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RESUMEN

México es centro de domesticacién y diversificacidn del maiz (Zea mays
subsp. Mays). Durante este proceso que ha durado alrededor de 10,000
afos, se ha acumulado una enorme diversidad fenotipica del cultivo.
Actualmente se reconocen 59 razas nativas de maiz en México, estas
son poblaciones que mantienen caracteristicas en comUn que las
distinguen del resto de las poblaciones. En trabajos previos se ha
reportado que la variacién gendmica del maiz mexicano se explica mejor
por factores ambientales (altitud) que por categorias raciales. En este
trabajo se compararon datos gendmicos (46,518 SNPs obtenidos con el
MaizeSNP50 BeadChip de lllumina) de 50 muestras de cinco razas de
maiz (Comiteco, Conejo, Tehua, Zapalote Grande y Zapalote Chico)
buscando marcadores que sirvan para clasificar a las muestras por raza.
Se realizaron analisis discriminantes de componentes principales (DAPC)
agrupando a las muestras por razas y por categorias altitudinales, a
partir de éstos se obtuvieron los marcadores mas informativos para
clasificar a las muestras por raza y por categoria altitudinal. Se
identificaron 18 /oci que sirven para clasificar a las muestras por raza, de
los cudles 5 loci coinciden con marcadores que distinguen entre
categorias altitudinales. En otras palabras, se encontraron 13 Joci
asociados a la clasificacion por razas independientemente del factor
altitudinal. Estos resultados muestran que las razas de maiz mexicano
contienen una gran diversidad gendmica que no puede ser explicada
Unicamente por factores ambientales, sino que probablemente estd
también influida por la seleccién artificial de los campesinos que lo
cultivan.



INTRODUCCION

La domesticaciéon ha sido estudiada como un proceso evolutivo desde el
planteamiento de la teoria de seleccién natural por Charles Darwin en
1859 (Darwin, 1859). Desde entonces la domesticacién ha recibido
especial atencion desde la Biologia Evolutiva al ser el ejemplo mas
cercano y evidente de cambio en las especies.

Dependiendo de la amplitud de la definicién, la domesticacién
puede ser vista como un proceso guiado exclusivamente por el humano
o extendido a otras especies. Paul Gepts la define como “el resultado de
un proceso de seleccién que lleva a un aumento en la adaptacién de
plantas y animales por el cultivo o crianza y utilizacién por los humanos”
(Gepts, 2004). Otros autores, como Meyer y Purugganan, dan una
definicién méas amplia “La domesticacion es una interaccion coevolutiva
que lleva al establecimiento de nuevas especies domesticadas, cuyo
crecimiento y reproduccién estan en gran medida controladas para el
beneficio de otra especie.” Tomando esta segunda definicién, los
autores identifican, ademas de la domesticacién por el hombre, el
surgimiento de la domesticacion en especies de insectos como
hormigas, escarabajos y termitas que cultivan colonias de hongos
(Meyer et al., 2013; Purugganan et al., 2009). Es importante resaltar el
sentido coevolutivo de la domesticacion cuando se habla de plantas
domesticadas; ya que a pesar de que a primera vista parece existir una
relacion vertical en la que los cultivos dependen del hombre para
sobrevivir, igualmente los humanos dependen de los cultivos para
mantener sus poblaciones.

La evolucién de plantas en domesticacién comenzé hace alrededor
de 10,000 afos asociado a cambios ambientales en el planeta y cambios
conductuales en los grupos humanos existentes que los llevaron a pasar
de la caza-recolecta al cultivo de plantas como la fuente principal de
alimentos (Gepts, 2004; Meyer et al., 2013). Esta transicién fue la base



de los cambios civilizatorios de la Revolucién Neolitica. Acompanando la
transicién al cultivo de plantas como fuente principal de alimentos,
surgieron nuevas técnicas, herramientas y oficios diferentes a buscar
comida que permitieron a las sociedades humanas tener el desarrollo
subsecuente que llevado al mundo hasta las condiciones en que nos
encontramos hoy en dia (Stiner, 2001; Weisdorf, 2005). Meyer y
Purugganan (2013) han propuesto un patrén general del proceso de
domesticacion que identifica diferentes etapas de domesticaciéon y
diversificacién en los cultivos. De acuerdo a este modelo, la primera
etapa en la domesticacién sucedié cuando los humanos empezaron a
plantar y cultivar deliberadamente especies silvestres con caracteres de
interés, convirtiendo a esas especies silvestres en especies cultivadas en
proceso de domesticacién. Siguiendo la domesticacién inicial, vino una
fase que involucré la dispersion y adaptacién de las especies
domesticadas a ambientes ecoldgicos y culturales diferentes. Esta
segunda fase fue guiada por migraciones humanas y transmisién
cultural. Esta segunda etapa llevo a una divergencia genética y
fenotipica entre las poblaciones de especies domesticadas que fueron
objeto de diferentes presiones selectivas. La ultima etapa consiste en el
cruzamiento deliberado de variedades de un cultivo para maximizar la
produccion y generar nuevas variedades con caracteristicas particulares
(Meyer y Purugganan, 2013).

Durante el proceso de domesticaciéon y diversificacién de los
cultivos, las especies domesticadas tienen cambios drasticos a nivel
genético. En términos generales, la domesticacion implica un cuello de
botella genético que reduce la variacion de las especies domesticadas
con respecto a sus parientes silvestres. Durante este proceso, las
especies son objeto de presiones selectivas conscientes e inconscientes
gue hacen que la distribucién de la variacién genética cambie. La
presidn selectiva consciente es llevada a cabo por los agricultores que
seleccionan positiva o0 negativamente caracteres fenotipicos vy
consecuentemente los genes asociados a estos caracteres. La presion



selectiva inconsciente sucede porque la transicion de las plantas
cultivadas a los espacios donde el hombre las cultiva implica cambios en
las condiciones en que esas plantas viven y se reproducen, los cuales
ejercen una presion selectiva sin que el hombre tenga un objetivo
predeterminado (Wright et al., 2005; Ross-lbarra, 2007; Zohary, 2004).
Sin embargo, para que exista seleccion inconsciente, el hombre tiene
que deliberadamente sembrar semillas en un ambiente controlado por el
hombre, lo que algunos autores llaman domesticacion del paisaje. Estas
acciones son conscientes poniendo en duda el grado de inconsciencia
asociado a la seleccién de ciertos caracteres (Heiser, 1988; Baleé y
Erickson, 2006). Sin importar el modo en que se dé la seleccidn, las
diferentes presiones selectivas y los métodos de propagacién de los
cultivos actuan sobre el genoma ocasionando barridos selectivos que
reducen la variaciéon genética en los sitios del genoma asociados a las
caracteristicas que estan siendo seleccionadas. A partir de la década de
1990, se han realizado muchos estudios que buscan identificar regiones
del genoma seleccionadas durante la domesticacion de diversas
especies (Meyer et al., 2013; Purugganan et al., 2009; Hufford et al.,
2012; Yamasaki et al., 2007).

El maiz (Zea mays subsp. mays) fue domesticado en México a
partir del teocintle (Zea mays subsp. parviglumis) en la cuenca del
Balsas entre 6000 y 9000 afios antes del presente (Yamasaki et al.,
2005; Piperno et al., 2009; van Heerwardeen et al., 2011; Vigoroux et al.,
2008). Posterior a su domesticacién, el maiz fue dispersado a otros
lugares de Mesoamérica, se cree que esta dispersién se dio en un
periodo corto de tiempo por los restos arqueobotdnicos que se han
encontrado (Piperno et al., 2009; van Heerwardeen et al., 2011). La
dispersién del maiz, asi como el uso que le dan los diferentes grupos
humanos que lo adoptaron, estan asociados a la adaptacién del cultivo a
los nuevos ambientes agroecoldgicos en los que se cultiva. Este es un
proceso complejo de diversificacion en el que hay adaptacién local a
partir de la variacidn genética disponible, introduccion de nueva



variacion por flujo génico y sistemas de intercambio de semilla e
introgresién de genes de parientes silvestres. El resultado de esta
diversificacién es la enorme variedad fenotipica y los cientos de razas
gue existen de maiz (van Heerwarden et al., 2011; Hufford et al., 2012;
Dyer et al., 2008).

La diversidad de maiz en México ha sido descrita y clasificada por
diversos autores durante el siglo XX. Estos esfuerzos fueron guiados
principalmente por el interés de utilizar los recursos genéticos del maiz
en el mejoramiento agronémico (Perales y Golicher, 2014). El concepto
de raza de maiz fue concebido durante esta busqueda por describir y
clasificar la heterogeneidad que existe en el maiz. Dos trabajos pioneros
en este sentido fueron las monografias de Chavez en 1913 y de
Anderson en 1946 (Ortega Paczka, 2003). Anderson y Cutler en 1942
definieron el concepto de raza de maiz como “Un grupo de individuos
emparentados, con suficientes caracteristicas en comuin para permitir su
reconocimiento como grupo”. Posteriormente Efrain Hernandez Xolocotzi
y Glafiro Alanis en 1970 ampliaron la definicién de raza a “una poblacién
con un conjunto sustancial de caracteristicas en comun que la
distinguen como grupo y la diferencian de otras poblaciones, con
capacidad de transmitir con fidelidad dichas caracteristicas a las
generaciones posteriores y gue ocupa un area ecolégica especifica”.

A partir de estas definiciones de raza de maiz se han llevado a
cabo trabajos de clasificacion del maiz en sus razas. El trabajo de
clasificacion de Wellhausen et al. en 1951 fue el primer estudio
organizado y sistematico de la diversidad del maiz en México. En ese
trabajo se describieron 25 razas clasificandolas en cuatro grupos y tres
subrazas y se dejaron pendientes siete tipos como “no bien definidas”,
utilizando caracteres morfoldgicos, fisiolégicos genéticos y citolégicos
(Mera Ovando, 2009; Ortega Paczka, 2003). Hernandez Xolocotzi y Alanis
en 1970 identificaron cinco razas mas del norte y noroeste de México.
Mas adelante, Benz con estudios de sistematica numérica de caracteres



morfoldgicos agrupa a los maices mexicanos en 30 razas, describiendo 5
razas nuevas (Benz, 1986). En 1991, Ortega Paczka et al. propone una
clasificacidon en 41 razas de maiz. El nUmero de razas identificadas para
México aumenté a 59 siguiendo el trabajo de Sanchez et al. en el que
suma las 35 razas de Wellhausen et al. (1951), cinco de Herndndez y
Alanis (1970), diez de Ortega et al. (1991) y nueve de Benz (1986)
(Sanchez et al., 2000; Ortega Paczka, 2003). Actualmente, la Comisién
Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO)
reconoce 64 razas de maiz colectadas en México, de estas 59 se
consideran nativas y 5 razas descritas inicialmente en otros paises.
Dichas 64 razas estan agrupadas en siete grupos o complejos raciales,
con base en caracteres morfolégicos y genéticos (CONABIO, 2011).

Es importante resaltar que las razas del maiz son categorias
artificiales creadas por el hombre y reflejan un nivel de variacién dentro
de la heterogeneidad del maiz. En el maiz se encuentra variacién a nivel
de individuos, poblaciones locales, subrazas, razas y grupos raciales. Las
poblaciones locales de maiz son un grupo de individuos que se
desarrollan lo bastante cerca unos de otros para efectuar cruzas e
intercambiar genes y diferenciadas por la seleccion de semillas que
ejerce el agricultor que las siembra. En este sentido las razas son un
conjunto de poblaciones locales con un conjunto de caracteristicas en
comun que las diferencian de otras razas. La variacién entre las
poblaciones que forman una raza puede ser muy grande y es dificil
encontrar poblaciones locales que no presenten caracteristicas
combinadas de diferentes razas (Ortega Paczka, 2003). Sin embargo, las
razas de maiz son reconocidas por expertos en el tema y son usadas por
la utilidad y necesidad de organizar la variacién del maiz para su
estudio.

