

Respecto a la raza Tuxpeio, Wellhausen et al. (1952,1953) indicaron que “existe
poca razon para dudar que Tuxpefio es basicamente el producto de la hibridacién
entre Olotillo y Tepecintle”. Mientras que el analisis de Doebley () revela que
Tuxpefio no es intermedio en su constitucion aloenzimatica, por lo que la

hipotesis sobre su origen hibrido es rechazada.
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Ruiz en 2013 clasifico las razas de maiz mexicanas mediante taxonomia
numeérica empleando variables descriptivas correspondientes a condiciones de
humedad de los sitios de colecta de maices nativos, dejando ver que existen
grupos de razas con relacion a adaptacion y déficit hidrico durante el ciclo de
temporal. El grupo dos integrado por las razas Chapalote, Dulcillo del Noroeste,
Tuxpefo Nortefio, Cénico Nortefio, Tablilla de Ocho y Gordo se identific6 como
el de mayor adaptacion a un temporal mas seco, incluso con condiciones de
semi-aridez (indice de humedad estacional (IHe) entre 0.21 y 0.5). Mientras que
el grupo cuatro con adaptacion a temporal semiarido se encuentra integrado por
las razas Chapalote, Dulcillo del Noroeste, Gordo, Tablilla de Ocho, Codnico
Nortefio y Tuxpefio Nortefio, que se ajustan a los ambientes con el mayor déficit

de humedad, precipitacion del ciclo de 409 a 496 mm, (IHe menor que 0.5).

Segun Linharty Grant (1996) todas las razas de este grupo podrian aportar genes
de resistencia o tolerancia a sequia. Sefialando que en México existen recursos
genéticos de maiz adaptados a condiciones de sequia y que pueden contribuir a
la generacion de variedades adaptables a condiciones hidricas menos favorables

por la presencia del cambio climéatico.

2.8. Fuentes de variacion genética (ADN)

Un aspecto fundamental de la biodiversidad es la variacion genética de las
poblaciones y las especies. esta variacion puede ser clasificada en cuatro tipos
en funcién de sus consecuencias en la adecuacion: variacion de alelos letales,
deletéreos o neutros, y la asociada con alelos que aumentan la adecuacion de
sus portadores. Asimismo, se pueden dividir los tipos de variacion genética en
aquellos que estudian rasgos cualitativos (determinados por un locus) y los que

son cuantitativos (Pifiero et al., 2008).

A continuacion, se enlistan algunos de los posibles eventos fuentes de variacion

en las especies:
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Cambio de base: Se producen al cambiar en una posicion un par de bases por
otro, como es el caso del polimorfismo de secuencia simple (SNP). El efecto de
este cambio de base puede ser muy pequefio, en donde el resultado es sobre el
fenotipo: “neutro”, pero también se pueden dar cambios muy abundantes,

especialmente en poblaciones naturales y algunos cultivos.

Inserciones/Deleciones (InDel): Son las anomalias estructurales cromosémicas
que consisten en la pérdida o ganancia de un fragmento de ADN, como ejemplo
de estas variaciones tenemos a los transposones, que se encuentran con

frecuencia cambiando patrones de expresion para genes proximos.

Rearreglos del genoma, ploidia, metilacion. Estos son inestables y reversibles, la

mayoria “sensibles” a cambios desde el punto de vista evolutivo.

Estos eventos fuentes de variacion en las especies, pueden ocurrir por
cuestiones naturales o inducidas y estas variaciones pueden ser Utiles para el

mejoramiento asistido.

2.9. Marcadores moleculares y sus contribuciones en estudios con plantas

Los marcadores moleculares o genéticos son cualquier caracter heredable que
muestra variabilidad o polimorfismo en los individuos. En estudios de plantas, los
marcadores moleculares tienen muchas utilidades, entre las que destacan:
obtencién de la huella genética, son ventajosos para el soporte al registro de
variedades, estudio de diversidad genética, relaciones filogenéticas,
determinacién de niveles de estabilidad genética en procesos in vitro, soporte
para seleccion asistida por marcadores (SAM), caracterizacion de bancos de
germoplasma, registro de parentales, mapeo genético, mapeo por asociacion, asi

como en seleccion gendmica (Collard et al., 2005).

Los marcadores moleculares utilizados en plantas incluyen: proteinas;
isoenzimas, marcadores de ADN; polimorfismo de longitud amplificado (AFLP),
SSR (secuencia corta repetida) y el polimorfismo de nucleétido simple (SNP).

Estos marcadores estan presentes en forma dominante (presencia / ausencia en
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un individuo o poblacién) o co-dominantes (se pueden identificar estados

heterocigotos).

Para la eleccion de los tipos de marcadores moleculares a utilizar, es necesario
tener en cuenta que el marcador cumpla con herencia co-dominante, interaccion
nula con el medio o con otros genes, elevado polimorfismo, expresion en
cualquier tejido o estado de desarrollo, rapidez, simplicidad en la deteccion y bajo
costo (Phillips, 1995).

Los marcadores se pueden clasificar como dominantes entre los que destacan
los AFLP’s, o co-dominantes como los SSR’s y SNP’s que incorporan el
polimorfismo mas pequefio posible de evaluar y los mas abundantes del genoma
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Clasificacion de los marcadores, ventajas y desventajas (Schlbtterer,

2004; Aranguren-Méndez et al., 2005; Bedoya, 2012).

Marcador Ventajas Desventajas
Secuencias Altamente informativos Alta tasa de mutacion
Repetidas Facil de aislar Comportamiento complejo de
Cortas Interpretacién sencilla de los mutacion

Microsatelites -
SSR

Polimorfismo
de base Unica
SNPs

Secuenciacion
de ADN

resultados
Reproducibilidad alta

Baja tasa de mutacion
Abundantes en el genoma
Facilidad de caracterizacion
Nuevos enfoques analiticos se
estan desarrollando
Repetitividad entre laboratorios
Bases de datos existentes y
accesibles

Resultados altamente
reproducibles

El contenido de informacion es
maximo

Facil comparacion entre
estudios

Comparacioén entre
laboratorios requiere
preparacion

Costosos de aislar y
caracterizar

Bajo contenido de
informacion para un unico
SNP

Significativamente mas
costoso que las otras
técnicas

Presenta exigencias técnicas
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Una amplia proporcion de la variacion genética valiosa permanece oculta en las
repisas de los bancos de germoplasma, como lo es el caso de las razas de
maices criollas, mientras que los retos para la produccién de cultivos se vuelven
mas grandes vy el fortalecimiento de la seguridad alimentaria est4 en constante

polémica.

2.10. Genotipificacién por secuenciacién GBS, DArTseq

En el contexto de que un marcador molecular es una secuencia de ADN
(expresado o no) capaz de detectar polimorfismo y que posee un comportamiento
mendeliano se han evaluado distintos métodos para la identificacion de estas
secuencias como: hibridacion, PCR, PCR seguido de fragmentacion,

fragmentacion seguida de PCR (Azofeifa-Delgado, 2006).

Para su deteccion se han empleado técnicas tales como: Marcacion por
fluorescencia, Marcacién por nitrato de plata, Marcacién por bromuro de etidio,

Marcacion por 2P o 2P, Secuenciacion Sanger y Secuenciacion NGS.

Con la aparicion de métodos rapidos de secuenciacion de ADN se ha acelerado

en gran medida la investigacion y descubrimientos biolégicos (Sansaloni, 2015).

La secuenciacién de ADN es un proceso que determina el orden preciso de
nucleotidos dentro de una molécula de ADN, este proceso incluye cualquier
meétodo o tecnologia que es utilizado para determinar el orden de cuatro bases:
Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) y Timina (T).

La Secuenciaciébn Sanger se basa en el empleo de dideoxinucleétidos que
carecen del grupo hidroxilo del carbono 3', de manera que cuando uno de estos
nucledtidos se incorpora a una cadena de DNA en crecimiento, esta cadena no
puede continuar elongandose, esto es asi ya que la DNA polimerasa necesita un
grupo terminal 3’ OH para anadir el siguiente nucleétido y el dideoxinucleotido

incorporado carece de este grupo hidroxilo.
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La Secuenciacion de ultima generacion, NGS por sus siglas en inglés, es un
proceso que emplea micro y nanotecnologias para reducir el tamafio de los
componentes de la muestra, reduciendo costos de reactivos, y permitiendo

reacciones de secuenciacion masivamente paralelas.

Los principles tipos de NGS son Sequencing by synthesis: lllumina: HiSeq 2000
/ HiSeq 2500, Lief Technologies: lon Proton, Roche 454 pyrosequencing;
Sequencing by ligation: SOLID; Single-molecule sequencing: HeliScope, Real

Time Sequencing.

Entre las principales caracteristicas que posee la NGS son: altamente
multiplexados, lo que permite la secuenciacion simultdnea y el analisis de
millones de muestras. Su llegada ha sido reciente y comenzé a estar disponible
en el mercado alrededor de 2005, métodos de secuenciacion diferentes se han
desarrollado, los cuales estan siendo continuamente mejorados a un ritmo

asombroso.

El genotipado por secuenciacion abreviado como GBS, DArTseq, por sus siglas
en inglés, es un sistema altamente multiplexado (Figura 4) que genera cientos de
miles de marcadores de tipo SNPs (Polimorfismo de nucledtido simple) y PAVs
(Variacion de Presencia/Ausencia), para construir bibliotecas de perfil reducido a
partir de representaciones genémicas reducidas y valiéndose de plataformas de
secuenciacion de ultima generacién (NGS) de lllumina desarrollada en Cornell

University por Rob Elshire.

Se genera un gran numero de SNPs para su uso en los andlisis genéticos. Los
componentes clave de este sistema son: manejo de la muestra reducida, menos
pasos de PCR y purificacion, asi como menores costos. Se utilizan enzimas de
restriccion para reducir la complejidad del genoma y evitar la fraccion repetitiva
del genoma. El resultado es un genotipo con decenas a cientos de miles de

marcadores SNP, listo para analizar (Elshire et al., 2011).
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Figura 4. Proceso para la generacion de GBS-DArTseq, Hi-Seq (SAGA, 2016).

