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RESUMEN

Las variedades criollas de maiz son poblaciones altamente dinamicas y al mismo
tiempo una herramienta de conservacion de los recursos genéticos y generadoras de
diversidad. La informacion sobre la diversidad de maiz de Uruguay y Brasil fue
actualizada en una nueva reclasificacion de razas de las Tierras Bajas de América
del Sur, sin embargo este estudio no contemplo el area de la citogenética. Los knobs
cromosomicos son bloques de heterocromatina que se tifien diferencialmente y han
sido utilizados para caracterizar citogenéticamente diferentes genotipos de maiz. El
objetivo del trabajo fue caracterizar la variabilidad genética de variedades criollas
de maices de Uruguay y Brasil mediante técnicas de citogenética, basado en el
estudio de nimero y tamafio de knobs, porcentaje de heterocromatina y presencia
de cromosomas supernumerarios B (Bs). Se estudiaron 36 accesiones de variedades
criollas de maiz clasificadas en 21 razas. El analisis de numero de knobs y presencia
de Bs se realizd sobre cromosomas metafasicos mitoticos mediante bandeo
fluorescente DAPI. Se observo variacion significativa en niumero de knobs para
maices dentados y harinosos, y gran variabilidad en el porcentaje de
heterocromatina, ademés se encontraron knobs medianos a grandes en todos los
individuos analizados. Las razas presentaron también gran variabilidad en cuanto a
numero de knobs y porcentaje de heterocromatina, sin embargo no significativo. En
los resultados obtenidos se destaca la diferencia en la frecuencia de Bs, de 0,25 para
Uruguay y 0,025 para Brasil, siendo el primer registro realizado para un conjunto
de razas para ambos paises. En conclusion, existe variabilidad intragenémica en
numero de knobs y porcentaje de heterocromatina. Ademas, hay diferencias
significativas entre las frecuencias de Bs entre ambos paises, las cuales pueden estar

asociadas con la ruta de dispersion de maiz hasta las tierras bajas.

Palabras clave: DAPI, cromosoma B, Zea mays sp. mays L.



ABSTRACT

Maize landraces are highly dynamic populations and at the same time a tool for
conserving genetic resources and generating diversity. Information on maize
diversity in Uruguay and Brazil was updated in a new reclassification of South
American lowland landraces, however, this study did not address the area of
cytogenetics. Chromosomal knobs are blocks of heterochromatin that stain
differentially and have been used to cytogenetically characterise different maize
genotypes. The aim of this work was to characterise the genetic variability of maize
landraces from Uruguay and Brazil using cytogenetic techniques, based on the
study of the number and size of knobs, percentage of heterochromatin and presence
of supernumerary B chromosomes (Bs). Thirty-six accessions of maize landraces
classified into 21 races were studied. The analysis of number of knobs and presence
of Bs were performed on mitotic metaphase chromosomes by DAPI fluorescence
banding. Significant variation was observed in the number of knobs for dent and
floury maize, and great variability in the percentage of heterochromatin, in addition
medium to large knobs were found in all the individuals analysed. The races also
showed great variability in terms of number of knobs and heterochromatin
percentage, although not significant. In the results obtained, the difference in the
frequency of Bs stands out, 0.25 for Uruguay and 0.025 for Brazil, being the first
record made for a group of maize landraces for both countries. In conclusion, there
is intragenomic variability in the number of kinobs and percentage of
heterochromatin. Moreover, there are significant differences in Bs frequencies
between both countries, which may be associated with the route of maize dispersal

to the lowlands.

Keywords: DAPI, B chromosome, Zea mays sp. mays L.



1. INTRODUCCION

El maiz se disemind por América y luego al resto del mundo generando una gran
diversidad genética debido a la accion humana y adaptaciones a diferentes
ambientes. Los paises de América del Sur, reconocidos como centro de diversidad
genética secundario de maiz, poseen gran riqueza de variedades criollas,

conservadas principalmente por productores familiares (Silva et al., 2020).

Las variedades criollas son poblaciones con alta variabilidad, adaptadas a diferentes
condiciones ambientales y son el resultado del proceso de seleccion y
domesticacion de las plantas, asi como la principal forma de conservacion de la

diversidad llevada a cabo por agricultores (Silva et al., 2021).