El estudio de la diversidad del maiz mexicano es importante para
entender la evolucién del maiz, al ser México su centro de origen, y
porque su material genético puede servir como fuente para el



mejoramiento del maiz para nuevas condiciones ambientales (Goodman
et al., 1988; Arteaga et al., 2015). Las razas mexicanas de maiz
presentan una enorme diversidad resultado de la heterogeneidad
cultural y ambiental en las que evolucionan. En un analisis global de las
razas mexicanas se encontré que la distribucién de la variacién genética
en muestras de maiz mexicano se explica mejor por variables
ambientales resultado de la interacciéon entre latitud y altitud, que por
asignaciones de raza (Arteaga et al, 2015; Brefa Ochoa, 2013). Sin
embargo, el reconocimiento de razas por expertos en maiz y su
caracterizacion e identificacion a partir de muestras en tiempos vy
lugares diferentes, hace pensar que debe de haber diferencias genéticas
gue subyacen las caracteristicas distintivas de las diferentes razas. En
este sentido, se han realizado trabajos buscando encontrar la “huella
genética” de las razas de maiz (SAGARPA, 2014), sin embargo no existe
todavia una distincién de las razas de maiz mexicano por marcadores
moleculares. Una explicacién alternativa a estos resultados es que el
concepto de razas de maiz es una categoria artificial impuesta sobre la
heterogeneidad fenotipica del maiz como una forma de clasificarla pero
gue la variacibn gendmica no responda realmente a las categorias
raciales.

En el presente estudio se compararon datos gendmicos de
muestras de cinco razas de maiz (Comiteco, Conejo, Tehua, Zapalote
Chico y Zapalote Grande) buscando marcadores que sirvieran para
clasificar a las muestras por su raza asignada. Se obtuvieron marcadores
que diferencian muestras de tres razas (Tehua, Zapalote Chico vy
Zapalote Grande), marcadores que diferencian a las muestras por su
categoria altitudinal y marcadores que diferencian entre las cinco razas
incluidas en el estudio. La intencién de obtener estos tres grupos de
marcadores que distinguen entre diferentes categorias era averiguar si
los marcadores que sirven para distinguir entre razas se pueden explicar
por diferencias ambientales causadas por la altitud y si los mismos
marcadores que sirven para distinguir entre tres razas se mantienen



cuando se agregan mas razas. Se encontraron marcadores diferentes
para distinguir entre razas y por categorias altitudinales, la mayoria de
estos marcadores no se han caracterizado funcionalmente. Esto
resultados muestran que en las poblaciones locales de maiz hay una
gran diversidad genética mediada por condiciones ambientales vy
culturales, por lo que es importante conservar las condiciones por las
cuales los procesos evolutivos mantienen la diversidad del maiz.



HIPOTESIS

Los caracteres morfolédgicos que definen las diferentes razas de maiz
estdn asociados a genes seleccionados por factores ambientales y
culturales en las poblaciones de una misma raza, por lo que existe una
combinacion de marcadores moleculares que distinguen muestras de

diferentes razas.



OBJETIVOS

Objetivo general

Encontrar marcadores moleculares que sirvan para la clasificacién de
maiz de acuerdo a su raza asignada.

Objetivos particulares

1. Caracterizar muestras de cinco razas mexicanas de maiz de

acuerdo a una combinacién de marcadores gendmicos que
presentan.

2. Identificar entre los marcadores que sirven para clasificar
muestras por raza aquellos que son resultado de diferencias
ambientales dadas por la altitud.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion de razas

La seleccién de razas se hizo a partir de la lista reconocida por CONABIO
(2011) buscando una pareja de razas que presentaran caracteres
fenotipicos contrastantes (Tabla 1). De este modo se seleccionaron las
razas Zapalote Chico, del grupo Tropicales precoces, y Tehua, del grupo
Maduraciéon tardia. Estas dos razas tienen caracteristicas fenotipicas
completamente opuestas. Zapalote Chico tiene plantas y mazorcas muy
cortas,maduracién precoz y poca sensibilidad al fotoperiodo; por el
contrario, Tehua tiene plantas altas, mazorcas grandes, maduracién
tardia y alta sensibilidad al fotoperiodo (Tabla 1). Posteriormente, se
seleccion6 una raza mas de cada grupo de razas a los cuales
pertenecian el primer par elegido, asi se eligieron las razas Conejo de
Tropicales precoces y Comiteco de Maduracién tardia. Finalmente, se
anfadié la raza Zapalote Grande del grupo Dentados Tropicales, cuyo
origen propuesto es la hibridacién entre Zapalote Chico y Tehua
(Wellhausen et al., 1951;CONABIO, 2011).

Tabla 1. Caracteristicas de las razas, informaciéon obtenida de Wellhausen et al., 1951, CONABIO,
2011 y Ruiz Corral, et al., 2013.

Raza Zapalote Zapalote Tehua Comiteco Conejo
Chico Grande

Grupo de | Tropicales Dentados Maduracién Maduracién Tropicales

razas Precoces Tropicales Tardia Tardia Precoces
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Distribucidén |Istmo de|Estados de|Zonas altas de|Alrededor de|Cuenca del
geografica |Tehuantepec, |Chiapas y| Chiapas. (600 a|Comitan, Balsas, Oaxaca,
estados de|Oaxaca (0-1200/1000 m.s.n.m.) |Chiapas y zonas | Guerrero y
Oaxaca y|m.s.n.m.) altas de Oaxaca, |Michoacan. (74 a
Chiapas. (0 a (820 a 2100|2000 m.s.n.m.)
880 m.s.n.m.) m.s.n.m).
Planta Muy corta (1-2 | Corta a|Muy alta, Muy alta (4 - 5|Corta (1.6 - 1.9
m). Pocas|intermedia (1.5|(hasta 6 m. de|m), tallos| m)
hojas. a 2.5 m). |altura). Muchas|gruesos y hojas
NUmero medio|hojas. numerosas.
de hojas
Maduracién |Precoz Intermedio Muy tardia Tardia Precoz
Mazorca y|Muy pequeia,| Corta de grano|Didmetro Largas y|Corta y delgada
tipo de|con 10 a 12|dentado. grande, grano|gruesas con|(12 - 18 cm) con
grano hileras, grande, granos 8 a 10 hileras.
granos cortos dentado y |semicristalinos a |Granos
y dentados semicristalino. |dentados. cristalinos a
semidentados
medianos,
Origen Derivado de|Derivado de Derivado de|Derivado de Nal-
propuesto Nal-Tel y|Zapalote Chico Tehua y Olotén. |Tel y Tabloncillo.
Tepecintle. con introgresién

de Tehua.

Obtencién de muestras

Las semillas para este estudio fueron proporcionadas por el Banco de
Germoplasma del Centro Internacional para el Mejoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT). Se solicitaron todas las accesiones disponibles en el

banco de germoplasma del

CIMMYT para estas 5

razas que no

presentaran influencia de otras razas. En total se recibieron 37 muestras
de 5 razas de maiz (4 a 10 muestras por raza); colectadas, entre 1946 y
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2010, en localidades de 4 entidades federativas de México (Chiapas,
Guerrero, Michoacan y Oaxaca) y Guatemala (Tabla 2).

Las semillas fueron germinadas en un invernadero del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
Tres semillas de cada muestra se sembraron en sustrato (50% agrolita,
50 % turba), dentro de un almécigo de 50 tubos. Todas las muestras se
sembraron durante febrero de 2015. Todas las muestras sembradas
germinaron y fueron mantenidas en almacigo dentro del invernadero con
riego diario hasta que se realizaron las extracciones. La extraccién se
realizé entre tres y cuatro semanas después de la germinacién a partir
de tejido foliar de wuna planta germinada de cada muestra.
Adicionalmente a estas 37 muestras, se agregaron los datos de 13
muestras de las cinco razas que fueron previamente genotipificadas
siguiendo el mismo protocolo como seguimiento del Proyecto Global de
Maices Nativos de CONABIO (Arteaga et al., 2015) (Tabla 2). Estas 13
muestras se agregaron durante el procesamiento bioinformatico de los
datos gendmicos. El nimero total de muestras incluidas fue de 50
muestras.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se hizo en el Laboratorio de
Biotecnologia Forestal del Instituto de Investigaciones Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) siguiendo el
protocolo del kit de extraccién de DNA gendédmico (K0512) de Thermo-
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, E.U.A.).

El extracto de ADN se purificd siguiendo el protocolo del kit de
purificacion de productos de PCR MinElute de Qiagen (Valencia,
California, E.U.A.) y fue resuspendido en agua bidestilada. EI ADN se
visualizd mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio en un transiluminador de luz ultravioleta con camara
digital. Antes de procesar las muestras para la obtencién de SNPs, se
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determind su calidad mediante cuantificacién en un espectrofotémetro
Nanodrop 2000 de Thermo-Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
E.U.A.). Para ser enviadas a genotipificar, las muestras requirieron tener
una relacién de absorcidon de 260/280 nm mayor a 1.6. Las muestras que
no cumplieron con esa caracteristica fueron descartadas y se repitié la
extraccién. El ADN extraido se mantuvo en refrigeracién a —20°C hasta
el traslado para su genotipificacion.

Tabla 2: Datos de colecta de las muestras utilizadas

Altura Altura
Muestra Origen Raza Ao | Estado (msnm Muestra Origen Raza Ano |[Estado(msnm)
14 2166 CIMMYT Comiteco| 1946 | Chiapas 100 15_2270 CIMMYT Zapalote Chico | 1946 |Oaxaca| 100
17_10037 CIMMYT Comiteco| 1952 |Guatemala| 1943 18_10463 CIMMYT Zapalote Chico | 1972 |Chiapas| 700
32_26872 CIMMYT Comiteco| 1972 | Chiapas 900 19 10473 CIMMYT Zapalote Chico | 1973 |Chiapas| 100
33_29890 CIMMYT Comiteco| 2010 | Chiapas 1510 22_23130 CIMMYT Zapalote Chico | 1998 |Oaxaca| 681
35_29971 CIMMYT Comiteco| 2010 | Chiapas 1955 23_23142 CIMMYT Zapalote Chico | 1998 |Oaxaca| 255
36_30008 CIMMYT Comiteco| 2010 | Chiapas 1631 26_23547 CIMMYT Zapalote Chico | 1999 | Oaxaca 8
37_3052 CIMMYT Comiteco| 2010 | Chiapas 2008 28_23597 CIMMYT Zapalote Chico | 1999 | Oaxaca 5
8_805 CIMMYT Comiteco| 1961 | Chiapas 2241 29_25029 CIMMYT Zapalote Chico | 1976 | Oaxaca 50
91058 CIMMYT Comiteco| 1961 | Chiapas 1400 34_29952 CIMMYT Zapalote Chico | 2009 |Chiapas| 573
maiz_150 |Arteaga et al.|Comiteco| 2009 | Chiapas 1550 7_802 CIMMYT Zapalote Chico | 1961 |Chiapas| 100
maiz_183|Arteaga et al.|Comiteco| 2009 | Chiapas 1550 maiz_142 |Arteaga et al. | Zapalote Chico | 2009 |Chiapas| 654
maiz_186 |Arteaga et al.|Comiteco| 2009 | Chiapas 1550 10_1222 CIMMYT Zapalote Grande| 1985 |Chiapas -
maiz_80 |Arteaga et al.|Comiteco| 2009 | Chiapas 455 11 1773 CIMMYT Zapalote Grande| 1946 |Chiapas| 100
maiz_82 |Arteaga et al.|Comiteco| 2009 | Chiapas 1553 16_2601 CIMMYT Zapalote Grande| 1962 |Chiapas 31
133 CIMMYT Conejo | 1946 | Guermero 210 21_16210 CIMMYT Zapalote Grande| 1972 |Chiapas| 41
2_44 CIMMYT Conejo | 1947 | Guemero 480 24_25020 CIMMYT Zapalote Grande| 1976 | Oaxaca 50
3_68 CIMMYT Conejo | 1960 | Guerrero 180 25_23217 CIMMYT Zapalote Grande| 1962 |Oaxaca| 820
5_168 CIMMYT Conejo | 1952 |Michoacén| 250 27_23552 CIMMYT Zapalote Grande| 1999 |Oaxaca 8
maiz_152|Arteaga et al.| Conejo | 2008 | Guerrero 1493 4 137 CIMMYT Zapalote Grande| 1958 |Chiapas| 1000
maiz_182 |Arteaga et al.| Conejo | 2008 | Guermero 1402 maiz_144 |Arteaga et al. |Zapalote Grande| 2009 |Chiapas| 654
maiz_21 |Arteaga et al.| Conejo | 2008 | Guerrero 1312
maiz_23 |Arteaga et al.| Conejo | 2008 | Guemero 1685
121849 CIMMYT Tehua | 1953 |Guatemala| 122
13_1861 CIMMYT Tehua | 1952 |Guatemala| 792
20_13297 CIMMYT Tehua 1972 | Chiapas 820
30_23861 CIMMYT Tehua 1947 | Chiapas 1604
31_25784 CIMMYT Tehua 1972 | Chiapas 730
6_777 CIMMYT Tehua | 1944 | Chiapas 1400
maiz_124 |Arteaga et al.| Tehua | 2009 | Chiapas | 1545
maiz_125 |Arteaga et al.| Tehua | 2009 | Chiapas 1525
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Obtencién de SNPs