Reduccion de complejidad gendmica (digestion/ligacion): Esto se realiza
mediante la digestion del ADN gendémico con enzimas de restriccion tipo Il
(sensibles a la metilacién) para recortar el genoma y la ligacion de adaptadores
para identificacién de las muestras y generar la biblioteca de fragmentos que sera
secuenciada. El uso de este tipo de enzimas hace que el método sea rapido,
sencillo, altamente especifico, reproducible, y la sensibilidad a la metilacién
permite alcanzar regiones del genoma dificiles de estudiar con otros métodos
(Elshire et al., 2011).

Habitualmente es utilizada una enzima de corte frecuente y una de corte
especifico. La enzima de corte frecuente més utilizada es Pstl (C_TGCA"G), la
cual se combina con otra(s) enzimas de corte especifico dependiendo de la
especie y el objetivo del estudio (Ej. Nspl para estudios de diversidad y Hpall
para seleccion gendmica). La seleccién de la enzima es importante para lograr
una mejor reduccién de complejidad. En el caso del maiz, una de las enzimas
mas adecuada es la ApeKl, un tipo de endonucleasa de restriccion de corte
frecuente que reconoce una secuencia degenerada de 5 pares de bases (pb)

(GCWGC, donde W puede ser una A o T) y es parcialmente sensible a la
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metilacion y de poco reconocimiento para la mayoria de retrotransposones en
maiz (Elshire et al., 2011). Junto con las enzimas de restriccion debe agregarse
una ligasa, la cual se encarga de unir un par de adaptadores los cuales permitirdn
el manejo de las muestras a lo largo del proceso (identificacion) y amplificacion
(comun) (Elshire et al., 2011).

Dos tipos de adaptadores se utilizan en este protocolo (Elshire et al., 2011): los
identificadores o “barcode” (secuencias de 4-9 pb), que tienen la funcion de
identificar las muestras y diferenciarlas al momento de realizar la mezcla de todas
las muestras y debe contener la secuencia afin a la enzima de corte frecuente.
Esto es necesario cuando se tienen diferentes especies 0 genotipos, en un mismo
carril de la celda de secuenciaciéon. El segundo tipo de adaptador llamado
‘comun” contiene una secuencia afin al sitio de corte de la enzima secundaria
(especifica para la especie). Los dos tipos de adaptadores tienen secuencias
complementarias para los iniciadores que se utilizan en la amplificacién selectiva.
La ligacion de los adaptadores es facilitada por una ligasa en la misma reaccién
de digestion del ADN. Por ultimo, los adaptadores permitiran el manejo de las
muestras a lo largo del proceso de identificacion y amplificacion (Elshire et al.,
2011).

Amplificacion selectiva: La amplificacion de estos fragmentos (targets, en inglés)
ocurrira gracias al uso de cebadores (primers, en inglés) complementarios a los
adaptadores utilizados en la digestion/ligacion. Soélo los fragmentos que tengan
ambos adaptadores seran amplificados. Ademas, estos cebadores también
contienen secuencias adicionales en su extremo 5’ para hacerlos compatibles

con fragmentos Unicos de secuenciacion (Elshire et al., 2011).

Revision de la calidad de fragmentos amplificados: Para revisar la calidad de los
fragmentos amplificados se realiza un gel de agarosa, en el cual se busca obtener
un pequefo barrido de ADN. Los barridos deben ser uniformes en intensidad,
tamano y migracion en el gel si son de la misma especie y si se utiliza el mismo

meétodo de reduccion de complejidad. Si se observan bandas definidas y dimeros
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de cebadores (de aproximadamente 200 pb de longitud) pondra en duda la
calidad obtenida (Elshire et al., 2011).

Mezclado, purificacion y cuantificacion: Se mezclan todos los fragmentos o
targets en un solo tubo para simplificar su manejo y finalmente se purifican con
un kit comercial. La mezcla es posible gracias al uso de los adaptadores
“barcode”. Posteriormente se verifica por segunda ocasion en un gel de agarosa
esperando observar barridos uniformes. Una vez combinados y purificados, se
realiza la cuantificacion para medir la cantidad de ADN necesario para la
secuenciacion, mediante equipo especializado como nanodrop, lectores de

placas o espectrofotdmetros (Elshire et al., 2011).

Secuenciacion en plataforma lllumina: Previo a la secuenciacién en el HiSeq
2500 debe prepararse la celda de secuenciacion (flowcell, en inglés), el cual es
un portaobjetos con un canal dividido en 8 carriles, los cuales contienen
cebadores especificos a los que se unen los fragmentos de ADN durante la
reaccion de amplificaciéon de puente (bridge-PCR). Estos fragmentos formaran
cumulos concentrados llamados “clusteres” con una misma secuencia, los cuales

son el material de lectura para el secuenciador (Elshire et al., 2011).

Generacion de clusters en cBot Illlumina: El cBot es el equipo especializado en
preparar la celda de secuenciacion que contiene las muestras que seran
secuenciadas. Previo a este paso las muestras de ADN purificado deben pasar
por tres pasos: (a) Dilucion: la concentracion de ADN determina si se forman
muchos o pocos clusteres, por lo cual se diluyen las muestras para ajustarlas a
una misma concentracion que forma una cantidad intermedia de clusteres; (b)
Desnaturalizacion, consiste en la separacion de las cadenas de ADN, formando
ADN de cadena sencilla (ssDNA, en inglés). Luego de desnaturalizar el ADN es
necesario volver a diluir las muestras utilizando un amortiguador de hibridacion.
Finalmente se produce la (c) Hibridacion o amplificacion de puente (bridge-PCR)
(Elshire et al.,2011).

Secuenciacion por sintesis: Luego de la generacién de los clusters en el cBot, la

celda de secuenciacion esta lista para ser introducida en el secuenciador HiSeq
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2500 de lllumina, utilizando una serie de reactivos provistos por el mismo
fabricante. Este equipo tiene la capacidad de correr entre 2 a 8 placas de 96
muestras por celda de secuenciacién. El HiSeq 2500 se basa en tecnologia de
secuenciacion por sintesis (SBS, por sus siglas en inglés) de lllumina, mediante
la reaccidon quimica denominada Terminacion Reversible Ciclica (CTR, por sus
siglas en inglés), la cual incorpora nucleotidos marcados fluorescentemente y
luego toma fotografias de los clusters que posteriormente son procesadas para

determinar la secuencia de los fragmentos (Elshire et al., 2011).

Obtencion y andlisis de los datos: Verificacion de la calidad de datos: La calidad
técnica de los datos obtenidos se revisa utilizando el software Illumina Sequencer
Analysis Viewer (SAV). Este software permite ver las métricas de calidad
generadas por el Analizador en Tiempo Real del secuenciador (RTA, por sus

siglas en inglés) (Elshire et al., 2011).

Seleccion de datos e identificacion de SNPs: Para la identificacion de los
marcadores SNPs se utiliza un Sistema de Gestion de Informacion de Laboratorio
(LIMS: Laboratory Information Management System, en inglés). Este sistema
permite conservar los marcadores de buena calidad y desechar las lecturas que
no cumplen con los estandares minimos. Posteriormente, segrega las secuencias
con base a los “barcode” para que sea posible el andlisis de cada muestra por
separado. Una vez producidos los marcadores, un investigador capacitado debe
revisar manualmente los resultados para seleccionar Unicamente los mejores
marcadores con base en su alineamiento a un genoma de referencia, asi como
la cantidad de repeticiones del mismo marcador que se obtuvo a lo largo del

experimento (Elshire et al., 2011).

Se han llevado a cabo con éxito GBS en muchos organismos, incluyendo: el
maiz, el sorgo, la yuca, el sauce, el arroz, las manzanas, la vaca, el zorro y
muchos mas. Actualmente se desarrolla un método para analisis de compuestos

de 30 individuos de cada poblacion y frecuencias SNP (Hearne et al., in prep).
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2.11. Distancias Genéticas

Pueden ser divididas en dos grupos. El primero con las distancias geométricas
(Da), que reflejan la similitud entre poblaciones con respecto a las frecuencias
alélicas que éstas presentan en determinados sistemas genéticos. A este grupo
corresponden las distancias euclidianas y no euclidianas, las cuales establecen
simplemente una visibn geométrica de las distancias entre puntos en una
hiperesfera cuyo numero de dimensiones es igual al de alelos considerados en

la comparacion (Paredes, 2014).

De igual manera la Da es utilizada frecuentemente con microsatélites debido a
gue ha demostrado ser la que mejor representa las relaciones poblacionales, a

partir de datos generados por computadora (Demarchi, 2009):

Da=1-3}, \/X_uYu X, = frecuencia alélica del alelo u en la poblacion X

Y,,= frecuencia alélica del alelo u en la poblacion Y
A este mismo grupo corresponde la distancia de Roger, que es util para un
determinado locus con k alelos, si xi e yi son las frecuencias del alelo i en las

poblaciones X e Y, respectivamente, la Distancia de Roger se define como:

k
D= Jofz(x,--yi)“‘
i=i

donde la sumatoria es para todos los alelos. Cuando se consideran los datos de
varios loci, la estima de la distancia genética promedio se calcula como la media
aritmética de los valores calculados para cada uno de los loci. La distancia
genética de Roger puede tomar valores entre cero y uno. La similitud de Roger
seria S=1-D (Demarchi, 2009).

El segundo grupo comprende a aquellas que se basan en modelos evolutivos,
donde la variacion es atribuida principalmente a la accion de la mutacion y la
deriva, asumiendo que los marcadores utilizados no estan sujetos a la seleccion
natural (Demarchi, 2009).
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La gran mayoria de estas medidas de distancia, se ajustan al modelo de alelos
infinitos (Infinite Alleles Model-IAM). Segun este modelo cada mutacion crea

aleatoriamente un alelo nuevo “y”, por tanto, cada estado alélico esta relacionado

por igual a cualquier otro.

En el caso particular de los microsatélites, las distancias se calculan sin tomar en
cuenta el niumero de repeticiones en que difieren dos estados alélicos. Esto
implica que el tamafio no importa. La distancia basada en el modelo IAM més
utilizada es la distancia estandar DA, que también ha demostrado ser adecuada

para el analisis de microsatélites (Demarchi, 2009).