Para clasificar la diversidad de maiz se trabajé en caracteristicas morfologicas,
moleculares, agrondmicas y citogenéticas (Serratos, 2009). A nivel citogenético en
maiz la caracterizacion se enfocé en numero de knobs (regiones heterocromaticas
observables citoldégicamente) y la presencia y frecuencia de cromosomas B. Los
primeros trabajos fueron desarrollados por McClintock, quien junto con Kato y
Blumenshcein elaboraron una clasificacion de maices de toda América

(McClintock et al., 1981).

El presente trabajo buscé ampliar el conocimiento de la diversidad de maices
actualmente conservados en las Tierras Bajas de América del Sur, especificamente

de Brasil y Uruguay.
Para ello se propuso responder las siguientes preguntas:

(Como es el cariotipo de las variedades criollas de Brasil y Uruguay? ;Hay

variabilidad en cuanto a nimero de knobs y porcentaje de heterocromatina?

(Hay cromosomas B en maices de Brasil y Uruguay?, en caso de presencia, jen qué

frecuencia y en qué razas hay? ;A qué se puede deber esa presencia?
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Caracterizar la variabilidad genética mediante técnicas de citogenética de

variedades criollas de maices actualmente cultivadas en Brasil y Uruguay.

1.1.2. Objetivos especificos

- Caracterizar los cariotipos de las variedades criollas.

- Caracterizar el nimero de knobs de las variedades criollas.

- Caracterizar la presencia de cromosomas B de las variedades criollas.

- Analizar las relaciones entre los parametros fenotipicos, razas, origen de las

variedades criollas y la presencia de cromosomas B.



11

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. EL MAiZ

El maiz, uno de los tres cereales basicos que alimentan a la humanidad, se siembra
en 171 paises y ocupa unas 246 millones de hectareas, segiin datos de FAOSTAT
de 2022. Su importancia se debe no solo a la superficie de cultivo sino a los
multiples usos, platos tradicionales y amplia adaptacion. Ademas del consumo
directo, su produccion se destina a raciones y otros productos industriales como

jarabes, aceites, féculas y combustibles.

El maiz es una planta C4 de habito anual y ciclo estival que puede tener de 0.3 a 5
metros de altura; su tallo es erecto y simple formado por nudos y entrenudos, con
pocos o sin macollos. Las hojas se insertan de manera alterna en los nudos del tallo,
envolviendo el entrenudo con la vaina de la hoja y cubriendo la yema floral (Reyes,

1990).

Es una planta diclino-monoica que presenta flores masculinas y femeninas en el
mismo individuo bien diferenciadas y separadas. La inflorescencia masculina es

siempre terminal y se le conoce como panoja o panicula (Reyes, 1990).

La inflorescencia femenina se localiza en las yemas axilares de las hojas y se le
conoce como espiga. La espiga femenina puede formar de 400 a 1000 granos (Kato
et al., 2009) - frutos independientes llamados caridpsides - dispuestos en hileras de
8 a 30 por mazorca y cubierto por bracteas y vainas (“chala”). Por todas estas
caracteristicas, el maiz es una planta anemofila y de fecundacion cruzada (Reyes,

1990).
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2.2. ORIGEN Y DOMESTICACION DEL MAIZ

El maiz cultivado surge de la domesticacion a partir de Zea mays ssp. parviglumis,
pariente silvestre mas cercano (Kato et al., 2009). Actualmente existen diferentes
postulados que intentan reconstruir el camino evolutivo del maiz: origen
unicéntrico, origen multicéntrico, origen estratificado y actualmente el flujo génico
de mexicana. Ademas, hay en la actualidad estudios de la dispersion del maiz

debido a los diferentes tipos de grano, que se hace referencia en esta seccion.

El origen unicéntrico (Beadle, 1980) sostiene que el maiz fue domesticado de
poblaciones de teosinte anual Z. mays ssp. parviglumis hace 9000 afios en la cuenca
del rio Balsas (México), siendo por lo tanto de origen monofilético. Matsuoka et al.
(2002) aportaron evidencia genética a este origen utilizando marcadores
microsatélites para un grupo de poblaciones, mostrando también una Unica linea

monofilética que deriva de ssp. parviglumis.