La obtencién de los SNPs se llevé a cabo en la Unidad de Microarreglos
del Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN). El protocolo
gque se siguid fue el del ensayo Infinium HD de lllumina que usa el
MaizeSNP50 BeadChip (lllumina, San Diego, California, E.U.A.) para
detectar los alelos de 56,110 SNPs para cada muestra.

Los SNPs detectados mediante este microarreglo se localizan en
mas del 50% de los 17,520 genes de alta confiabilidad, localizados en
los 10 cromosomas, del genoma de referencia de la linea mejorada
endogamica B73 (Schnable et al. 2009; Ganal et al. 2011). En teoria, una
distribucion homogénea de 50,000 SNPs en el genoma de este cultivo da
como resultado en promedio 40 a 50 kilopares de bases entre
marcadores, sin embargo, la mayoria de los SNPs vecinos detectados por
el chip varian en la cantidad de nucleétidos que los separan de menos
de 40 a mas de 100 kilopares de bases (Ganal et al. 2011). En el disefio
de este chip hay un sesgo hacia SNPs en regiones gendmicas que se ha
reportado tienen asociacidn con alguna caracteristica de interés
agrondémico, esto implica que pueden haber regiones con variacién entre
razas nativas que no van a estar representadas.

La identificacién y el analisis de calidad de los 56,110 SNPs
obtenidos de 37 muestras se hizo con el mdédulo de genotipificacién
(Genotyping (GT) Module v.1.7.4) del programa GenomeStudio v.2010.1
de lllumina (www.illumina.com/software/genomestudio_software.ilmn). El
algoritmo GenCall compara la intensidad de la sefal de los dos colores
fluorescentes, que representan los dos alelos de un SNP, con
agrupaciones de genotipos candnicos. Los genotipos obtenidos son
representados graficamente, de acuerdo a la frecuencia alélica
(NormTheta; eje x) en relaciéon a la intensidad de la sefial (NormR; eje y),
como puntos de color diferente dependiendo de si son homocigotos o
heterocigotos. Se aplicaron dos filtros de calidad de SNPs, primero se
eliminaron los SNPs para los que mas del 30% de las muestras no
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pudieron ser asignhadas a un grupo (missingcalls > 30%), el segundo
filtro fue eliminar los SNPs para los que la separaciéon entre los grupos
fuera menor a 0.3 (separation score < 0.3). En total, 9,592 SNPs no
cumplieron con estos requisitos y fueron eliminados, resultando 46,518
SNPs por muestra.

Posteriormente, las muestras con los 46,518 SNPs fueron
procesadas en el programa PLINK v.1.07 (Purcell et al. 2007). A las 37
muestras se le sumaron los datos de 13 muestras de estas razas que
fueron previamente genotipificadas como seguimiento del Proyecto
Global de Maices Nativos de CONABIO (Arteaga et al., 2015). Las
muestras adicionales fueron genotipificadas con el mismo chip y usando
los mismos filtros de calidad, resultando en 36,931 SNPs. De esos
36,931 SNPs se eliminaron 1,022 SNPs que no estaban entre los 46,518
SNPs de las muestras genotipificadas para este trabajo. EIl niumero final
de SNPs fue 37 muestras con 46,518 SNPs y 13 muestras con 35,909
SNPs.

Seleccion de marcadores candidatos

Para la blUsqueda de marcadores asociados a las caracteristicas
fenotipicas distintiva de cada raza, se definieron un grupo de
marcadores reportados de domesticacién y mejoramiento en maiz y un
grupo de marcadores con Fsr alta entre las razas. El indice Fsr es una
medida de la diferenciacién genética entre subdivisiones de una
poblaciéon, esta medida es utilizada ampliamente en genética de
poblaciones. El valor de Fsr puede ir de 0 a 1. Una Fsrde cero indica que
las frecuencias alélicas son idénticas en todas las poblaciones
estudiadas, o sea que no ha habido nada de diferenciacién entre ellas,
mientras mas alto es el valor de Fsr, significa que hay mayor
diferenciacion entre las subpoblaciones (Hedrick, 2011). Calculando la
Fsr de todos los SNPs agrupando a las muestras por raza, los que
presenten valores mas altos seran los SNPs que mayor diferenciacion
tienen entre las razas.
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El grupo de marcadores de domesticacion y mejoramiento se basa
en los marcadores reportados por Meyer et al.,, 2013 y Hufford et al.,
2012. El primer conjunto se desprende del articulo de revisién publicado
por Meyer et al., 2013 en el que rednen 60 /oci que han sido reportados
como genes de domesticacién o diversificacién en diferentes especies.
Estos loci fueron seleccionados por haber estado incluidos en estudios
de genética de poblaciones y/o haber sido analizados y validados
funcionalmente para sustentar su rol en la evolucién de los cultivos. De
los 60 loci, 23 fueron clasificados como genes de domesticacion, 32
como genes de diversificacion y 5 genes que fueron seleccionados tanto
durante domesticacién como durante diversificacién. (Meyer et al.,
2013). A partir de esos 60 /oci reportados para diferentes especies se
buscaron los /loci presentes en maiz haciendo un Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) de nucledtidos con el algoritmo megablast en el
portal (Altschul et al., 1990; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), el criterio de
inclusién fue una cobertura mayor al 50% del gen en el maiz.

El segundo conjunto fue tomado del articulo de Hufford et al., 2012
en el que realizaron un andlisis de 75 genomas de maiz y sus parientes
silvestres (17 parientes silvestres, 23 razas y 35 lineas mejoradas). Para
identificar regiones del genoma seleccionadas durante la evolucién del
cultivo, hicieron un analisis estadistico que rastrea diferencias extremas
en frecuencias alélicas en regiones con desequilibrio de ligamiento
extenso. Esto se basa en el principio de que los eventos de
domesticacidon y mejoramiento ocasionan cuellos de botella genémicos
gque tienen como efecto un decremento en la diversidad genética,
cambios en frecuencias alélicas y un incremento en el desequilibrio de
ligamiento. Para designar loci de domesticacién se identificaron barridos
selectivos entre los genomas de parientes silvestres y razas de maiz,
mientras que para designar loci de diversificacion o mejoramiento se
identificaron barridos selectivos entre genomas de razas y lineas
mejoradas. A partir de estos analisis se formaron dos conjuntos de
regiones seleccionadas con 484 regiones de domesticacion y 695
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regiones de mejoramiento. Dentro de estos barridos de seleccién, se
propone como gen candidato de seleccidon al que se encontrara en el
centro de la regidon con el indice de diferenciacién mas alto (Hufford et
al., 2012). Para este estudio se utilizaron Unicamente los genes
candidatos de cada regién propuesta.

Una vez que se tuvieron los loci reportados para domesticacién y
mejoramiento, se ubicaron los SNPs del MaizeSNP50 BeadChip que se
encontraran en el rango gendmico de esos loci. Esto se realizd a través
del buscador de marcadores de Panzea (Zhao et al., 2005,
http://www.panzea.org/).

El grupo de marcadores con Fsr alta se obtuvo a partir de los datos
gendémicos de SNPs obtenidos para las muestras. Se agruparon las
muestras por raza y se calculé el valor de Fsr para cada uno de ellos. El
calculo del indice Fsr de cada SNP se llevd a cabo con el paquete
snpStats (Clayton, 2015) en el programa R v.2.15.2 (R Development
Core Team, 2008). El grupo de marcadores con Fsr alta se definié
tomando el 1% de SNPs con mayor valor de Fsr entre las razas. Para
comprobar que los grupos de SNPs de domesticacién y de SNPs con Fsr
alta no se traslapan, se ubicaron a los SNPs de domesticacién de
acuerdo a sus valores de Fsr y se contaron los que pertenecian al grupo
de SNPs con Fqr alta.

Andlisis de componentes principales e identificacion de
marcadores diferenciados entre razas

Usando los tres grupos de SNPs previamente definidos, se realizé un
andlisis de componentes principales buscando si habia un grupo de SNPs
gue rescatara mejor el agrupamiento por raza. El analisis de
componentes principales se llevo a cabo con el paquete SNPRelate
(Zheng et al.,2012) de R v.2.15.2 (R Development Core Team, 2008)

Para buscar marcadores que sirvan para distinguir entre razas, se
realizd un andlisis discriminante de componentes principales (DAPC, por
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sus siglas en inglés). El DAPC es un método multivariado disefiado para
identificar y describir agrupaciones de individuos genéticamente
relacionados. Este método requiere datos genéticos de los individuos e
informacion sobre el agrupamiento de estos individuos que se busca
describir. El andlisis consiste en generar un modelo de clasificacién con
funciones lineales que, tomando los componentes principales como
variables, disminuyan la variacién intragrupal y aumenten la variacién
entre los grupos (Jombart et al., 2010). Este analisis se realizé utilizando
el paquete adegenet (Jombart, 2008) en R v.2.15.2 (R Development Core
Team, 2008).

Las variables que utiliza el DAPC son componentes principales
obtenidos a partir de los SNPs, esto con la intencién de disminuir el
nimero de variables manteniendo la mayor cantidad de informacién
posible. Un paso previo al DAPC es un agrupamiento por modelo
buscando encontrar agrupaciones de individuos basadas Unicamente en
los datos genéticos, sin informacién previa. El modelo que se utiliza es
agrupamiento por k-means y el numero éptimo de grupos se decide por
el criterio de informacién Bayesiana. El agrupamiento por modelo da una
idea de qué tan sustentados estan los grupos propuestos de acuerdo a la
informacion genética. Para continuar con el DAPC se puede elegir entre
utilizar los grupos resultantes del agrupamiento por modelo o utilizar
otro agrupamiento. Otro pardmetro que se tiene que tomar en cuenta
para correr el andlisis es el nUmero de componentes principales a
utilizar. Al realizar un modelo usando DAPC hay un compromiso entre la
precisién al separar los grupos y la capacidad de generalizar el modelo.
El nUmero de componentes principales incluidos es el modulador en este
compromiso; si se incluyen muchos componentes principales se retiene
mucha variacién y el modelo es muy preciso para separar los grupos
pero pierde generalidad, si se toman pocos el modelo se puede
generalizar pero pierde precisidn. El paquete adegenet incluye el calculo
de a-score, una medida para solucionar este compromiso. Esta medida
consiste en medir la diferencia entre los grupos formados por el analisis
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y grupos formados al azar, repitiendo esta medida para un rango de
componentes principales retenidos, el numero de componentes
principales para el cual se obtenga un valor mayor para la a-score es el
nimero Optimo de componentes principales a retener (Jombart et al.,
2010).