2.12. Distancias Geogréficas

La Tierra es un cuerpo tridimensional con aspecto proximo a la esfera, achatada
por los polos y ensanchada por el Ecuador, parecido a la figura geométrica
elipsoide. Evidentemente no es posible la representacion de la Tierra a tamafio
real, por lo que se plantea una relacién entre una distancia sobre el mapa y su
proporcién sobre la superficie terrestre: la escala. Los métodos de proyeccion
cartografica y las dimensiones, conducen al concepto de escala, estos dos
factores hacen posible la relacién entre el mapa y la realidad (Instituto Geogréfico
Nacional, 2016).

La representacion de la superficie terrestre sobre una superficie plana, sin que
haya deformaciones, es geométricamente imposible. En cartografia, este
problema se resuelve mediante las proyecciones, asi, una proyeccion
cartografica es una correspondencia biunivoca entre los puntos de la superficie
terrestre y sus transformados en el plano llamado plano de proyeccioén (Instituto

Geogréfico Nacional, 2016).

Basicamente la localizacién geogréfica de un punto se puede realizar detallando
uno de estos dos parametros: coordenadas geograficas en forma longitud-latitud

y coordenadas (X, y) UTM, Universal Transversal Mercator (Fernandez, 2001).
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La distancia geogréfica es el espacio que existe entre un punto geografico o lugar
y otro. Para estudiar estas distancias se utiliza el Sistema de Informacion
Geogréfica (SIG en espafiol o GIS en inglés) que es un conjunto de herramientas
gue integra y relaciona diversos componentes (usuarios, hardware, software,
procesos) para permitir la organizacion, almacenamiento, manipulacion, analisis
y modelizacién de cantidades de datos vinculados a una referencia espacial

(Instituto Geografico Nacional, 2016).

En relacién con la red geografica que forman los paralelos y meridianos se
definen las coordenadas geograficas que permiten ubicar con precision la
ubicacion de un punto cualquiera de la superficie terrestre. Estas dos
coordenadas se miden como la distancia desde el punto en cuestion hasta las
lineas de base del sistema y reciben el nombre de: Latitud: su linea de base es
el Ecuador, Longitud: su linea de base es el Meridiano de Greenwich (Fernandez,
2001).

Estas coordenadas se expresan en grados sexagesimales, Para los paralelos,
sabiendo que la circunferencia que corresponde al Ecuador mide 40.076 km, 1°
equivale a 113,3 km. Para los meridianos, sabiendo que junto con sus
correspondientes antimeridianos se forman circunferencias de 40.007 km de

longitud, 1° equivale a 111,11 km. (Instituto Geografico Nacional 2016).

2.13. Herramientas de analisis y visualizacion para datos genéticos y

geogréficos

Debido a los avances tecnoldgicos en cuanto a caracterizacion y obtencion de
informacion tanto genética como geogréfica, la cantidad de datos que se pueden
generar mediante estas nuevas tecnologias, ha ido en aumento haciendo en
ocasiones un tanto complejo su analisis y visualizacion, por ello el area
bioinformética en relacién con otras areas de interés ha desarrollado sistemas y
aplicaciones para facilitar la manipulacion e interpretacion de la excesiva cantidad

de informacién generada en la actualidad.
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En este contexto podemos mencionar algunos de los programas utilizados

actualmente en analisis geograficos y genéticos.

Germinate 3, es una aplicacion basada en Java y desarrollada por el Instituto
James Hutton. Esta plataforma almacena informacion referente a los conjuntos
de datos experimentales tales como datos de caracterizacion, conjuntos
fenotipicos, mapas moleculares, frecuencias alélicas, climas, busqueda
geografica, conjuntos de datos analizados, entre otros (James Hutton Institute,
2016).

Curly Whirly, es una herramienta Gtil en representaciones visuales y técnicas de
interaccién, aprovechan sus 0jos, sobresaliendo en tareas tales como: deteccién
de bordes, reconocimiento de patrones, discernimiento de las diferencias en
color, proporcionan capacidad para ver, explorar y comprender grandes
cantidades de informacion a la vez (James Hutton Institute, 2016).

ArcMAP, es el componente principal de Esri's ArcGIS, conjunto de programas de
procesamiento geo-espaciales, y se utiliza principalmente para visualizar, editar,
crear y analizar datos geo-espaciales. ArcMap permite al usuario explorar datos
dentro de un conjunto de datos, simbolizar funciones en consecuencia y crear

mapas.

Dentro de las técnicas multivariantes podemos citar al Escalamiento
Multidimensional (Multidimensional Scaling, MDS). Es una técnica multivariante
de interdependencia que trata de representar en un espacio geométrico de pocas
dimensiones las proximidades existentes entre un conjunto de objetos o de
estimulos. Esta técnica, aunque tiene sus raices a principios del siglo XX, hoy dia

sigue siendo infrautilizada en muchas areas (Casas, 2012).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Material vegetal

Se analizaron 830 y 1135 accesiones de las razas de maices criollos Tuxpefio y
Cédnico Nortefio, respectivamente (Apéndice 1). Dichas accesiones fueron
seleccionadas de un panel principal, debido a que en ensayos previos han

mostrado tolerancia a condiciones climaticas adversas como el estrés hidrico.

Los materiales fueron proporcionados por el banco de germoplasma del Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMyT) y se sembraron en
charolas de unicel, con 128 cavidades en invernadero dentro de la Estacion
Experimental Batan-CIMMyT de clima tropical, ubicado en el municipio de
Texcoco, que se encuentra en las coordenadas GPS: Longitud (dec): -98.856389,
Latitud (dec): 19.526944, a una altura de 2300 metros sobre el nivel del mar.

El germoplasma proporcionado por el banco de CIMMyT, se trabaj6 por el grupo
Seeds of Discovery, del proyecto MasAgro Biodiversidad, que tiene como
propasito la utilizacién de recursos genéticos inapreciables mediante tecnologias
de Ultima generacion, asi como el desarrollo de capacidades, con la finalidad de
ofrecer un paquete de herramientas a los investigadores que contribuyen al
fitomejoramiento. Para alcanzar estas metas se est4d implementando lo que
llaman “Atlas Molecular” donde se ingresara la informacion obtenida de diversos
materiales evaluados e informacién de interés que ofrece germoplasma con
capacidades para afrontar y tolerar cambios climaticos y fortalecer la seguridad
alimentaria. Mediante estrategias que buscan el fortalecimiento de capacidades
en cursos Yy talleres a representantes de las redes de mejoramiento de maiz y

trigo.

3.2. Colecta de material vegetal y extracciéon ADN

Se usaron 30 hojas de plantas elegidas al azar de cada accesion para hacer una
muestra representativa compuesta de ADN, para ello se cosecharon hojas

frescas y sanas tomando tejido del area sin nervadura central, zonas necrosadas
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o lesiones, de plantas de alrededor de 30 dias de edad. Las muestras de tejido
foliar se tomaron del invernadero #2 de la estacién experimental “El Batan”. El
tejido vegetal se congel6 a -80 °C para su posterior secado mediante frio, a una
temperatura <50 °C y alto vacio, £0.020 milibares (mBar), utilizando un liofilizador
(Labconco® FreeZone®18, Serie 77550, USA). Posterior a este periodo, las
muestras se colocaron en orden para cortar fragmentos de 2 mm de diametro por
hoja y se procedié a pulverizar las muestras usando un disruptor Tissuelyser

(Quiagen, Germany).

La extraccion de ADN se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia, en el
complejo Multi-Tecnolégico Biociencias del CIMMyT, utilizando el método de
purificacion de ADN gendmico en plantas a base de CTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio) (CIMMyT, 2006), que tiene como referencia el protocolo
estandar CTAB (Doyle, 1987).

La calidad del ADN obtenido se verific6 mediante un gel de agarosa (skeam) al 1
%, asi mismo para la cuantificacion fue requerido un nano-espectrofotometro
NanoDrop® 1400 (Thermo Scientific, Wilmington, DE).

El ADN obtenido se envio para servicio de genotipeo, el cual se realiz6 a través
de Next Generation Sequency (NGS), técnica usada originalmente mediante
DArTSeq, (Diversity Arrays Technology) en la Universidad de Canberra
(Australia) y aplicada por los servicios de SAGA (Servicio de Andlisis Genético
para la Agricultura) en las instalaciones del Centro Nacional de Recursos
Genéticos (México). Las muestras de ADN fueron digeridas con la enzima de

restriccion ApeKIl y analizadas en el secuenciador HiSeq2500 llumina.

3.3. Analisis genético - molecular

El andlisis de datos obtenidos mediante Genotipificacion por Secuenciacion se

dividio en tres categorias principales:

Analisis primario, que comprende las etapas de filtro de calidad de ‘barcodes’

(P=30), filtro de calidad de secuencias completas (P=10), divisiébn de ‘targets’
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segun sus ‘barcodes’, identificacion de ‘tags’ por muestras, generacion de reporte

de calidad, y visualizacion en LIMS/base de datos.

Andlisis Secundario, que implica la seleccion de muestras de buena calidad para
analisis (LIMS), DArTSoft Upload de datos en Beskidy (Software de analisis),
alineacién de ‘tags’ sobre genoma de referencia, identificacion de SNPs, e

identificacion de polimorfismos.

Visualizacion de datos, que comprende la verificacion de calidad de datos,
verificacion de reproducibilidad entre réplicas, seleccién de marcadores PAVs y
SNPs polimorficos de alta calidad, asi como la preparacion de reportes.

Para este analisis se partié de dos primeros archivos, los datos PAV y los datos
SNP se unieron para formar un solo archivo el cual se sometié a filtros para
obtener un archivo en formato Excel el cual fue la referencia para el uso de R,
con estas matrices se construyo la matriz de distancias con el método modificado
de Roger (MRD), partiendo de los datos de disimilitud se realizé un clister y PCA
(analisis de componentes principales), de igual manera se realizé un andlisis de
MDS (Multidimensional scaling), asi como un analisis basico conteniendo el

resumen de la diversidad existente en este conjunto de muestras.

Para la visualizacion de los resultados de la diversidad genética y las distancias
genéticas se uso el programa libre Curly Whirly proporcionado por el Instituto
James Hutton, que es Uutil para la observacion y analisis de datos
multidimensionales en un espacio 3D, utilizando soporte de rotacion, zoom, filtro

jerarquico y una gama de interacciones con puntos.

3.4. Analisis geogréafico

La distancia geografica se determind con base a la latitud y altitud de la region
de colecta original de las accesiones, en primera instancia se realiz0 una matriz

de distancias puras utilizando la férmula:
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(90-LatitudA)*COS(RADIAN(90-LatitudB))+SIN(RADIAN(90-
LatitudA))*SIN(RADIAN(90-LatitudB)) (LongitudA-LongitudB)

Se realiz6 un mapa de coordenadas geograficas previo utilizando herramientas
de Google earth, partiendo de un archivo xIm, posteriormente se determinaron
las coordenadas utilizando un conjunto de herramientas SIG (Sistema de
Informacién Geografica). Algunos datos geograficos se tomaron de las bases de
datos del programa Germinate 3, del Centro Internacional de Mejoramiento de

Maiz y Trigo, Internacional (CIMMyT, Int).

Germinate 3 es un sistema genérico de gestion de datos de planta disefiado para
contener datos de pasaporte (i.e. de colecta) y una gama adicional de diferentes
tipos de datos, incluyendo datos fenotipicos y marcadores moleculares, estas

herramientas fueron desarrolladas por Paul Shaw y Sebastian Raubach.

3.5. Anédlisis de correlaciones

Los estudios de asociacion entre datos obtenidos en un area de interés genético
y provenientes de otras areas permiten detectar interacciones relevantes de los
genotipos. El estudio de la asociacién de informacién fenotipica y genotipica se
realiza frecuentemente con procedimientos univariados (Brachi et al., 2010;
Cockram et al., 2010), considerando cada caracteristica de interés
separadamente. Sin embargo, la reaparicion de aproximaciones holisticas y
multivariadas en los ultimos afios ha generado un cambio de perspectiva en la
biologia (Carrari et al., 2006), probablemente facilitado por importantes avances
en el desarrollo de tecnologias e instrumental para la caracterizacion
multidimensional de los distintos niveles de organizacion. Asi, las ciencias
“‘dmicas” como la fendmica y la gendmica, tienen en comun la busqueda del
estudio integral de los seres vivos, para lo cual las asociaciones de distintos tipos
de datos son cruciales (Houle et al., 2010). Las técnicas estadisticas del analisis
multivariado permiten abordar los estudios de asociacion multidimensional entre

diferentes tipos de datos (Jombart et al., 2009; Balzarini et al., 2011; Teich et al.,
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2011). sin embargo, aun cuando las técnicas multivariadas clasicas permiten
operar sobre variables correlacionadas, suponen independencia (no correlacion)
entre las unidades de andlisis. Una cuestion fundamental que debe considerarse
en cualquier estudio de asociacién es la existencia de estructuras de correlacion
en los datos. Cuando se lleva a cabo un analisis de asociacion sin considerar los
efectos de dependencia de los datos, se aumenta el riesgo de detectar
asociaciones ilegitimas tanto como el de no detectar asociaciones (Keitt et al.,
2002). En la naturaleza es frecuente que la variabilidad genética presente
estructuras espaciales, particularmente en especies de plantas (Vekemans y
Hardy, 2004).

Uno de los procedimientos multivariados disefiados para cuantificar asociaciones
no restringidas espacialmente es el analisis denominado Procrustes
Generalizado, métodos que permite abordar la problemética de los datos
analizando tablas mdltiples (individuos x variables x condiciones). (Gower, 1975).
A pesar de no ser técnicas de desarrollo reciente, su aplicacion en el contexto de
datos biolégicos masivos si lo es (Bramardi et al., 2005).

No obstante, estos procedimientos de analisis de asociaciones multivariadas se
basan en modelos lineales generales que suponen datos independientes, por lo
gue podrian producir resultados errados bajo auto correlacion espacial. Otra
aproximacion al analisis de datos correlacionados espacialmente que se
encuentra cada vez mas difundida, se basa en el uso de modelos lineales mixtos
(MLM) (Littell et al., 2006). Los MLM han permitido integrar conceptos relativos a
la estructura de correlaciones de cualquier tipo de datos normales en un marco
analitico flexible y unificado. Si bien podrian aplicarse a variables sintéticas de
distribucién continua, como puede ser una componente principal o una variable
canonica, su aplicacion en el estudio de asociaciones de tipo multivariado es

practicamente nula (Teich, 2015).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Analisis
4.1.1. Analisis genético-molecular

Las muestras fueron enviadas al Servicio de Analisis Genético para la Agricultura
[SAGA], para ser analizadas con la tecnologia de DArTseq con base en lo
desarrollado por Elshire et al. (2011) y descrito en el inciso 2.8. Las muestras de
ADN se digirieron con la enzima de restriccion ApeKl y se analizaron en el
secuenciador HiSeq 2500 llumina.

De este proceso de secuenciacion, se obtuvieron dos tipos de marcadores, los

de presencia / ausencia (PAV) y los de frecuencias (SNP).

En lo referente al control de calidad, los marcadores con frecuencia del alelo
menor (MAF, por sus siglas en inglés) de 0.05 fueron descartados, debido a que
producen resultados inestables (Corvin et al., 2010; Weng et al., 2011). Con este
primer filtrado se eliminaron también aquellos marcadores monomorficos, cuyo
genotipo en todos los mestizos es el mismo (MAF = 0) y por consiguiente no
explican la variabilidad en cuanto a nivel de severidad. Un segundo filtrado se
realiz6 para descartar aquellos marcadores con mas de 20 % de datos faltantes.

Se identificaron un total de 616,967 SNPs. Después del filtrado se obtuvo un total
de 55,540 SNPs de alta calidad. Las bases de datos genotipicas originales estan
disponibles en
https://www.dropbox.com/s/fi8tplgfhvz65s8/MarkerSummary.csv?dl=0 (Hearne
et al., 2016). El Cuadro 4 es un ejemplo de los datos obtenidos de genotipificacion

DArTseq, en formato numérico.
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Cuadro 4. Ejemplo de informacion genotipica en formato numérico.

A B C D E F G H | J K L M N 4
1 [SNP X518429 X518437 X688412 X688436 X688448 X688460 X43856 X520252 X518161 X518195 X518211 X518219 X518277 X51i
2 101949330|F|0--14:C>G NA NA NA 0 0 0 NA NA NA 0 NA NA NA N
3 101949331|F|0--17:C>T 0 0 0 0 0 0 NA 0 0 0 0 0 0 i
4 101949332|F|0--20:G>A 0 0 0 0 0 0 NA 0 0 0 0 0 0 i
5 9713381|F|0--5:T>C NA NA NA 0 NA NA NA NA NA NA NA NA NA N
6 9713380|F|0--9:T>C NA NA NA 0.988235 NA NA NA NA NA NA NA NA NA [
7 9713380|F|0--30:A>G NA NA NA 0 NA NA NA NA NA NA NA NA NA N
8 7060668|F|0--28:A>G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 !
9 7059890|F|0--15:T>C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.94
10 7059890|F|0--17:C>T 0.02439 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 i
11 9701239|F|0--5:T>G NA NA NA NA NA 0 NA NA NA NA NA NA NA N
12 9701239|F|0--8:G>A 0 0 0 0 0 0.006579 0 0 0 0 0 0 0 1
13 5584491|F|0--11:A>T NA NA 0 0 NA 0 0 NA 0 0 0 0 0 N
14 5584491|F|0--17:G>T NA NA 0 0 NA 0 0 NA 0 0 0 0 0 N
15 101949373|F|0--6:C>A NA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [
16 101949374|F|0--8:T>G NA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 '
17 101949373|F|0--12:A>G NA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 !
18 101949373|F|0-17:A>G NA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 i
19 101949373|F|0--18:G>A NA 0 0.022222 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 i
20 101949373|F|0--22:A>C NA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 !
21 101949380|F|0--6:C>G NA NA NA 0 NA NA NA NA NA NA NA NA NA N
22 101949386|F|0--25:G>A 0.777778 0.875 NA 0 0 0 0.421053 0.5 0.875 0.666667 1 0.6 0.971831
23 101949387|F|0--50:G>C 0.777778 0.875 NA 0 0 0 0.421053 0.5 0.875 0.666667 0.6 0 0.042254 0.04
24 9676003|F|0--13:C>G NA NA NA NA NA NA NA 0 0 NA NA NA NA N
25 101949395|F|0--30:C>A NA NA NA NA NA NA NA 0 0 NA NA NA NA N

Para los calculos de distancias genéticas se utilizo el software libre estadistico R
version 3.3.1., previo un filtrado de datos en el cual se considero la profundidad,
gue en la secuenciacion del ADN se refiere al nimero de veces que un nucleétido
se lee durante el proceso, asi como el nimero de heterocigotos y el nUmero de

datos perdidos.

Para el analisis molecular se construyd la matriz de distancias de las 1965
accesiones mediante el método modificado de Roger (MRD). ElI Apéndice 3
muestra un ejemplo del contenido total de la matriz de 3,859,290 relaciones de
distancias calculadas. En este se indica el genotipo y la interaccion de cada
genotipo con los demas, ademas de tratarse de una matriz de distancias

euclidianas.

Partiendo de la matriz de distancias (MRD) se realiz6 un Andlisis de
Componentes Principales (ACP), y una muestra de este se representa en el
Apéndice 4. Este tipo de andlisis puede reducir efectivamente la estructura de
una matriz de interaccion Genotipo x Ambiente de G puntos (genotipos) en E

dimensiones (ambiente) a un sub-espacio de pocas dimensiones.
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En la Figura 5 puede apreciarse la dispersion de los genotipos considerando los
primeros dos componentes principales. La finalidad de estos componentes es la
de simplificar la estructura de los datos, sin obedecer a un modelo fijo, para poder
explicar, en pocos componentes, la mayoria de la informacion que contienen las
variables originales. En esta imagen puede verse que las dos razas de maiz
evaluadas se encuentran claramente diferenciadas, aunque también se observan
algunos genotipos intermedios que bien valdria la pena retomarlos y reevaluarlos

dado que podrian ser producto de la hibridacién entre las dos razas.

PCA

Tuxpefio  #4% , .

Figura 5. Dispersion de los genotipos correspondientes a las razas Tuxpefio y Conico
Nortefio considerando los dos primeros componentes principales.