Para evaluar la precision del agrupamiento por modelo, se
calcularon la pureza y la entropia de éste. Estas medidas miden la
certeza de un agrupamiento por modelo cuando se tiene informacién
previa de los grupos que se busca reconstruir. La pureza y la entropia
buscan reflejar el nUmero de casos en los que el agrupamiento por
modelo difiere del grupo original (Amigé et al., 2009). Ambas medidas
van de 0 a 1, en la pureza un valor de 1 significa un agrupamiento
perfecto y en la entropia un valor de 0 significa un agrupamiento
perfecto. Para demostrar que la precisién del agrupamiento no puede
ser resultado del azar, se creé una distribucién aleatoria de estas dos
medidas tomando 1000 grupos aleatorios de SNPs, agrupando de las
muestras con el mismo modelo y midiendo la pureza y la entropia de
cada agrupamiento.

Las funciones discriminantes del DAPC pueden ser usadas para
asignar la pertenencia de cada individuo a los diferentes grupos. Esto se
presenta calculando la probabilidad de pertenencia a los diferentes
grupos, de acuerdo a los valores de las muestras para las funciones
discriminantes. Estos resultados muestran qué tan diferenciados estan
los grupos entre si, asi como identificar muestras que genéticamente
son una mezcla de diferentes grupos.

Se realizaron tres andlisis discriminantes de componentes
principales. El primero se hizo utilizando Unicamente muestras de las
razas Tehua, Zapalote Chico y Zapalote Grande. El primer analisis se
hizo utilizando Tehua y Zapalote Chico por ser las primeras razas
seleccionadas por sus caracteristicas contrastantes y se incluyd
Zapalote Grande por su origen propuesto de hibridizacién entre Zapalote
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Grande y Tehua. Después se realizé un DAPC de todas las muestras
agrupadas en las cinco razas para probar si los marcadores que
diferenciaron entre tres razas (Zapalote Chico, Zapalote Grande y Tehua)
son los mismos que diferencian entre las cinco razas. Por ultimo se
realiz6 un DAPC de todas las muestras agrupadas por categoria
altitudinal para identificar marcadores que diferenciaran por altitud.

Estructura altitudinal

Para poder descartar que la estructura se deba a la distribucién
altitudinal de las razas, se realizd un analisis discriminante
agrupando a las muestras por categorias altitudinales en lugar
de por razas. Las muestras se dividieron en las categorias “Alto”
y “Bajo”. El rango de altitudes de las dos categorias fue definido
a partir de la distribucién altitudinal de las mismas muestras,
tomando 750 m.s.n.m. como la divisiéon altitudinal entre las
categorias (Bajo=0-750 m.s.n.m, Alto= 751-2241 m.s.n.m).
Usando este criterio, se dividieron las muestras de las cinco
razas en “Bajo” o “Alto” de acuerdo a la altitud a la que fueron
colectadas, para comprobar que los grupos de muestras diferian
significativamente en su distribucién de altitudes se realizd una
prueba U de Mann-Whitney. Se definié el grupo de SNPs con Fst
alta para la altitud tomando el 1% de SNPs con mayor Fst entre
las categorias altitudinales, a este grupo se le llamara en
adelante SNPs de altitud. Utilizando este grupo de SNPs y los
grupos altitudinales definidos se realizdé un analisis discriminante
igual al descrito en la seccidén anterior para categorias raciales.

Ubicacién de los SNPs identificados en el genoma del maiz

La posiciéon de los SNPs que resultaron informativos en el DAPC se buscé
en el portal de SNPBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
/SNPBlast.html). Ahi se obtuvo la posicion gendmica del marcador, su
loci de referencia y el gen asociado, en caso de que tuviera. Teniendo el
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loci de referencia y el gen asociado, la informacién se corroboré en el
buscador de locus del portal maizeGDB
(http://www.maizegdb.org/locus_lookup, Andorf et al. 2015). La
informacion de la proteina asociada a los genes anotados fue obtenida a
través del portal de informacién gendémica de gramineas Gramene
(http://www.gramene.org/, Liang.C., et al. 2008).
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RESULTADOS

Grupos de marcadores candidatos

Se definieron tres grupos de SNPs para buscar en ellos marcadores Utiles
para diferenciar entre razas. Los grupos son:

Todos los SNPs: grupo de 46,518 SNPs que pasaron los filtros de
calidad de genotipificacién y llamado.

SNPs de domesticaciéon y mejoramiento: Grupo de 974 SNPs
obtenidos a partir de la busqueda de SNPs en genes reportados de
domesticacidn y mejoramiento para maiz en Hufford et al., 2013 y
Meyer et al., 2013. En los genes reportados por Meyer se ubicaron
84 SNPs, habiendo 5 genes que no estuvieron asociados a ningun
SNP. En los loci reportados por Hufford se ubicaron 501 SNPs en
loci de mejoramiento y 389 SNPs en loci de domesticacién, con
295 y 251 Joci sin SNPs asociados, respectivamente.

SNPs con Fsr alta: grupo de 435 SNPs, que son el 1% de los SNPs
con valores mas altos de Fsr entre razas. La distribuciéon de Fsr de
todos los SNPs tiene un intervalo de 0 a 0.597, con una media de
0.056 y desviacidon estandar de 0.055. La mayoria de los SNPs
tienen valores de Fsr cercanos a 0, indicando que no se diferencian
entre las razas. El grupo de SNPs con Fsr alta esta formado por
435 SNPs con Fsr mayor a 0.2283, éstos son el 1% de SNPs con
valores de Fsr mas altos, y por lo tanto los que mas diferenciacion
entre las razas presentan (Figura 1, izquierda).

La mayoria de los SNPs de domesticacidn y mejoramiento presentan

valores de Fsr relativamente bajos; solamente 6 estan compartidos
con el grupo de SNPs con Fsr alta, estos son: PZE-103025094,
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SYN23628, SYN6642, PZE-107089944, PZE-102042184 vy PZE-
106035079 (Figura 1, derecha).
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Figura 1: Fsr de los grupos de SNPs. Izquierda: SNPs con Fsr alta, grupo con 1% de SNPs
con mayor Fsr en azul, resto de los SNPs en rojo. Derecha: SNPs de domesticacién y
mejoramiento, los SNPs de domesticacién y mejoramiento se muestran de diferente
color de acuerdo a su origen; la mayoria de estos SNPs tienen valores de Fsr bajos y
sélo 6 superan el umbral de 0.2283.

Analisis de componentes principales

Analisis de componentes principales

Se realizd un analisis de componentes principales para cada grupo de
SNPs. El porcentaje de varianza explicado por los primeros tres
componentes principales para el analisis con cada uno de los tres grupos
es de: Todos los SNPs 4.006, 2.943 y 2.800; SNPs de domesticacion y
mejoramiento 5.395, 3.807 y 3.554; SNPs con Fsr alta 18.016, 6.659 y
5.843, respectivamente.

En la gréfica de los primeros dos componentes principales (Figura
2), se puede observar que usando todos los SNPs y los SNPs con Fsr alta
las muestras de una misma raza se localizan cercanas entre si y hasta
cierto punto separadas de las otras razas. En el anélisis de componentes
principales con SNPs de domesticacion y mejoramiento no se pueden
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identificar las razas por la posicidon de sus muestras en la grafica. En el
analisis de SNPs con Fsr alta, se alcanzan a distinguir bien cuatro grupos,
Zapalote Chico, Zapalote Grande, Conejo y Tehua con Comiteco; por lo
gue se ve aqui, Tehua y Comiteco forman un sélo grupo genético. El
andlisis usando todos los SNPs muestra un patrén en el que algunas
razas agrupan, pero en general no hay una separacién entre los grupos

de razas ni una localizacién de los grupos de la misma raza.
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Figura 2: Gréficas con los dos componentes principales del andlisis usando los tres
grupos de SNPs. Las muestras estéan coloreadas de acuerdo a su raza.

Se realizd el andlisis discriminante de componentes principales (DAPC)
utilizando los tres conjuntos de SNPs y Unicamente las muestras de las
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razas Tehua, Zapalote Chico y Zapalote Grande. Se utilizaron estas tres
razas porque Tehua y Zapalote Chico fueron las primeras razas
seleccionadas por sus caracteristicas contrastantes y Zapalote Grande
por su origen propuesto de hibridizacion entre Zapalote Grande y Tehua.
El agrupamiento basado en modelo mostré resultados diferentes para
los tres conjuntos de datos. Para el grupo de todos los SNPs y el grupo
de SNPs de domesticacién el mejor agrupamiento recuperado fue que
todas las muestras formaran un sélo grupo (K=1); por otro lado, para el
grupo de SNPs con Fsr alta el mejor agrupamiento resultd utilizando tres
grupos (K=3) (Figura 3).
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Figura 3: Agrupamiento por modelo usando los tres grupos de SNPs. El nimero
de grupos para el que el criterio de informacién Bayesiana (BIC) es el menor
corresponde al nimero de grupos éptimo. El grupo de SNPs con Fst alta es el

tnico para el que el mejor agrupamiento forma mas de un grupo (K=3).
Debido a que el grupo de los SNPs con Fsr alta es el Unico que

sirve para agrupar a los datos, el resto del analisis se siguid
Unicamente utilizando a este grupo de datos. El agrupamiento por
modelo de las muestras corresponde casi perfectamente al
agrupamiento de estas por razas (Tabla 3). De acuerdo a esto, el grupo
1 corresponde a las muestras de raza Tehua, el grupo 2 a muestras de
la raza Zapalote Chico y el grupo 3 a muestras de la raza Zapalote
Grande. S6lo una muestra (maiz_142) se encuentra en un grupo
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diferente al de su raza asignada (Zapalote Chico), agrupandola con las
muestras de Zapalote Grande. Esta muestra y la muestra maiz_144
(Zapalote Grande) fueron colectadas en la misma localidad y del
mismo productor (Mastretta-Yanes, comunicacion personal), por lo que
se podria argumentar que ambas son Zapalote Grande realmente.

La pureza del agrupamiento fue de 0.964 y la entropia de 0.072,
estos valores muestran un agrupamiento casi perfecto. En la Figura 4 se

muestra la posicién de estos valores en una
distribucién aleatoria de la pureza y la
entropia calculadas a partir de 1000
agrupaciones hechas con 435 SNPs tomados
al azar. En ambos casos el valor se encuentra
fuera de la distribucién aleatoria de las
medidas, mostrando que el agrupamiento
obtenido con los SNPs de Fst alta es mejor
gque un agrupamiento realizado con SNPs
aleatorios.
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Figura 4: Histogramas de la pureza y la entropia.
Las barras muestran la distribucién de las medidas
para agrupaciones hechas con grupos aleatorios de
SNPs, las lineas rojas muestran el valor de las
medidas para el agrupamiento con Fsralta.

Tabla 3: Agrupamiento de las
la muestra que no

muestras,
agrupé con el

resto de las

muestras de su raza (Zapalote
Chico) se muestra sombreada.

Muestra |Grupo Raza
13 1861 1 Tehua
20 13297 1 Tehua
6 777 1 Tehua
121849 1 Tehua
31 25784 1 Tehua
30_23861 1 Tehua
maiz_124 1 Tehua
maiz_125 1 Tehua
7_802 2 Zapalote Chico
19 10473 2 Zapalote Chico
15 2270 2 Zapalote Chico
22 23130 2 Zapalote Chico
23 23142 2 Zapalote Chico
18 10463 2 Zapalote Chico
26 23547 2 Zapalote Chico
28 23597 2 Zapalote Chico
34 29952 2 Zapalote Chico
29 25029 2 Zapalote Chico
21 16210 3 Zapalote Grande
4 137 3 Zapalote Grande
16 2601 3 Zapalote Grande
10 1222 3 Zapalote Grande
11 1773 3 Zapalote Grande
24 25020 3 Zapalote Grande
25 23217 3 Zapalote Grande
27 23552 3 Zapalote Grande
maiz_142 3 Zapalote Chico
maiz_144 3 Zapalote Grande
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Se continué el DAPC utilizando los grupos definidos por el
agrupamiento. El nidmero de componentes principales éptimo para
generar el modelo fue dos componentes principales, los cuales generan
un modelo formado por dos funciones discriminantes. Si se corren estas
dos funciones con los datos de cada muestra, se obtienen dos valores
(uno para cada funcién discriminante) para cada muestra y a partir de
estos datos se genera una grafica de DAPC (Figura 5). En la gréfica se
observa como la primera funciéon discriminante separa a las muestras de
Tehua de las de Zapalote Chico y Zapalote Grande sobre el eje
horizontal, y la segunda funcidon separa a las muestras de Zapalote
Chico de las de Zapalote Grande en el gje vertical.

e Tehua )
Zapalote Chico
Zapalote Grapnde %

Figura 5: Grafica de DAPC. La primera funcién discriminante se grafica sobre el gje
horizontal y la segunda funcién sobre el vertical, cada punto corresponde a una
muestra coloreada de acuerdo a su raza.

A pesar de que el DAPC toma como variables componentes
principales, se puede evaluar la contribucion de cada SNP a las
funciones discriminantes, esto quiere decir que se puede evaluar cuales
son los SNPs mas Utiles para separar entre los grupos. Debido a que este
analisis discriminante esta formado por dos funciones, se pueden
obtener los marcadores mas Utiles para separar a las muestras en el eje
horizontal y en el eje vertical. En la Figura 6 se muestra la distribucién

28



de los SNPs de acuerdo a su contribucién a las funciones tanto para el
eje horizontal como para el vertical. En ambos casos, la distribucién
presenta un patron exponencial con wunos cuantos SNPs con
contribuciones mucho mas grandes que las del resto. Se tomaron los
SNPs con mayor contribucién haciendo un corte en distribucién en donde
a vista se observa que se separan los SNPs de mayor contribucién. Esto
dio como resultado la seleccion de 14 SNPs para la primera funcién
discriminante (eje horizontal) y 7 SNPs para la segunda funcién (eje
vertical) (Tabla 4).

SNPs informativos, eje horizontal
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Figura 6: Contribucién de los SNPs al DAPC. Las gréaficas de la izquierda muestran
los valores de contribucién de los SNPs ordenados de manera creciente, la linea
roja corresponde al corte a partir del cudl se tomaron los SNPs significativos. En las
graficas de la derecha cada barra corresponde a la contribucién de un SNP, los
numeros corresponden al indice del SNP significativo en la lista de SNPs con Fsr
alta.

A partir de la informacién de los SNPs (Tabla 4), se puede ver que
algunos corresponden al mismo gen y otros por su cercania
probablemente se encuentren ligados. Si se toman Unicamente los SNPs
que corresponden a genes diferentes, quedan 11 loci informativos para
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la primera funcién discriminante y seis loci para la segunda funcién. Se
encontraron 9 genes asociados a 13 de los 21 SNPs identificados, los
otros 8 SNPs se encuentran en regiones del genoma en las que no se ha
descrito un gen. De los 9 genes asociados a los SNPs, sélo 3 se
encuentran anotados y corresponden a: una chaperonina de 10 kDa
(cpnl0), al factor de transcripcién de choque de calor 30 (Heat shock
factor protein 30) y a un factor de transcripciéon (Transcription factor
11A).

Tabla 4: SNPs con contribuciones altas para

las dos funciones

discriminantes del DAPC. Los grupos de SNPs que corresponden al mismo
gen se muestran sombreados.

SNP Eje |Cromo-|Posicion |Gen asociado Anotacion
Soma

SYN13273 X 1 63,211,705GRMZM2G073401 |Chaperonina

PZE-103162678 |X 3] 213,304,333

SYN35555 X 41 193,404,738/GRMZM2G058120 |No caracterizado

PZE-104117392 X 4/ 193,784,241

PZE-104117394 (X 4( 193,787,328/ GRMZM5G866082 |No caracterizado

PZE-104117395 (X 4( 193,787,435|GRMZM5G866082 |No caracterizado

PZE-104117476 (X 4 193,936,668

PZE-106027700 |X 6 66,225,297

PZE-109030021 |X 9 34,676,000/AC216886.3 _FG003 |No caracterizado
Heat shock factor

PZE-109039020 (X 9 59,462,222|GRMZM2G173090 |Protein HSF30
Heat shock factor

PZE-109039021 |X 9 59,462,243|/GRMZM2G173090 |Protein HSF30
Heat shock factor

PZE-109039022 |X 9 59,462,302/GRMZM2G173090 |Protein HSF30

PZE-109039048 |X 9 59,507,310

PZE-109039430 (X 9 60,412,695|GRMZM2G476230 |No caracterizado

PZE-101239396 |Y 1/ 286,726,652|GRMZM2G061084 |No caracterizado

PZE-104021070 |Y 4, 22,553,514

PZE-106012648 |Y 6| 32,203,571

PZE-108004274 |Y 8 4,285,891/ GRMZM2G171122 |No caracterizado
Transcription

PZE-108072700 |Y 8| 125,607,200 GRMZM2G380515 |Factor IIIA
Transcription

PZE-108072703 |Y 8/ 125,610,778 GRMZM2G380515 |Factor IIIA

PZE-109094812 |Y 9 141,330,945

Teniendo los SNPs informativos para las dos funciones

discriminantes, se extrajeron los estados de estos en cada una de las
muestras para poder observar las diferencias alélicas en estos
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marcadores para las tres razas (Figura 7). Se puede observar una
distincién clara entre Zapalote Grande y Zapalote Chico con respecto a
Tehua en el bloque de los marcadores discriminantes de la primera
funcién. En el segundo bloque de marcadores, se ve una distincién entre
Zapalote Chico y Tehua con respecto a Zapalote Grande, sin embargo
esta distincion no es tan clara como la de los marcadores de la primera
funcioén.
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Figura 7: Estado alélico de los SNPs informativos para las muestras de las tres razas. El
color de la celda indica el estado alélico del SNP para cada muestra, las celdas en
blanco son SNPs para los que no hay informacién, ,los SNPs encerrados en un recuadro
punteado estan asociados al mismo gen.



Clasificacion de las muestras por su altitud

El andlisis discriminante demuestra que las muestras de Tehua, Zapalote
Grande y Zapalote Chico pueden ser asignadas a su raza por la
combinacion  ciertos marcadores moleculares. Sin  embargo,
considerando que se ha encontrado que la altitud es el factor que mejor
explica la variacién genética en maiz y estas razas tienen una
distribucién en altitudes contrastantes (Zapalote Chico en zonas bajas,
Zapalote Grande bajas a intermedias y Tehua en zonas altas), las
diferencias alélicas encontradas podrian ser resultado de adaptacién
ambiental a las diferentes altitudes o de la seleccion artificial de
caracteres morfoldgicos por parte de las personas que la cultivan.

Las muestras fueron clasificadas por su altitud. El limite entre las
categorias altitudinales “Alto” y “Bajo” definido fue 750 metros sobre el
nivel del mar debido a que esta altura separa la parte principal de la
distribucién de alturas de Zapalote Chico y Zapalote Grande de Tehua
(Figura 8). Las medianas de la altitud de muestras de los grupos “Bajo” y
“Alto” fueron 122 y 1535, respectivamente; la distribucién de altitudes
difiere significativamente (Mann-Whitney U= 2449, p=2.2x10"°).

Distribucion altitudinal Tabla 5: Numero de muestras
2000 ‘ de cada raza por categoria
1500 = altitudinal
E :
1000 — i Raza Bajo Alto
— ; Comiteco 2 12
500 7 § ° Conejo 4 4
04 =—— - ° Tehua 2 6
5 ® o o 5 Zapalote
2 2 o) 2 2 Chico 11 0
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Figura 8: Distribucion altitudinal de las razas. Gréfica
de caja con la distribucién altitudinal de las muestras
de cada raza. La linea horizontal roja corresponde a los
750 m.s.n.m, el limite entre las categorias Alta y Baja.
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La clasificacién altitudinal de las muestras de las cinco razas se
muestra en la Tabla 5. S6lo una muestra de Zapalote Grande no pudo
ser asignada a una categoria debido a que no se contaba con
informacion de la localidad en la que fue colectada. Zapalote Chico es la
Unica raza en la que todas las muestras pertenecen a la misma
categoria (Bajo).

Debido a que en las razas Zapalote Grande y Tehua hay muestras
de las dos categorias altitudinales, un primer acercamiento para ver si
los marcadores informativos para las funciones discriminantes definidas
anteriormente estan asociados a adaptacién altitudinal o a otras
caracteristicas morfolégicas que diferencian a las razas, fue repetir la
grafica resultante del DAPC de las tres razas (Zapalote Chico, Zapalote
Grande y Tehua), agregando el factor altitudinal de cada muestra (Figura
9). En la gréfica se puede ver que, aungque la primera funciéon (eje
horizontal) separa a las razas de diferentes alturas, las muestras de
estas razas pertenecientes a diferentes categorias altitudinales se

@ Tehua
O Zapalote Chico
@ Zapalote Grande
|
Nivel altitud
Bajo
Alto

Figura 9: Grafica de DAPC con categorias altitudinales. Las
muestras tienen color de acuerdo a su raza y forma de acuerdo a su
categoria altitudinal (cuadrado altas y tridngulo bajas).
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agrupan con las muestras de su misma raza y no con las de su misma
categoria altitudinal.

El calculo de Fsr de los SNPs por categorias altitudinales presenté
una distribucién con un intervalo de 0 a 0.5251, una media de 0.0345 y
desviacién estandar de 0.043. El grupo de SNPs de altitud, formado por
el 1% de los SNPs con mayor Fst para categorias altitudinales, estuvo
integrado por 423 SNPs con valores de Fsr entre 0.1728 y 0.5251. Se
comparo este grupo de SNPs de altitud con los SNPs con Fsr alta entre
razas, estos dos grupos tienen 98 SNPs en comun, esto es el 23.16%
para el grupo de SNPs de altitud y 22.52% para el grupo de SNPs con Fsr
alta entre razas.

Usando el grupo de SNPs de altitud, se realizé el analisis
discriminante de componentes principales (DAPC) igual al que se hizo
con los SNPs con Fsr alta entre las razas. El agrupamiento por modelo dio
como resultado que el mejor agrupamiento era formar dos grupos (k=2).
Los grupos formados por el modelo corresponden casi perfectamente
con los grupos definidos “Bajo” y “Alto”. Sélo hay una muestra que no
coincide, la muestra 31 25784 de raza Tehua, perteneciente al grupo
Bajo y agrupada con todas las muestras de Alto.