Cuevas (2003) menciona que teniendo en cuenta que el punto de partida del ACP
es la matriz de correlacion observada y que esta matriz anticipa la estructura y la
varianza de los primeros pocos componentes (PC ’s), vale la pena explorar esta
matriz de correlacién para buscar posibles grupos de variables con correlacion

alta o baja conforme Jolliffe (2002).
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Un ACP frecuentemente revela relaciones insospechadas con anterioridad, razon
por la cual se emplea como un paso metodoldgico intermedio en investigaciones
a largo plazo, en la que, métodos tales como la regresion multiple o los analisis

de agrupamiento pudiesen ser pertinentes en etapas posteriores.

Por lo anterior se construyé una matriz de asociacion o clister, de la cual una
muestra se observa en el Apéndice 5, para posteriormente construir un diagrama

de asociacion o dendrograma como se muestra en la Figura 6.

Los métodos de agrupamiento utilizan un algoritmo secuencial al agrupar
secuencias individuales o grupos de secuencias, usualmente referidos como
unidades taxondmicas operacionales (OTUs), que son mas similares entre ellos,
esto es, para los que la distancia genética es menor. Cuando se agrupan dos
OTUs, se tratan como una nueva unidad OTU de manera recursiva para inferir la
estructura, asi las 1965 accesiones procedentes de las dos razas en estudio se
agruparon a su raza respectiva, pero de igual manera algunas accesiones se sub-

agruparon en distintos conjuntos por region.

clustering of 1965 accessions

Height

o~ Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

dist
hclust (*, "ward.D2")

Figura 6. Dendrograma de relaciones entre los 1965 genotipos evaluados, con

una linea de corte a tres grupos (rojo) y cinco grupos (verde).
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El analisis de agrupamiento partiendo de la matriz MRD, que se muestra en la
Figura 6, con una linea de corte en 3 grupos, encerrados en rojo, indico que el
primer grupo se compone de 887 genotipos de los cuales 882 pertenecen a la
raza Conico Nortefio y cinco a Tuxpefio, el segundo grupo compuesto por 707
individuos incluy6 671 Tuxpefos y 36 Conicos Nortefios, mientras que el tercer
grupo se formé con 371 individuos y contiene 217 Conicos Nortefios y 154

Tuxpefios.

Cuando se uso el criterio en un corte a 5 grupos como se observa en verde, el
primer grupo en donde abundan los Cdénicos Nortefios permanece igual que con
el corte anterior con 882 Conicos Nortefios y cincos Tuxpefios, el segundo grupo
con 255 de los cuales 253 pertenecen a Tuxpefio y dos a Coénico Nortefio, el
tercer grupo abarcé 452 accesiones de las cuales 418 fueron de Tuxpefio y 34
de Conico Nortefio, el cuarto grupo contiene 203 subdivididos en 146 Tuxpefios
y 57 Cénicos Nortefios, en tanto el quinto grupo se formé con 168 y contiene 160
Conicos Nortefios y 8 Tuxpefios, siendo de esta manera los grupos 1y 5 en los
cuales se encuentra la mayor cantidad de individuos pertenecientes a la raza

Cobnico Norterio.

Se utilizaron una serie de herramientas tecnoldgicas desarrolladas en el Instituto
Hutton con el objetivo de obtener una representacion de datos biol6gicos

complejos (Figura 7).

Las técnicas de analisis multivariado como el Andlisis de Componentes
Principales (ACP) y el Escalamiento Multidimensional (MDS) se utilizan a
menudo con datos genéticos de poblaciones para producir "Mapas estadisticos"
de individuos o poblaciones muestreados (Menozzi et al., 1978; Zhivotovsky et
al., 2003; Patterson et al., 2006). Por ello se realizé un ACP en primera instancia,
pero debido a que este tipo de técnicas conservan principalmente la varianza y
no la distancia que es el objeto de interés en este estudio se optd por realizar un
MDS (Figura 7).
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Figura 7. Representacion de las distancias genéticas entre accesiones de las
razas Tuxpefio y Conico Nortefio por el método MDS, mediante el software Curly
Whirly.

La Figura 7 muestra una separacion muy clara entre las accesiones de las dos
razas, aungue existen algunas que se traslapan y que podrian considerarse
hibridos, entre los que se podrian considerar como hibridos existe toda una gama
donde algunos de ellos como los naranjas podrian portar mayor cantidad del
genoma de Tuxpefio, mientras que en azul se encuentran los que poseen mayor
similitud con Coénico Nortefio, siendo los amarillos los mas intermedios entre

estas dos razas

Todo esto puede deberse a diversos contextos como la movilidad de las semillas

por caminos y carreteras, en un componente tiempo.
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4.1.2. Analisis geografico

En la parte correspondiente a los datos geograficos, con base en la clave GID
(Identificacion de Germoplasma), se realizd una busqueda mediante la
plataforma Germinate 3 (Figura 8), en la cual se logré obtener datos tales como

sitios de colectas, longitud, latitud, nombre de la colecta y pais, entre otros.

SAGARPA [immuzon e ooy
LCIMMYT.

= (vo09 1% 8- -

Germinate 3 SeeD Maize Database m

0000000000

(<]

Figura 8. Pagina de la base de datos Germinate 3.

Después de obtener la informacion se realiz6 un filtrado rescatandose aquellas
accesiones 0 muestras que describieran datos geograficos y genéticos
completos, que pertenecieran a las razas Tuxpefio y Conico Nortefio de México
(Apéndice 6).

Para posteriormente realizar el calculo de las distancias puras entre dos puntos
determinados (Apéndice 7) entre cada accesion partiendo de la formula: (90-
LatitudA) * COS(RADAIN(90-LatitudB))+  SIN(RADIAN(90-LatitudA))  *
SIN(RADIAN (90-LatitudB)) (LongitudA-LongitudB).
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La férmula utilizada para determinar la distancia mas corta entre dos puntos de
la tierra (geodésica) se aproxima al geoide de una esfera de radio R= 6372,795
kilometros (radio cuadratico medio), por lo que el célculo podria tener un error de
distancia del 0.3 %, sobre todo en los extremos polares, y para las distancias
largas a través de diversos paralelos. Dados dos puntos A y B en la esfera se

indican por su latitud (lat.) y longitud (long.).

Un problema comudn que suele presentarse al momento de calcular la trayectoria
(distancia), es que por lo general se realiza el calculo de la distancia horizontal
mas no la topografica que incluye valores de la pendiente, por ello con base en
las coordenadas geogréficas, las distancias calculadas previamente de los sitios
de colecta y con el soporte del equipo de Sistema de Informacién Geografico de
CIMMyT, utilizando el software ArcGIS se identificaron las distancias reales
(Apéndice 8), que consideran aspectos como el relieve entre cada sitio de colecta

de la accesion.

Los resultados de las distancias considerando el relieve o elevaciones se
muestran en el Apéndice 9. La matriz de distancias calculadas reales, indicadas
como distancias euclidianas e identificadas desde 0 hasta 1965, donde O es el
punto de origen o primer sitio considerado para esta evaluacion, se reportan en

metros y kilbmetros respectivamente. La matriz consta de 3,861,225 distancias.

Para la representacion grafica se utilizé un primer plano en Google Earth (Figura
9) partiendo de datos del Apéndice 10, el cual se muestra en formato Excel, para
transformarlo en un archivo con extension kml: la primer columna indica la latitud,
la segunda columna la longitud, la siguiente el nombre o identificacion de los
genotipos, posteriormente se coloca una descripcion que corresponde con la
identificacion que se le asignod previo al analisis, y finalmente se indica un codigo

para identificar en el mapa, esto regularmente es a criterio de cada usuario.

En un primer plano grafico fue posible determinar que, para los 1965 individuos

analizados, existen s6lo 815 sitios de colecta.
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Geograficamente los sitios de colecta de las 1965 accesiones se encuentran

distribuidos dentro de la Republica Mexicana como se muestra en la Figura 9.

Figura 9. Mapa de distribucion geografica de los sitios de colecta, generado en

Google Earth.

El segundo método utilizado para representar la distribucién geografica de los
sitios de colecta fue mediante las herramientas de ArcGIS, el software utilizado
fue ArcMap que gener6 el mapa mostrado en la Figura 10 donde se indica con
puntos en color naranja y negro los 815 sitios, de los cuales fueron colectados

los 1965 individuos analizados.
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Figura 10. Mapa de distribucién geografica de los sitios de colecta, generado en

ArcMap.
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Como se observa en el mapa, la costa del Golfo de México es la mas poblada
por estas dos especies, principalmente; como se sabe la raza Tuxpefio esta muy
adaptada a altitudes bajas. Ademas, haciendo honor al nombre y el origen de tal
raza, su distribucion se observa desde Yucatan por toda la llanura costera al norte
de la ciudad de Veracruz, siendo precisamente la posicion geografica de la ciudad
de Tuxpan, en donde se localiza el centro de dispersion de esta raza. No
obstante, también se pueden observar genotipos Tuxpefos en zonas de Sonora,
Chihuahuay Coahuila, que corresponde a lo descrito en la literatura (Figura 11A).
Asi mismo se observan en el area del Bajio los genotipos correspondientes a la
raza Conico Nortefio, principalmente en los estados de Jalisco, Aguascalientes,
el norte de Guanajuato y Querétaro (Figura 11B), que se encuentran
regularmente en altitudes de entre 1500 y 2000 metros. Correspondiendo con la

descripcion de esta raza que esta adaptada a elevaciones medianamente altas.
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Fig. so—Divribucién del Tuxpetio, Vandeo v alguoo tipos que revltaren de la intervencidn de Tuxpeds o n - 1500 - 2400

Fig, 107.—La distinoeiin del Conien Noriehs, Celoya y tipas de Celayn que mosstean
+ una intersencitn de Serrana de Talisen (el compleio de las moncatas del e de Jalion)

Figura 11. Distribucion de las razas en la Republica Mexicana. A, Tuxpefio y B,
Cénico Nortefio, segun lo descrito por Wellhausen y colaboradores en 1951.

Wellhausen et al. en 1952 proponen que la raza Tuxpefio al hibridarse con la raza
Conico dio lugar a la raza Chalquerio, hipotesis que para John F. Doebley no
parece prudente analizar, simplemente porque Chalquefio es morfolégicamente
similar a Cénico, y ambas distintas a Tuxpefio. Cénico y Chalquefio son razas

adaptadas a altitudes elevadas, mientras que Tuxpefio es una raza adaptada a
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bajas altitudes. Dadas estas consideraciones, informacion aloenzimatica ha
demostrado que Conico y Chalquefio se encuentran estrechamente relacionados

y que esta Ultima raza no es intermedia entre Tuxpefio y Cénico Nortefio.