A partir de este agrupamiento, se calculé el DAPC usando un sélo
componente principal. El resultado fue un modelo de una sola funcién
discriminante que calcula la probabilidad de cada muestra de pertenecer
a una de las dos categorias altitudinales (Figura 10, izquierda). Usando
esta funciéon se asigné cada muestra a una categoria altitudinal, todas
las muestras excepto una (31 25784, raza Tehua) fueron asignadas a su
categoria altitudinal original (Figura 10, derecha).
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Figura 10: DAPC para grupos altitudinales. Izquierda. Funcién discriminante, se grafica la
densidad de muestras de acuerdo a la probabilidad que tienen de pertenecer a cada
categoria de acuerdo al modelo. Derecha. Asignacién de cada muestra a un grupo
altitudinal, el tono corresponde a la probabilidad de cada muestra a pertenecer a una
categoria (rojo probabilidad alta; blanco baja probabilidad). El punto negro indica el grupo al
que pertenece cada muestra, cuando coincide con un fondo rojo indica una buena
asignacion en la clasificacién.

Siguiendo con el analisis, se obtuvo la contribucion de cada SNP de
altitud a la funcién discriminante. Observando la distribucion de las
contribuciones, se separé un grupo de los 14 SNPs que mas contribuyen
a la clasificacién por altitud (Figura 11). La ubicaciéon de estos 14 SNPs y
el gen al que estan asociados se encuentra en la Tabla 6. De estos 14
SNPs, ocho SNPs corresponden a seis genes y los seis SNPs restantes se
encuentran en regiones en las que no se han reportado genes, algunos
por su cercania pueden estar ligados entre si. Solo tres de los seis genes
asociados a los SNPs informativos tienen una proteina anotada, estas
son: una proteina de respuesta a auxinas (SAUR40), una proteina
transformante relacionada con la edicibn de RNA mensajero
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(Transformer-2) y al factor de transcripcion de chogue de calor 30 (Heat
shock factor protein 30).

SNPs informativos grupos altitudinales
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Figura 11: Contribucién de los SNPs al DAPC de categorias de altitud.
Izquierda. Valores de contribucién de los SNPs ordenados de manera
creciente, la linea roja corresponde al corte a partir del cuédl se
tomaron los SNPs significativos. Derecha. Los nimeros corresponden
al indice del SNP significativo en la lista de SNPs de altitud.

Tabla 6: SNPs con contribuciones altas para distinguir entre grupos
altitudinales. Los grupos de SNPs que corresponden a la misma regién del
genoma se muestran sombreados.

SNP Cromo- Coordenada Gen Anotacion
Soma
SAUR40
PZE-102150323 2 197,663,601 GRMZM2G042741 Auxin-responsive
SAUR40
SYN25763 2 197,663,065 GRMZM2G042741 Auxin-responsive
PZE-102099063 2 116,694,897 GRMZM2G071744 No caracterizado
PZE-102099083 2 116,801,868
PZE-102099223 2 117,348,457
PZE-104009802 4 6,691,056 GRMZM2G334631 No caracterizado
Transformer-2
PZE-105062945 5 62,229,361 GRMZM2G152111 protein
PZE-105062976 5 62,231,214
PZE-109036755 9 50,385,286
PZE-109037166 9 51,669,851
SYN15460 9 52,052,243 GRMZM2G100103 No caracterizado
SYN15462 9 52,052,297 GRMZM2G100103 No caracterizado
PZE-109037353 9 52,059,708
Heat shock factor
PZE-109039002 9 59,461,144 GRMZM2G173090 protein HSF30
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Comparando este grupo de SNPs con los 21 SNPs informativos del
andlisis anterior entre tres razas, el resultado es que no hay SNPs
compartidos entre los dos grupos. Sin embargo, hay un gen presente en
ambos grupos de SNPs informativos, este es el gen GRMZM2G173090
correspondiente a al factor de transcripcién de choque de calor 30
(HSF30). Este gen se encuentra asociado a tres SNPs en en analisis de
las tres razas y a un SNP diferente en el andlisis de altitud. Este analisis
demuestra que, con la excepcién de un gen, los marcadores que sirven
para separar las muestras por categorias altitudinales son
independientes de los SNPs que sirven para separar a las razas Tehua,
Zapalote Chico y Zapalote Grande. El estado de los SNPs informativos
para grupos altitudinales en cada muestra se puede ver en la Figura 12.
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Figura 12: Estado alélico para los SNPs informativos para categorias
altitudinales en todas las muestras ordenadas por altitud. El color de la
celda indica el estado alélico, las celdas en blanco son SNPs para los que no
hay informacion,los SNPs encerrados en un recuadro punteado estan
asociados al mismo gen.
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Analisis discriminante de las cinco
razas

Por ultimo, se realizd el andlisis con
las muestras de las cinco razas. El
resultado del agrupamiento por
modelo usando los diferentes grupos
de SNPs fue que tanto para el grupo
de todos los SNPs, como para el grupo
de SNPs de domesticacién el modelo
no era capaz de agrupar las muestras
y el mejor agrupamiento era un sélo
grupo (K=1). En cambio, para el grupo
de SNPs con Fst alta el mejor
agrupamiento es usando tres grupos.
El andlisis continud usando
Unicamente los SNPs con Fsr alta, ya
gue fueron los Unicos que sirvieron
para agrupar las muestras.

Los grupos inferidos por el
modelo son: un grupo con muestras
de la raza Zapalote Chico, el segundo
grupo contiene muestras de las razas
Conejo y Zapalote Grande, y el tercer
grupo muestras de las razas Tehua y
Comiteco (Tabla 7). Sélo hay dos
muestras que no se agrupan con el
resto de las muestras de su raza,
estas son la muestra 25 23217
(Zapalote Grande en el grupo 1) y la
muestra maiz_142 (Zapalote Chico en
el grupo 2). La segunda muestra

Tabla 7: Agrupamiento de |las
muestras usando los SNPs con Fsr alta.
Nivel

Muestra Grupo Raza Altitud
7_802 1 Zapalote Chico bajo
19 10473 1 Zapalote Chico bajo
15 2270 1 Zapalote Chico bajo
22 23130 1 Zapalote Chico bajo
23 23142 1 Zapalote Chico bajo
1810463 1 Zapalote Chico_ __ bajo_ __
2523217 1 Zapalote Grande __ alto |
26_23547 1 Zapalote Chico bajo
28 23597 1 Zapalote Chico bajo
3429952 1 Zapalote Chico bajo
29 25029 1 Zapalote Chico bajo
1.33 2 Conejo bajo
2 44 2 Conejo bajo
3 68 2 Conejo bajo
21 16210 2 Zapalote Grande bajo
4 137 2 Zapalote Grande alto
16_2601 2 Zapalote Grande bajo
10_1222 2 Zapalote Grande NA
5_168 2 Conejo bajo
11 1773 2 Zapalote Grande bajo
2425020 2 Zapalote Grande bajo
27 23552 2 Zapalote Grande bajo
maiz_21 2 Conejo alto
maiz_23 2 Conejo alto
meiz_147_ | 2 Zapalots Chica_ . _ baio.
maiz_144 2 Zapalote Grande bajo
maiz_152 2 Conejo alto
maiz_182 2 Conejo alto
13_1861 3 Tehua alto
14 2166 3 Comiteco bajo
8_805 3 Comiteco alto
20 13297 3 Tehua alto
9 1058 3 Comiteco alto
17_10037 3 Comiteco alto
6_777 3 Tehua alto
12_1849 3 Tehua bajo
37_3052 3 Comiteco alto
31 25784 3 Tehua bajo
3226872 3 Comiteco alto
3329890 3 Comiteco alto
35 29971 3 Comiteco alto
30_23861 3 Tehua alto
36_30008 3 Comiteco alto
maiz_82 3 Comiteco alto
maiz_80 3 Comiteco bajo
maiz_124 3 Tehua alto
maiz_125 3 Tehua alto
maiz_150 3 Comiteco alto
maiz_186 3 Comiteco alto
maiz_183 3 Comiteco alto
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(maiz_142) es la misma que en el andlisis con tres razas se agrupaba
con las muestras de Zapalote Grande.

El DAPC se realizé agrupando las muestras por raza y no por los
grupos resultantes del agrupamiento por modelo. Para el analisis se
utilizaron los 4 primeros componentes principales y dos funciones
discriminantes. En la grafica del DAPC (Figura 13) se ve que el andlisis
logra separar a las muestras de acuerdo a su raza. El eje horizontal de la
grafica, correspondiente a la primera funcion discriminante, separa a las
razas siguiendo un patrén altitudinal, yendo de izquierda a derecha de la
raza mas alta (Comiteco) hasta la mas baja (Zapalote Chico) con las
otras tres razas ordenadas por su altura. La segunda funcion
discriminante (eje vertical) sirve para separar las razas de niveles
altitudinales similares (Comiteco y Tehua, Zapalote Chico y Zapalote
Grande).

Comiteco
Conejo
Tehua |
© Zapalote Chico
Zapalote Grande

Figura 13: DAPC con muestras de las 5 razas, el color de cada muestra
corresponde a su raza.

Se calculd la probabilidad de pertenencia de cada muestra a las
diferentes razas. En la Figura 14 se presentan estas probabilidades en
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una grafica de barras en la que cada color es la probabilidad de
pertenencia a una raza. Ahi se puede ver que, en términos generales,
usando el grupo de SNPs con Fsr alta las razas estan bien diferenciadas y
que algunas de las muestras presentan bastante mezcla entre razas (por
ejemplo, maiz_150).
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Figura 14: Probabilidad de pertenencia a razas. Cada barra corresponde a una muestra y
el color de la barra es la proporcidn de probabilidad de pertenencia a las diferentes razas.

El nivel de mezcla es especialmente alto entre muestras de
Comiteco y Tehua, razas que formaban un mismo grupo en el
agrupamiento por modelo y para las cuales la distincion como dos razas
diferentes no estd bien sustentada de acuerdo a estos datos gendmicos.
Las muestras de Zapalote Chico estan claramente diferenciadas del
resto, la Unica excepcién es la muestra maiz_142, la misma que en el
andlisis de las tres razas se agrupd con Zapalote Grande y que
probablemente corresponda a una asignacion errénea en campo. Las
muestras de Zapalote Grande muestran bastante homogeneidad,
excepto dos que contienen mezcla con Conejo. Es interesante resaltar
que las muestras de Zapalote Grande no muestran parentezco con
Zapalote Chico ni Tehua, razas propuestas por Wellhausen et al. como
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sus progenitoras. Finalmente, las muestras de Conejo forman un grupo
bien definido, aunque todas las muestras presentan cierto grado de
mezcla con las razas Comiteco, Tehua o Zapalote Grande. En la Figura 15
se muestra esta misma informacién como mapa de calor. Ahi se puede
ver que para la mayoria de las muestras la asignaciéon de raza por el
DAPC corresponde a su raza original.
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Comiteco Conejo Tehua Zap. Chico Zap. Grande

Figura 15: Mapa de calor de la probabilidad de pertenencia de cada muestra a
razas. El punto en las celdas indica la raza original de la muestra, el color de la
celda muestra la probabilidad de pertenencia a una raza (blanco=0, rojo=1). El
punto negro indica el grupo al que pertenece cada muestra, cuando coincide con un
fondo rojo indica una buena asignacién en la clasificacién.

Para este DAPC también se obtuvieron los SNPs que mas
contribuyen a las funciones discriminantes. Al igual que para el analisis
con tres razas, se obtuvieron los SNPs informativos para la funcién del
eje horizontal y para la del eje vertical (Figura 16); sin embargo, en este
caso al ser mas razas la interpretacién de diferenciacion de estos SNPs
es menos directa. El resultado obtenido son 11 SNPs informativos para el
eje horizontal y nueve SNPs informativos para el eje vertical (Tabla 8).
Nueve de los 20 SNPs identificados estan asociados a 7 genes, de los
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cuales cuatro no han sido caracterizados y los tres restantes estan
anotados como una enzima poligalacturonasa, el factor de transcripcién
de choque de calor 30 (HSF30) y el factor de transcripcion IlIA
(Transcription factor IllA). El factor de transcripcidn de choque de calor
30 es el mismo que habia resultado informativo en los analisis de tres
razas (Zapalote Chico, Zapalote Grande y Tehua) y de categorias
altitudinales y el factor de transcripcion IlIA es el mismo que se habia
obtenido en el analisis con tres razas.

SNPs informativos, eje horizontal
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Figura 16: Contribucién de los SNPs al DAPC con cinco razas.

Comparando este grupo de SNPs con los obtenidos en los dos
andlisis anteriores, en los SNPs informativos del eje horizontal hay cinco
SNPs (PZE-109036755, PZE-109037166, SYN15460, SYN15462,PZE-
109037353) que también se encuentran en el grupo de SNPs
informativos para el andlisis de categorias altitudinales y un SNP (PZE-
109039021) que se encuentra entre los SNPs informativos para la
funcién del eje horizontal del analisis de tres razas (Tabla 8). De los SNPs
informativos del eje vertical, seis de los nueve SNPs (PZE-101239396,
PZE-104021070, PZE-108004274, PZE-108072700, PZE-108072703,
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PZE-109094812) se encuentran también entre los SNPs informativos de
la funcién vertical del andlisis con tres razas. Esto indica que para el eje
horizontal 5 de 11 SNPs que diferencian entre estas cinco razas explican
un factor altitudinal de la variacién y un SNP de estos once esta
compartido con los SNPs informativos para el mismo eje en el andlisis
con tres razas. El SNP compartido con el andlisis de las tres razas
corresponde al factor de transcripcion de choque térmico 30 que
también es informativa para el andlisis altitudinal, por lo tanto este SNP
también explica un factor altitudinal de la variacién. Para el eje
horizontal seis de nueve SNPs se encuentran también entre los SNPs
informativos para el mismo eje en el andlisis usando sdlo tres razas. En
la Figura 17 se muestra el estado de estos SNPs en las muestras.

Tabla 8: Informacidn de los SNPs informativos para las funciones del DAPC usando las
cinco razas. Los SNPs sombreados son SNPs que pertenecen al mismo gen.
Asteriscos junto al nombre de los SNPs indican si el SNP se encuentra en otro de los
grupos de SNPs informativos.

SNP Eje Cromo- Coordenada Gen Anotacién
Soma
PZB01114.1 X 9 64,695,530
PZE-101080378 X 1 65,092,399 GRMZM2G042683 No caracterizado
PZE-106049782 X 6 99,291,757 GRMZM2G153666 Polygalacturonasa
PZE-109036638 X 9 50,198,296
PZE-109036749 X 9 50,383,446
PZE-109036755*  x 9 50,385,286
PZE-109037166* X 9 51,669,851
SYN15460* X 9 52,052,243 GRMZM2G100103 No caracterizado
SYN15462* X 9 52,052,297 GRMZM2G100103 No caracterizado
PZE-109037353* X 9 52,059,708
Heat shock factor
PZE-109039021** X 9 59,462,243 GRMZM2G173090 Protein HSF30
PHM10525.11 y 8 124,752,481
PZE0006576497 vy 2 50,310,642
PZE-100002058 y 2 49,681,375
PZE-101239396** vy 1 286,726,652 GRMZM2G061084 No caracterizado
PZE-104021070* vy 4 22,553,514
PZE-108004274** vy 8 4,285,891 GRMZM2G171122 No caracterizado
Transcription
PZE-108072700** vy 8 125,607,200 GRMZM2G380515 Factor IlIA
Transcription
PZE-108072703** 8 125,610,778 GRMZM2G380515 Factor IlIA
PZE-109094812* vy 9 141,330,945
* SNPs compartidos con andlisis de categorias altitudinales
* SNPs compartidos con analisis de tres razas
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Figura 17: Estado alélico de los SNPs informativos para el DAPC de todas las
razas. El color de la celda indica el estado alélico, las celdas en blanco son
SNPs para los que no hay informacidn,los SNPs encerrados en un recuadro
punteado estan asociados al mismo gen, los SNPs con uno o dos asteriscos
junto a su nombre son SNPs compartidos en los otros dos analisis de DAPC.
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ANALISIS Y DISCUSION

Agrupamiento por grupos de marcadores candidatos

El analisis de componentes principales y el analisis de agrupamiento
muestran que el agrupamiento de las muestras depende del grupo de
SNPs que se utilice. En particular, el grupo de SNPs con Fsr alta si
muestra distinciones entre razas, mientras que el grupo de SNPs de
domesticaciéon y mejoramiento no.

Los SNPs de domesticacién han sido encontrados por diferencias
entre la especie domesticada y su pariente silvestre, es congruente que
estos SNPs formen un solo grupo entre las razas de maiz. Los SNPs de
mejoramiento fueron obtenidos por diferencias entre razas de maiz y
variedades mejoradas (Hufford et al. 2012). El desarrollo de lineas
mejoradas de maiz se lleva a cabo a partir de un proceso de seleccion
de caracteristicas de interés agrondmicas que reduce la variacién
genética considerablemente. En ese proceso se dirige la seleccién
buscando desarrollar lineas uniformes que puedan ser cultivadas en
diferentes ambientes con la finalidad de tener un aumento en el
rendimiento. En cambio, las razas nativas estan adaptadas a ambientes
locales muy particulares y a usos diversos por lo que los patrones de
seleccién a los gue estan sujetos son muy diversos y dependen de la
comunidad que los siembra (Jardén Barbolla y Benitez Keinrad, 2015).
Por ende, es muy probable que existan muchos genes que diferencien a
las razas que no han sido utilizados en los programas de mejoramiento.
En especifico, los marcadores que distinguen entre estas cinco razas no
estan entre los genes de domesticacibn y mejoramiento de maiz
reportados por Meyer et al. y Hufford et al.

El hecho de que al utilizar todos los SNPs el agrupamiento por
modelo no sea capaz de distinguir entre los grupos de razas y el mejor
agrupamiento sea considerar todas las muestras como un sélo grupo
demuestra que tomando el genoma entero, la distribucion de la
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variacién no sigue una estructura en categorias raciales. Esto es
congruente con analisis de mas razas que muestran que la estructura
genética corresponde a grupos altitudinales y distancias geograficas,
mas que a la asignacién de raza (Arteaga et al.,, 2016). Sin embargo,
tomando el grupo de SNPs con Fsr alta el modelo es capaz de recuperar
los grupos raciales estudiados aqui. Por lo tanto, es posible sugerir que
los SNPs que sirven para distinguir entre las razas estdn sujetos a
diferentes presiones selectivas en estas razas lo cual hace que varien de
forma diferente al resto del genoma. Estas presiones selectivas son,
posiblemente, aquellas guiadas por las y los campesinos al sembrar y
seleccionar la semilla con las caracteristicas que buscan afio con afo.
Este manejo permite que se mantenga una diferenciacién entre las razas
de maiz a pesar del intenso flujo génico. La estabilidad que se observa
en las razas de maiz es entonces resultado de la interacciéon entre
procesos contradictorios, los procesos de flujo génico que tienden a
homogeneizar la variacién en el maiz y la seleccién continua de los
campesinos que mantienen las razas diferenciadas, adaptadas a los
sitios donde son sembradas y con caracteristicas fenotipicas particulares
que permiten distinguirlas.

Identificacion de marcadores utiles para distinguir entre razas

El andlisis discriminante de componentes principales fue Uutil para
generar un modelo que distingue entre razas y entre categorias
altitudinales, asi como para encontrar SNPs informativos en estos
modelos. A pesar de que hubieron coincidencias en los SNPs
informativos de los tres analisis, los marcadores que distinguen entre
tres razas, cinco razas y categorias altitudinales son diferentes (Tablas 4,
6 y 8). Poco mas de la mitad (52.2%) de los marcadores estan asociados
a una proteina, de estas 16 proteinas diferentes identificadas soélo 6 se
encuentran caracterizadas. Es importante resaltar que, dado que el chip
de SNPs del que se obtuvieron los datos gendmicos ha sido disefado
para identificar regiones del genoma asociadas a caracteristicas de
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interés agrondmico a partir del genoma de la linea mejorada B73, es
probable que haya mas regiones del genoma en las que haya
variaciones entre las razas pero que no sean identificadas por el chip
utilizado. Esto se ve reforzado por la diferencia en tamafos gendmicos
gue existe entre las razas de maiz y la reduccién del tamafio genémico
de lineas mejoradas comparadas con el de razas nativas (Diez et al.,
2013). Estos datos justifican la idea de que existe mucha variacion
funcional en el genoma de las razas de maiz que no ha sido estudiada.

Entre los SNPs que sirven para diferenciar entre tres razas (Tehua,
Zapalote Chico y Zapalote Grande), un SNP esta asociado a la
chaperonina 10 (cpnl0). Las proteinas chaperoninas son indispensables
para el funcionamiento de un organismo, su funcién principal es mediar
en el plegamiento de proteinas. La chaperonina 10 se clasifica como una
chaperonina del tipo I, su funcionamiento lo lleva a cabo en conjunto con
la chaperonina 60 (cpn60) también del tipo I. Estas chaperoninas del tipo
| estdn presentes en bacterias, mitocondrias y cloroplastos, dada su alta
conservacién, su funcionamiento se ha descrito en bacterias en donde la
accién conjunta de la cpn60 y cpnlO0 sirve para el correcto plegamiento
de proteinas en situaciones de estrés. En A.thaliana se han encontrado
cuatro homadlogos de la chaperonina 10 con expresién tanto mitocondrial
como en cloroplasto mostrando que el funcionamiento de las
chaperoninas de tipo | es mas complejo en plantas gque en bacterias,
pero probablemente también contribuyen al correcto plegamiento de
proteinas en situaciones de estrés (Levy-Rimler et al., 2002).

Los SNPs informativos de categorias altitudinales y los SNPs
informativos de razas comparten el factor de transcripcién de choque de
calor 30 (Hsf30). Esta proteina forma parte de la familia de factores de
transcripcion de choque de calor, moléculas responsables de la
respuesta celular a estrés térmico (Westerheide et al., 2012). El factor
Hsf30 identificado en el presente trabajo no se encuentra
funcionalmente caracterizado en maiz, sin embargo es homédlogo del
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factor de choque de calor HsfA2 presente en otras especies de plantas
en las que se ha estudiado su funcionamiento (ejemplo: A.thaliana,
S.lycopersicum). En A.thaliana, el factor HsfA2 es el factor de
transcripcion de choque térmico con mayor expresidon bajo condiciones
de estrés de calor y funciona como un regulador un conjunto de genes
de respuesta al estrés (Schramm et al., 2006). En el tomate, se ha
mostrado que la sintesis del factor HsfA2 es estrictamente dependiente
de estrés por calor, siendo un activador transcripcional fuerte para la
expresion de proteinas de choque de calor. La proteina sintetizada por
Hsf2A puede encontrarse en tres diferentes formas: 1) como factor de
transcripcién en el nucleo, 2) insoluble en el citoplasma formando parte
de complejos chaperones en granulos de choque por calor y 3) forma
soluble en el citoplasma. Las tres formas en que se puede encontrar la
proteina Hsf2A estan asociadas a la respuesta a chogue térmico (Nover
et al.,, 2001). Dada la homologia del factor de choque térmico
identificado (Hsf30) con Hsf2A, se puede asociar su funcién con la
respuesta al choque por calor. La correlacién entre altitud vy
temperatura, sugiere que la diferencia alélica en este gen se ha sido
fijado en las razas de diferentes altitudes porque tiene una influencia en
su adecuacién para el ambiente en el que se desarrollan.