Wellhausen et al. (1952) exponen una serie de hipotesis muy explicitas
concernientes a las relaciones evolutivas existentes entre las razas de maiz de
México y concluyen que la mayoria de las razas de maiz mexicanas surgieron a
partir de la hibridaciébn entre otras razas. En la Figura 12 se presenta la
distribucion de accesiones de la raza Chalquefio en la Republica Mexicana, de

las cuales se posee informacion geografica.

\\
i
. Sitios de colecta raza chalquefio

Figura 12. Mapa de distribucién geografica de los sitios de colecta de la raza

Chalquenio, generado en ArcMap.

La Figura 12 muestra que las accesiones de la raza Chalquefio geograficamente
se localizan muy cercanas a las de Cénico Nortefio, pero también se observa
algunas muestras en zonas elevadas cercanas a Tuxpefio, de tal modo que en
términos geograficos la hibridacion entre las dos razas podria ser factible, sin
embargo es necesario llevar a cabo estudios de tipo genético para corroborar la
teoria de hibridacion entre estas razas.
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4.2. Analisis comparativo entre distancias genéticas y geograficas

Para llevar a cabo la comparacion entre distancias genéticas y geogréficas se
realizd una alineacion analoga de coordenadas calculadas a partir de datos
genéticos a lugares de muestreo geografico, para muestras colectadas en

México.

En un andlisis de secuencias de SNPs en 1965 individuos de 815 sitios de
colecta, se obtuvo un diagrama de MDS bidimensional sobre la base de una
matriz de distancias genéticas de comparticién de alelos de pares individuales.
Cualitativamente, el MDS trazado pareceria un mapa geografico de los lugares
de muestreo, con los ejes correspondientes en gran medida a la latitud y longitud.
Este mismo fendmeno es visible en el trabajo de Li et al. (2008) y Biswas et al.
(2009).

Para evaluar cuantitativamente la relacion entre distancias genéticas y distancias
geograficas se realiz6 un andlisis de Procrustes-transformado considerando las
coordenadas MDS de los SNP para producir una alineacién Optima con las

coordenadas geogréficas.

Para este analisis entonces se utilizaron las coordenadas de los sitios de colecta
de un analisis MDS interponiéndola sobre la matriz de distancias genéticas de las
dos razas. Se utilizé el programa R para obtener la matriz de distancias genéticas
de alelos entre las dos razas. Se aplicoé un analisis MDS a la matriz, utilizando el
comando cmd scale en R (lhaka y Gentleman, 1996). Para las coordenadas
geograficas, se utilizaron latitudes y longitudes (ArcGIS). Se graficé las distancias
genéticas (Figural3) y las distancias geogréaficas (Figural4d), con los datos
ordenados de 0 -1964, de las matrices de MDS para conocer el comportamiento

general de la poblacion en estudio.
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Figura 13. Comparacion de distancias genéticas entre las razas de maiz Tuxpefio
y Conico Nortefio. A, como un conjunto. B, raza Tuxpefio ordenados de 0-830. C,

raza Conico Nortefio ordenados de 0-1135.

La distancia genética puede estimarse por medio de muy diversas funciones,
dependiendo del tipo de marcador molecular que se utilice y del tamafio de la
poblacion. En la Figura 13 se observa la comparacion entre un analisis del
conjunto de datos (Tuxpefios-Conicos Nortefios) y las razas por separado. En lo
concerniente a estas imagenes (Figura 13) puede verse que ambas razas se

agrupan genotipicamente como se esperaba; es decir, por razas.
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Figura 14. Imagen de distancias geogréaficas. A, como un conjunto de datos
ordenados de 0 -1964. B, raza Tuxpefio ordenados de 0-830. C, raza Conico
Nortefio ordenados de 0-1135.

Por otro lado, la distancia geografica cominmente se mide con base en la
distancia euclidiana —distancia lineal entre 2 puntos—, aunque existen también
multiples algoritmos diferentes que pueden aplicarse. Como en el caso de este
analisis (Figura 14) mediante algoritmos de ArcGIS, las variables se representan
en un mapa raster, con datos obtenidos de distintas fuentes, y el modelo como
tal se realiza en programas de sistemas de informacion geogréfica (SIG), por

medio de extensiones como Spatial Analyst en ArcGis v.10.

En cuanto a los atributos involucrados, es decir para representar en este caso la
distancia genética como medida de la divergencia genética entre los genotipos y
la distancia geogréafica como la distancia entre dos puntos sobre la esfera
terrestre (como distancia lineal entre dos posiciones dadas (latitud + longitud)),
en estas razas de maiz, se realizdé un histograma de frecuencias de distancias
genéticas y de distancias geograficas (Figuras 15).
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Figura 15. Histograma de distribucion de frecuencias de distancias genéticas. A, datos
ordenados de 0 -1964. B, distribucion de frecuencias de distancias genéticas; raza Tuxpefio

ordenados de 0-830. C, distribucion de frecuencias de distancias genéticas; raza Codnico
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Figura 16. Histograma de distribucion de frecuencias de distancias geogréficas. A,
datos ordenados de 0 -1964. B, distribucion de frecuencias de distancias
geogréficas, raza Tuxpefio ordenados de 0-830. C, distribucién de frecuencias de

distancias geograficas; raza Cénico Nortefio ordenados de 0-1135.

52



Estos gréaficos (Figura 15 y 16) permiten visualizar la distribucion de las
frecuencias de distancias genéticas y distancias geograficas, representando una
funcién de distribucion de frecuencia de variables continuas, cuyos intervalos
representan los valores observados y las alturas el nUmero de observaciones en
cada intervalo, asi observamos que en las frecuencias de distancias genéticas el
valor maximo de este analisis fue 0.36 aproximadamente, mientras que para las

geograficas los valores maximos se presentan en rangos menores de 500 000 m.

La correlacion entre matrices de distancia, genética y geografica implementa la
identidad por descendencia e incluye el efecto del tamafio de la muestra, factores
mutacionales y demogréaficos, al considerarse estos nos permite obtener
distancias geograficas mas precisas, considerando las variables del entorno.

La Figura 17 muestra que existe poca relacion entre las distancias geograficas y
genéticas, antes de realizar una prueba de Mantel.
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Figura 17. Grafica de correlacion entre las distancias genéticas (Y) y las
distancias geograficas (X). A, del conjunto de datos. B, grafica de correlacion raza

Tuxpefo. C, raza Conico Nortefio.
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Asimismo, nuevos meétodos de analisis permiten obtener tanto distancias
genéticas como geograficas mas precisas, por ejemplo, distancia entre puntos no
de forma euclidiana sino considerando aspectos, como la topografia, lo que se
traduce en una medida de distancia méas real que la lineal entre 2 puntos
(Landguth y Cushman, 2010; Cushman et al., 2012).

El andlisis estratificado es un tipo de analisis estadistico que estudia la posible
asociacion entre dos variables categéricas; pero diferenciando sub-muestras de
supuestos individuos que presenten distintas categorias en otra tercera variable.
Se realiz6é un analisis de correlacion de Pearson que informé sobre la existencia
de asociacion entre las variables en estudio. Se hizo un analisis estadistico de
correlacién entre dos matrices del mismo rango, para comparar dos matrices de
distancia. En este estudio se comparo también una matriz de distancia genética

entre individuos y una matriz de distancias geograficas entre los mismos.

Uno de los métodos clasicos para evaluar aislamiento por distancia es la prueba
de Mantel, que estima la correlacién entre matrices de distancia, en nuestro caso
particular de distancia genética y distancia geografica. Si el coeficiente de
correlaciébn es positivo, indica que existe estructura espacial que puede
relacionarse a la distancia geografica (Guillot et al., 2009).

Indudablemente en el programa R es sencillo realizar esta prueba, en el cual,
comunmente es utilizado el coeficiente de correlacion producto-momento de
Pearson. Esta prueba nos informa si la relacion entre ambos es semejante o no,
teniendo en cuenta que la hipotesis nula (HO) de esta prueba es que las

distancias poseen ausencia de correlacion.

Los resultados de la aplicacion del estadistico o prueba de Mantel al conjunto de
datos basado en la correlacion de Pearson (producto-momento), se especifican

a continuacion:

Mantel (xdis = GDm, ydis = GeD), estadistico Mantel r: 0.2329,  significancia:
0.001.

Cuantiles superiores de permutaciones (modelo nulo):
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90 % = 0.0119, 95 % = 0.0150, 97.5 % =0.0173, 99 % = 0.0190.
Numero de permutaciones: 999.

Aplicacion de prueba de Mantel, a la raza Tuxpefio, basado en la correlacion de
Pearson (producto-momento), estadistico Mantel r: 0.1252, significancia:
0.001.

Cuantiles superiores de permutaciones (modelo nulo):
90 % = 0.0264, 95 % = 0.0342, 97.5 % =0.0421, 99 % = 0.0477.

Aplicacion de prueba de Mantel, a la raza Conico Nortefio, basado en la
correlacion de Pearson (producto-momento), estadistico Mantel r. 0.2777,

significancia: 0.001.
Cuantiles superiores de permutaciones (modelo nulo):
90 % = 0.0340, 95 % = 0.0457, 97.5 % =0.0550, 99 % = 0.0628.

El andlisis proporciona la estadistica de correlacion r de Mantel, y el p-valor
bilateral correspondiente, obtenido a partir de las 999 permutaciones posibles.
Como lo indican los resultados, se observa que se debe rechazar la hipotesis
nula de ausencia de correlacion. En estos términos, se puede considerar que las
distancias genéticas y geogréficas estan correlacionadas en una proporcion baja

(0.2329), pero positiva.

Con el fin de correlacionar las separaciones fisicas (Figura 18) y las distancias
genéticas de las razas Tuxpefio y Conico Nortefio (Figura 19) , se elabor6 una
matriz utilizando las distancias geograficas entre los 1965 genotipos (Apéndice
8). Al comparar el dendrograma de distancias genéticas de los SNPs (Figura 6)
y el producido con las distancias geograficas, se observa que las accesiones con
menor separacion fisica coinciden con las accesiones de menor distancia
genética; sin embargo la correlacién entre ambas matrices, a pesar de alguna

similitud no es significativa (r= 0.05424).
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Figura 18. Agrupamiento de accesiones de las razas Tuxpefio y Cénico Nort
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A, con base en el MDS de las distancia geogréfica. B, con base en el MDS de las

distancias genéticas. Rojo: Conico Nortefio. Negro: Tuxpefio.
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Figura 19. Agrupamiento de accesiones de las razas Tuxpefio y Conico Nort

Ay B, gréficos con base en el MDS de las distancia geografica. A. Raza Tuxp
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B. Raza Cénico Nortefio. C y D, graficos con base en el MDS de las distancias

genéticas. C. Raza Tuxpefio. D. Raza Conico Nortefo.
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Usualmente se correlacionan datos genéticos con fenotipicos, no obstante el uso
de datos de diversa naturaleza se ha empleado recientemente, rompiendo la
linealidad de los datos, es decir, las mediciones atraves del rango de mediciones
esperado se ven afectados. Trabajos recientes, sugieren que bajo este tipo de
violaciones del modelo lineal general, las pruebas de Mantel, tanto simples como
parciales, producen un exceso de tasa de error tipo | cuya magnitud se
incrementa con la intensidad de la autocorrelacion espacial (Raufaste y Rousset
2001; Guillot y Rousset 2012).

Como lo menciona Wang ( 2010), en el andlisis procrustes se consideran las
matrices, X = (X1, ..., xn) Te Y =(yl, .., yn) T. X es n x p, y cada fila en X
corresponde a un punto n, en Rp; Y es n x g, y cada fila en Y corresponde a un
punto n, en Rq. Los puntos se encuentran ajustados, de modo que Xr e Yr

representan vectores de coordenadas en las matrices Rp y Rq, respectivamente.

Las matrices se pueden ver como la descripcion de dos conjuntos separados de
coordenadas para la misma tasa n (dos "mapas"). Los resultados de un analisis

procrustes al conjunto de datos se indican a continuacion:

Andlisis procrustes (X = mdsGg, Y = mdsGt),

Numero de objetos: 1965, Suma de cuadrados procrustes: 3.553874e!4,
Cuadrado medio del error procrustes: 425274.9.

Cuartiles de errores procrustes: minimo: 13546.23, 1Q 93433.52, mediano:
162593.84, 3Q 397844.56, maximo: 1906689.49.

Rotacion de la matriz: [1,] 0.06297703 -0.99801498, [2,] 0.99801498
0.06297703

Traslaciéon de los promedios: [1,] -3.735327e-10 2.085862e-10

Escalado del objetivo: [1] 1752094.
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El método de procrustes trata de encontrar las transformaciones, cuando se
desconoce f Y g, ellos minimizan una funcion d (f (X), g (Y)) en todas las opciones
fy g que preservan la paridad relativa de las distancias entre puntos en Xy entre

puntos en Y, respectivamente.

Primero, | P-q |. Las columnas cero se agregan al final de la matriz con menos
columnas en orden, para colocar ambos conjuntos de puntos en el mismo espacio

k-dimensional, con k = max (p, Q).

Por lo tanto, tanto X e Y se convierten en matrices n x k. Sin pérdida de
generalidad, g (Y) = Y se puede suponer, por lo que sélo X se transforma. La
transformacion f puede escribirse ya que f (xr) =? ATxr + b, donde \ es una
dilatacion escalar, a es una matriz ortogonal k x k, representando una rotacion y

posiblemente una reflexion, y b es un vector de traslacion kx1.

La funcion objetivo d para ser minimizada es la suma a través de la tasa cuadrada
de las distancias euclidianas entre coordenadas correspondientes de los taxa en

las matrices F (X) e Y.

En la Figura 20 se muestra el Gltimo de los pasos del proceso procrustes que
consiste en la Rotacién de coordenadas de la primer configuracion (Y), matriz

genética, hacia la referencia (X) 6 matriz geogréfica.

Raza Tuxpefio - Andlisis Procrustes (X = mdsGg, Y = mdsGt).

Rotacion de la matriz: [1,] 0.9425002 0.3342056 [2,] -0.3342056 0.9425002
Traslaciéon de los promedios: [1,] 5.029356e-11 -3.50081e-10

Escalado del objetivo: [1] 6051372
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Figura 20. Rotacion de coordenadas en el analisis procrustes, aplicado con la

técnica MDS. A, del conjunto de datos. B, raza Tuxpefio. C, raza Cénico Nortefio.

Raza Conico Nortefio — Analisis Procrustes (X = mdsGg, Y = mdsGt).
Rotacién de la matriz: [1,] -0.2309835 0.9729577 [2,] 0.9729577 0.2309835.
Traslacion de los promedios: [1,] 9.179656e-12 6.14088e-11.

Escalado del objetivo: [1] 427263.4.
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Figura 21. Residuos del analisis procrustes aplicado con la técnica MDS. A, del
conjunto de datos. B, residuales de la raza Tuxpefio. C, residuales de la raza

Cobnico Norterio.

Prieto (2016) utilizé otra forma de presentar el método procrustes que se basa

en:
Matriz X referencia = transformacién (Matriz Y) + residual

En la Figura 21 se grafican los residuales obtenidos del analisis procrustes en
donde se observa que las razas Tuxpefio y Coénico Nortefio se ordenan de
izquierda a derecha, respectivamente. Es posible deducir que existe mayor nivel
de concordancia entre las distancias geogréficas y genéticas en la raza Conico

Nortefio, que en la raza Tuxpefio, dados los picos del gréfico.

Los residuales (Figura 22) obtenidos segun Prieto (2016) indican las diferencias

totales entre la matriz de referencia (geografica) y la matriz a ajustar (genética).
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Figura 22. Histograma de residuales del andlisis procrustes. A, conjunto de datos.

B, raza Tuxpefio. C, raza Cénico Nortefio.

Dichos gréaficos muestran las diferencias totales entre la matriz de referencia
(geogréfica) y la matriz a ajustar (genética) para el conjunto de datos (Figura
23A), para la raza Tuxpefo (Figura 23B) y los residuales de la raza Conico
Nortefio se muestran en la Figura 23C. Se observa que la variacion en la raza

Cobnico Nortefio es menor que en la raza Tuxpefio.

La seleccion de los métodos y modelos de andlisis para un estudio de genética
depende primeramente de la pregunta de estudio y del tipo de datos genéticos y
espaciales con los que se cuenta. Asimismo, deben considerarse los supuestos

y las ventajas y limitaciones de los diferentes métodos y modelos.

61



@
@ &. .‘ ... Residual

‘ Ty ® © 500000
© 1000000
LR R -
mzsr ‘ '. Foo \ O 1500000
E] @ o e * & Residual
® LN s
- % 1500000
o® . .'A‘ . ¢
20- oo W g 1000000
[ ¥ 3, . M 500000
o." * i 3 R
® - *
® e bad
15 ¢
110 105 100 % %0
A Longitud

Lattude

Lattude
:
H 2 H

200000

B

Figura 23. Gréfico de residuales en un mapa de la Republica Mexicana. A, del
conjunto de datos. B, raza Tuxpefo. C, raza Conico Nortefio. Los puntos mas
oscuros indican una mayor proximidad con el resto, por lo tanto los de color mas

claro muestran las relaciones menos cercanas entre la poblacion.

Las diferencias entre la matriz genética y la geogréfica (residuales) para la raza
Tuxpefio, son muy variadas, a diferencia de la raza Cénico Nortefio, donde los
valores de residuales son minimos, observandose puntos mas uniformes tanto
en tamafio como en color, a excepcion de 5 genotipos aislados que se encuentran

en la zona superior (norte) de la Republica Mexicana.

Finalmente, de lo anterior es posible indicar que existe mayor correlacion entre
la matriz genética y geogréfica para la raza Conico Nortefio, que en la raza

Tuxpefio.
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En las Figuras 24 y 25 se muestra distribucion de las distancias geograficas y

genéticas promedio, respectivamente, para las accesiones evaluadas.
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Figura 24. Distancias geogréficas promedio para las accesiones de las razas de
maiz. A, del conjunto de datos. B, raza Tuxpefio. C, raza Cénico Nortefio. Los
puntos mas oscuros indican una mayor proximidad con el resto, por lo tanto los

de color mas claro muestran las relaciones mas cercanas entre la poblacién.

Sin duda, la correlacion de estudios de naturaleza genética y geogréafica permite
evaluar informacion genética, ecoldgica y espacial, a un nivel muy fino y a escalas
desde locales hasta regionales. Con ello se han beneficiado planteamientos y
evaluaciones, de manera que es posible explicar de una manera mas adecuada
los procesos ecoldgicos y evolutivos que mantienen a las poblaciones a lo largo

y ancho del horizonte.
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Figura 25. Distribucién genética promedio de las accesiones de las razas de
maiz. A, del conjunto de datos. B, raza Tuxpefio. C, raza Cdnico Nortefio. Los
puntos mas oscuros indican una mayor proximidad con el resto, por lo tanto los

de color mas claro muestran las relaciones mas cercanas entre la poblacién.

En lo referente a las distancias genéticas promedio (Figura 25), la raza Tuxpefio
mostré mayor variacion (desde 0.31 hasta 0.37), indicando la existencia de mayor
diversidad en esta raza, mientras que para Conico Nortefio se observo una menor
diversidad genética, con distancias entre 0.32-0.36, indicada como puntos mas

uniformes en cuanto a tamario y color.
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5. CONCLUSIONES

El andlisis de los genotipos y su clasificacion indicé que la raza Cénico Nortefio

se encuentra mas conservada y genéticamente homogénea que la raza Tuxpeiio.

Las accesiones de las razas formaron cinco grupos, donde los Tuxpefios se
distribuyeron principalmente en los grupos dos, tres y cuatro y los cénico Nortefio

en el unoy el cinco.

Se detectd la presencia de genotipos intermedios entre las dos razas, lo que
sugiere que puede tratarse de productos de hibridacion entre las mismas.

El andlisis geografico indicd que la distribucion actual de las accesiones en la

Republica Mexicana corresponde con la reportada en 1951 por Wellhausen..

El andlisis general de accesiones de las dos razas arrojé un valor de correlacion

bajo y significativo entre las distancias geogréaficas y las distancias genéticas.