En concreto, contando a la proteina de choque térmico, 5 de los 18
marcadores del andlisis de razas coinciden con los SNPs del analisis de
categorias altitudinales. En otras palabras, el andlisis para identificar
SNPs que diferencien las razas arrojé al menos 13 SNPs independientes
de la altitud. Esto es importante debido a que la altitud ha sido descrita
como la principal variable detras de la estructura genética del maiz en
México (Brefia Ochoa, 2013, Arteaga et al., 2016). Tomando en cuenta
gue el rango de fecha de muestreo de cada raza va de la década de
1940 a la década de 2000, los SNPs identificados muestran un
mantenimiento temporal que refuerza la idea de que estas regiones del
genoma estan bajo una presion selectiva que hace que se mantengan
uniformes dentro de las razas y diferenciadas entre éstas.
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Un grupo de SNPs que podrian estar asociados a caracteristicas
fenotipicas interesantes son los SNPs que tanto en el analisis de tres
como en el de cinco razas son informativos para el eje vertical. El eje
vertical de estos analisis separa razas de categorias altitudinales
similares. Una posible interpretacién de esto es que estos SNPs estdn
asociados con caracteres diferenciados en las razas independientes del
ambiente y posiblemente resultado de la seleccién artificial de los
campesinos. El factor de transcripcién IlIA se encuentra en un gen
aosociado a estos SNPs. Un homdlogo de este factor de transcripcién ha
sido caracterizado para A.thaliana, donde se sabe que tiene un papel
regulatorio en la transcripcién de genes de RNA ribosomal 5S y tiene un
funcionamiento especial al unirse tanto al gen del rRNA 5S como al rRNA
producido tras la transcripciéon (Mathieu et al., 2003). La funcién de un
factor de transcripcién de este tipo también se estudié en arroz, donde
se asocid asocio al desarrollo de la planta y a la tolerancia a estrés
abiodtico por salinidad, bajas temperaturas y sequia (Huang et al., 2012).
La variacién en un factor de transcripcién puede tener grandes efectos
en el desarrollo de las plantas debido a los cambios en regulacion
genética que implica una modificacién a un factor de transcripcién. Los
factores de transcripcion forman parte de redes de regulacidn
transcripcional que determinan el patrén de expresidn génica en las
células de un organismo durante su desarrollo. Modificaciones en los
elementos de la red transcripcional pueden acarrear cambios no lineales
en la dinamica de la red que significan grandes cambios en el fenotipo
del organismo que los porta (Déavila-Velderrain y Alvarez-Buylla, 2014).

En el analisis DAPC utilizando las cinco razas, llama la atencién
gue las muestras de Zapalote Chico son el grupo més alejado del resto
de las razas y también son las muestras con mayor probabilidad de
pertenecer a su propia raza. La separacion de las muestras de Zapalote
Chico de las otras razas llama especialmente la atencién porgue
pertenece al mismo grupo de razas que Conejo y se le atribuye ser una
de las razas a partir de las cuales surgié Zapalote Grande, lo que hace
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suponer que tendria que tener una posicion cercana a estas razas. La
particularidad y estabilidad de la raza Zapalote Chico ya ha sido
estudiada por otras vias, Gutierrez-Nava y colaboradores reportaron en
1998 la presencia en muestras de Zapalote Chico de transposones del
tipo MuDR caracteristicos de las lineas de maiz Mutator caracteristicas
por su alta tasa de mutaciones somaticas. En su trabajo demuestran que
en muestras de Zapalote Chico hay elementos Mu activos asociados a
mutaciones somaticas en plantas surgidas por el cruzamiento de
Zapalote Chico con muestras de razas diferentes,en un fenédmeno de
disgenesia hibrida. De alguna forma, la raza Zapalote Chico presenta
elementos MuDR cuya actividad mutagénica es reprimida cuando hay
cruzamientos dentro de la misma raza, pero que ocasionan mutaciones
cuando es cruzado con razas diferentes. A partir de estos
descubrimientos, los autores explican la estabilidad y homogeneidad de
la raza Zapalote Chico al tener un aislamiento de las otras razas por el
efecto de disgenesia hibrida. Esta caracteristica también explica el mito
zapoteco segun el cudl el maiz Zapalote Chico “mata” a otras lineas de
maiz cuando se cruzan, lo que ocasiona que los campesinos zapotecos
gue siembran Zapalote Chico evitan la introduccién de germoplasma de
otras razas (Gutierrez-Nava et al., 1998).

El presente estudio se centrd en diferencias a nivel genédmico entre
las razas de maiz, por lo tanto no considera otros factores que ocasionan
variedad fenotipica y que pueden tener una fuerte influencia en la
diferenciacién de las razas de maiz. En particular, el manejo del sistema
agroecolégico en el que se desarrollan las diferentes razas de maiz
puede ocasionar cambios fenotipicos entre las razas (Jardén Barbolla y
Benitez Keinrad, 2015). Considerando que el maiz se desarrolla en
sistemas agroecolégicos complejos en los que interactuan factores
bioldgicos (interaccién con otras especies, flujo génico, presencia de
polinizadores, microbioma del suelo, etc.), sociales y culturales (técnicas
de cultivo, practicas de intercambio de semilla, extension y patrén de
tierras de cultivo, usos religiosos y simbdlicos, etc.), la comprensién de
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la diversidad del maiz requiere de estudiar al maiz y el agroecosistema
en el que vive como un todo en constante evoluciéon. Es importante
también siempre tener en cuenta que el maiz sélo puede vivir asociado
a grupos humanos, por lo que para entender su evolucién es necesario
tomar en cuenta a los humanos que lo estan sembrando. Asimismo, la
conservacién de la diversidad del maiz requiere de la conservacién de
las culturas y los agroecosistemas en los que es cultivado.
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CONCLUSION

Este trabajo demuestra que las distinciones raciales del maiz tienen un
sustento en la variacién gendmica de éstas, se logré el objetivo general
de caracterizar muestras de razas mexicanas de maiz de acuerdo a la
combinacion de marcadores gendmicos que presentan. Siguiendo esta
l6gica, en este trabajo se encontraron 18 marcadores moleculares que
sirven para la diferenciaciéon de las cinco razas, ademas de otros 12
marcadores independientes que sirven para diferenciar entre tres de las
cinco razas incluidas. Entre estos 30 marcadores, 12 se encuentran
asociados a proteinas de las cuales sélo cuatro estan caracterizadas. De
acuerdo a este resultado, se puede asignar raza a una muestra de maiz
a partir de datos moleculares sin la necesidad de analizar caracteres
morfolégicos de la mazorca.

La variacién en las razas de maiz mexicano es resultado de la
interaccién de multiples factores ambientales y culturales. Estos
diferentes factores ocasionan presiones selectivas en regiones distintas
del genoma. Esto se pudo comprobar en el trabajo al distinguir
marcadores asociados a diferencias altitudinales y otros asociados a
categorias raciales. Se encontraron 12 marcadores asociados a altitud,
cuatro de éstos estaban también entre los marcadores que sirven para
distinguir razas. Entre estos 12 marcadores, seis se encuentran
asociados a proteinas y tres de estas proteinas estan caracterizadas.

Los resultados obtenidos permiten aceptar la hipétesis. Los
caracteres morfoldgicos que definen las diferentes razas de maiz estédn
asociados a genes seleccionados por factores ambientales y culturales
en las poblaciones de una misma raza, por lo que existe una
combinacién de marcadores moleculares que distinguen muestras de
diferentes razas.

El maiz tiene una enorme diversidad fenotipica como consecuencia
de la heterogeneidad cultural de los grupos humanos que lo utilizan y de
la variedad de ambientes en los que crece. Esta diversidad fenotipica ha
sido descrita y organizada en razas formadas por grupos de poblaciones
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con caracteristicas en comun. La conservacién de la rigueza genémica y
fenotipica de las razas de maiz requiere gue se mantengan los factores y
procesos bioculturales en los que éstas evolucionan.
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PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo muestran que existe una enorme riqueza
gendmica en las razas de maiz mexicano que es la base de sus
diferencias fenotipicas. Se encontraron marcadores moleculares que
sirven para diferenciar cinco razas de maiz mexicano a partir de datos
de SNPs gendémicos. Hay muchas direcciones por las que se puede
continuar con este trabajo. Algunas propuestas para continuar el trabajo

son:

Validacién de los resultados. Los resultados obtenidos en este
trabajo tienen que ser validados, un primer acercamiento para su
validaciéon seria probar la capacidad de clasificacién del modelo
utilizando mas muestras de cada raza. Si bien los analisis
mostraron marcadores que diferenciaban a las muestras de cada
razas, para poder afirmar que esas diferencias son caracteristicas
de la raza se tendria que tener una muestra mas amplia para cada
muestra.

Ampliar el nUmero de razas. Una direccién légica para continuar
con el estudio es aumentar el nimero de razas incluidas. Sin
embargo, es importante considerar que al ampliar el nUmero de
razas habrd mayor variacién y encontrar marcadores que sirvan
para distinguirlas serd mas complicado. Este trabajo se logré el
objetivo de encontrar marcadores que distinguieran entre razas en
parte por el método para elegir razas y muestras de éstas. Se
incluyeron pocas razas (5) con caracteristicas fenotipicas
contrastantes y de cada raza se buscaron alrededor de diez
muestras colectadas en diferentes tiempos vy localidades,
buscando abarcar toda la distribucién geografica de la raza. Para
aumentar el nimero de razas se deben tomar en cuenta estos
detalles, realizar analisis eligiendo razas representativas de
caracteres fenotipicos contrastantes y asi hacer una inclusion
progresiva de razas.

Utilizar datos de secuenciacién gendmica. Este trabajo se realiz6
utilizando un chip de SNPs que, aunque buscan cubrir la mayor
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parte del genoma, han sido elegidos a partir del genoma de la
linea comercial endogamica de maiz B73 y sélo recuperan
informacién de loci asociados a caracteristicas de interés para el
mejoramiento agrondémico. Utilizando informacién de
secuenciacién de genoma completo se podrian encontrar regiones
con variaciébn en las razas de maiz que no son rescatadas
utilizando un chip de SNPs. Tomando en cuenta que lo que se
busca son regiones gendmicas con efectos fenotipicos que pueden
ser objeto de selecciéon natural o artificial, se pueden buscar
opciones en tecnologias de secuenciacidon que reduzcan la
complejidad del genoma tales como genotipo por secuenciacién
(GBS, por sus siglas en inglés). Otra opcidén seria hacer analisis de
transcriptoma para encontrar diferencias en las regiones
expresadas.

Resecuenciacién de los loci identificados. Si bien se encontraron
SNPs diferenciados entre las razas, para poder encontrar el efecto
de estas diferencias alélicas y la verdadera causa de su
diferenciaciéon entre las razas es necesario secuenciar las regiones
gendmicas de estos loci, analizar si estas diferencias se
mantinenen y que posibles efectos tienen.

Analisis de gendmica de paisaje. En este analisis se identificaron
loci asociados a diferencias ambientales tomando en cuenta
Unicamente factores altitudinales. Sin embargo, la variaciéon
ambiental tiene muchos factores que no estan ligados a la altitud y
que deben generar sus propias presiones selectivas en el genoma.
Realizando un analisis de gendmica del paisaje se tomarian en
cuenta mas factores ambientales y se podrian identificar regiones
del genoma con variacién asociada a estos factores. Es importante
saber que aunque se encuentren diferencias gendmicas
correlacionadas con factores ambientales, dada la naturaleza del
maiz como especie domesticada asociada siempre con el cultivo
por humanos, hay factores sociales y culturales que no serian
tomados en cuenta en estos andlisis y que deben de tener
influencia en el genoma.
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Analizar fuentes de variacién no genotipicas. La relaciéon entre
genotipo y fenotipo no es lineal. Por lo tanto, a pesar de la
importancia de encontrar variacion gendmica asociada a factores
fenotipicos, es importante estar consciente de existen otras
fuentes de variacion fenotipica (por ejemplo, influencia ambiental,
manejo durante el desarrollo, interacciones con otras especies)
que tienen que ser tomadas en cuenta si se quiere entender como
surge y es mantenida la variacién en las especies domesticadas.
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