Las mayores distancias tanto genéticas como geogréaficas se encontraron para

accesiones de la raza Coénico Nortefio.

El analisis individual de las razas mostr6 una mayor correlacion entre distancias

genéticas y geograficas para la raza Conico Nortefio que para la raza Tuxpefio.

Cénico y Chalquefio provienen de altitudes elevadas, mientras que Tuxpefio se
caracteriza por provenir de bajas altitudes. Temporada semiarida, déficit de

humedad, precipitacion de 409 a 496 mm al afio.

Como perspectiva para este trabajo se propone incluir en un estudio genético
posterior a la raza Chalguefio debido a que algunos autores reportan que esta

raza es el resultado de la hibridacion entre Tuxpefio y Conico Nortefio.
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7. APENDICES

Apéndice 1. Listado de las 830 accesiones de la raza Tuxpefio evaluadas en

este estudio.

El resto puede consultarse en: https://www.dropbox.com/s/tgztznw5k86w3sv/Tuxpe%C3%B1o.docx?dI=0

GID Bank_number Lat New Long New Location_id
33 CIMMYTMA-BANK-000003 19.18 -102.83 9264
41 CIMMYTMA-BANK-000005 19.50 -101.87 9388
52 CIMMYTMA-BANK-000006 18.68 -103.66 2992
243371 CIMMYTMA-BANK-000022 17.97 -101.80 4721
243372 CIMMYTMA-BANK-000023 17.17 -99.54 9354
277 CIMMYTMA-BANK-000036 18.23 -100.52 9453
738 CIMMYTMA-BANK-000088 18.33 -97.35 7999
243416  CIMMYTMA-BANK-000089 18.33 -97.35 7999
243419 CIMMYTMA-BANK-000092 19.83 -98.03 1731
790 CIMMYTMA-BANK-000097 20.03 -97.45 539
243424  CIMMYTMA-BANK-000100 16.28 -98.27 2806
844 CIMMYTMA-BANK-000117 16.33 -98.03 6469
879 CIMMYTMA-BANK-000120 17.99 -96.10 2605
243432 CIMMYTMA-BANK-000121 18.04 -96.11 5362
243461 CIMMYTMA-BANK-000178 17.71 -101.30 3005
2002 CIMMYTMA-BANK-000233 18.33 -97.24 8441
2039 CIMMYTMA-BANK-000234 18.33 -97.24 8441
243507 CIMMYTMA-BANK-000243 18.10 -95.93 2624
2291 CIMMYTMA-BANK-000285 20.61 -100.48 4397
2821 CIMMYTMA-BANK-000300 20.15 -103.05 9413
243558 CIMMYTMA-BANK-000324 19.75 -103.75 1893
3089 CIMMYTMA-BANK-000371 28.98 -109.40 646
243594 CIMMYTMA-BANK-000372 28.98 -109.40 646
3188 CIMMYTMA-BANK-000376 30.64 -110.96 1949
243603 CIMMYTMA-BANK-000388 28.27 -105.47 5446

77



Apéndice 2. Listado de las 1135 accesiones de la raza Conico Nortefio

evaluadas en este estudio.

El resto puede consultarse en: https://www.dropbox.com/s/nx9hg2ypb4fasén/Connor.docx?dl=0

GID Bank _number Lat New Long New Location_id
96 CIMMYTMA-000017 18.80 -103.14 3011
807 CIMMYTMA-000101 16.58 -94.60 7581
817 CIMMYTMA-000103 17.99 -96.10 2605
5775 CIMMYTMA-000544 20.20 -100.15 336
7711 CIMMYTMA-001375 19.25 -99.62 4256
7756 CIMMYTMA-001404 19.26 -100.03 311
7771 CIMMYTMA-001409 19.73 -99.23 119
7774 CIMMYTMA-001416 19.33 -98.57 9428
7782 CIMMYTMA-001433 19.06 -97.96 8609
7789 CIMMYTMA-001459 19.83 -101.02 283
7791 CIMMYTMA-001460 19.04 -98.78 5096
7793 CIMMYTMA-001462 20.07 -102.73 5026
7794 CIMMYTMA-001464 19.92 -102.00 6768
7795 CIMMYTMA-001467 19.65 -100.59 7892
7877 CIMMYTMA-001555 20.65 -98.65 10050
7965 CIMMYTMA-001665 22.27 -100.76 7863
8486 CIMMYTMA-001961 18.88 -98.68 3868
9336 CIMMYTMA-002336 19.62 -97.08 4923
16985 CIMMYTMA-005572 19.42 -101.53 8005
17033 CIMMYTMA-005645 19.62 -97.08 4923
17602 CIMMYTMA-005888 18.13 -96.82 7828
17613 CIMMYTMA-005898 18.17 -96.91 8058
17614 CIMMYTMA-005899 18.17 -96.91 8058
17615 CIMMYTMA-005900 18.17 -96.95 8616
17754 CIMMYTMA-005915 18.17 -96.95 8616
19632 CIMMYTMA-006039 17.19 -97.87 8027
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Apéndice 3. Ejemplo de matriz de distancias calculadas mediante el método

modificado de Roger (1983).

Accesién  X653792 X618033 X554127 X554060 X612194 X650336 X692955
X653792 0 0.345747 0.341364 0.354127 0.265507 0.27664 0.377751
X618033 0.345747 0 0.28699 0.285748 0.347757 0.361999 0.312974
X554127 0.341364 0.28699 0 0.295081 0.341326 0.358026 0.330488
X554060 0.354127 0.285748 0.295081 0 0.354499 0.372436 0.328506
X612194 0.265507 0.347757 0.341326 0.354499 0 0.282284 0.379508
X650336 0.27664 0.361999 0.358026 0.372436 0.282284 0 0.391827
X692955 0.377751 0.312974 0.330488 0.328506 0.379508 0.391827 0

Apéndice 4. Ejemplo de matriz de salida del Analisis

Principales (PCA).

de Componentes

Taxa PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7
X65379 - - 0.01870 0.01469 - 0.02049
-0.0047
2 1.06538 0.22162 3 3 0.00961 8
X61803 1.27284 - 0.08201 0.03119 0.00320 0.05067 0.01375
3 3 0.23741 1 8 4 1 9
X55412 - 0.01687 - - 0.00761 0.03367
1.02028
7 0.07867 7 0.08499 0.03961 6 5
X55406 1.20584 0.06983 - - - 0.01680
0.01995
0 3 9 0.01325 0.01895 0.01365 5
X61219 - - 0.02558 0.01883 - - 0.00769
4 1.04932 0.14906 6 7 0.00093 0.01179 1
X65033 - 0.17748 0.02189 - - -
0.04007
6 1.00102 4 7 0.00423 0.01327 0.01321
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Apéndice 5. Ejemplo de matriz Cluster (analisis de asociacion).

X653792 1 1 1 1 1 1 1 1
X618033 1 2 2 2 2 2 2 2
X554127 1 2 2 3 3 3 3 3
X554060 1 2 2 2 2 2 2 2
Apéndice 6. Filtrado de la Informacion rescatada de la base de datos
Germinate 3.
GID Race  Target ID Jorge's ID SalD SNPfiles — PAViiles
(from 0)  (from 0)
33 Tuxpefio 553259 X553259 SEEDDIV1250 1356 1339
41 Tuxpefio 553283 X553283 SEEDDIV1252 17172 17155
52 Tuxpefio 553295 X553295 SEEDDIV1253 23783 23766
243371 Tuxpefio 553344 X553344 SEEDDIV1265 27163 27146
243372 Tuxpefio 553261 X553261 SEEDDIV1266 1605 1588
277 Tuxpefio 553274 X553274 SEEDDIV1275 20137 20120
738 Tuxpefio 553386 X553386 SEEDDIV1315 13882 13865
243432 Tuxpefio 552853 X552853  SEEDDIV762 32117 32100
1466  Tuxpefio #N/A #N/A #N/A #N/A #N/A
243461 Tuxpefio 692984 X692984  SEEDDIV887 26188 26171
2002 Tuxpeiio 553395 X553395 SEEDDIV1387 29434 29417
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Apéndice 7. Ejemplo de matriz de distancias puras.

Accesion 1 2 3 4 5 6

1 0.00 107.36 103.68 173.23 414.08 265.87
2 107.36 0.00 209.61 170.07 357.35 200.04
3 103.68 209.61 0.00 211.64 467.53 335.40
4 173.23 170.07 211.64 0.00 255.96 138.72
5 414.08 357.35 467.53 255.96 0.00 157.49
6 265.87 200.04 335.40 138.72 157.49 0.00

Apéndice 8. Ejemplo de matriz de identificacién de distancias calculadas

reales.
FI Shape N Target | countries ol
D * r D _ Lat New Long New D
19.18333 - 55325
0 Point 1 553259 MEXICO 3 102.833333 0 9
- 55328
1 Point 2 553283 MEXICO 19.5 101.866667 1 3
- 55329
2 Point 3 553295 MEXICO 18.6781 103.661841 2 5
17.97179 - 55334
3 Point 4 553344 MEXICO 8 101.799996 3 4
17.16736 55326
4 Point 5 553261 MEXICO 3 -99.537659 4 1
18.23333 - 55327
5 Point 6 553274 MEXICO 3 100.516667 5 4
18.33462 55338
6 Point 7 553386 MEXICO 4 -97.353287 6 6
18.33462 70585
7 Point 8 705853 MEXICO 4 -97.353287 7 3
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Apéndice 9. Ejemplo de matriz de distancias calculadas reales,

determinando la longitud en metros y kilbmetros, respectivamente.

OID_OBSERV OID_TARGET longitude (m) (km)

0 0 0 0

0 1 114085.34908400000 114.0853491
0 2 110182.73461300000 110.1827346
0 3 183419.02360000000 183.4190236
0 4 439352.55697000000 439.352557
0 5 281551.93779000000 281.5519378
0 6 619630.69693400000 619.6306969
0 7 619630.69693400000 619.6306969

Apéndice 10. Ejemplo de archivo Excel para transformar en un archivo de

extension kml.

Latitude Longitude Name Description Icon
19.183333 -102.833333 1 553259 1
19.5 -101.866667 2 553283 1
18.6781 -103.661841 3 553295 1
17.971798 -101.799996 4 553344 1
17.167363 -99.537659 5 553261 1
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