Van Heerwaarden et al. (2011) agregaron evidencia genética y arqueoldgica para la
domesticacion de maiz, sugiriendo que la posicion ancestral aparente del maiz de
las regiones altas resulta de una introgresion de mexicana. El maiz de las regiones
bajas occidentales de México es genéticamente mds similar al ancestro comtn del
maiz y estd estrechamente més relacionado con otras poblaciones existentes que el

maiz de las regiones altas del centro de México.

Basado en el estudio de knobs de maices y teosintes de América, Barbara
McClintock y colaboradores en 1981 propusieron que el maiz fue originario y
domesticado en varias regiones de Mesoamérica, con un origen multicéntrico.
Propusieron cinco centros de domesticacion y cuatro centros de diversificacion,
ubicados en México y Guatemala, en base a patrones de distribucion de los knobs
localizados en varios cromosomas. Los cinco centros indicados fueron: 1) Mesa
Central de México, 2) region de altura media en los estados de Morelos, México,
Guerrero y alrededores, 3) region centro-norte de Oaxaca, 4) territorio ubicado entre
los estados de Oaxaca y Chiapas y 5) region alta de Guatemala (McClintock et al.,
1981).

Un trabajo reciente (Kistler et al., 2018) basado en los andlisis gendomicos de
material arqueoldgico, propone que el maiz domesticado evolucion6 a partir del

teosinte silvestre parviglumis en México, hace 9000 afios, atraves6 América Central
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hace ~7500, y se extendid por las tierras bajas (regiones con altitudes menores a
1500m) de América del Sur hace ~6500 afios. Las poblaciones ancestrales de maiz
sudamericano llegaron de México en un estado parcialmente domesticado,
quedando aisladas del pool génico de los teosinte de México antes de que se fijaran
los rasgos del maiz domesticado. Sin embargo, antes de que el sindrome de
domesticacion fuera fijo y estable, multiples linajes se separaron y las presiones de
seleccion en los loci de domesticacion continuaron independientemente fuera del
centro primario. Algunas de estas poblaciones semi domesticadas condujeron a
linajes con escasa diversidad como para continuar el proceso de domesticacion.
Otras, como el maiz sudamericano ancestral, evolucionaron completamente bajo
continuas presiones antropogénicas. Por lo tanto, las poblaciones de maiz con
sindrome de domesticacion estable han evolucionado en América del Sur a partir

de poblaciones ancestrales parcialmente domesticadas de México.

Las evidencias genomicas, lingiiisticas, arqueologicas y paleoecoldgicas sugieren
que la region del suroeste de la Amazonia fue un probable centro de mejoramiento
secundario del maiz de América del Sur, donde ocurri6 un proceso de
domesticacion parcial (Costa et al., 2022). Estos autores sugieren una dispersion de
acuerdo a la expansion de los grupos lingiiisticos: Tupi, Macro-Jé y Arawak. A
partir de un posible origen en la Amazonia, surgieron diferentes rutas de dispersion
del maiz: 1) hacia Amazonia del Norte, que continu6 hacia la Caatinga y el sudeste
de la Mata Atlantica (harinosos); 2) hacia el sur de Brasil, pasando por el Cerrado
y el sur del Atlantico Sur hasta llegar a la regién pampeana (harinosos-
Entrelacado); y 3) a lo largo de la Costa Atlantica, siguiendo los movimientos
migratorios Tupi y con dos expansiones separadas: una de norte a sur, y la otra de

sur a norte (duros, harinosos y pisingallos).

Para complementar la informacion preexistente, segun Yang et al. (2023), el maiz,
en un primer momento, se domesticé a partir de un ancestro comun con el teosinte
silvestre parviglumis, apoyando el origen unicéntrico del origen del maiz. Luego,
mediante analisis genético en maiz tradicional, moderno y teosintes, y con el mayor
nimero de muestras secuenciadas hasta la fecha, confirmaron que hubo flujo génico
mediante hibridacion con el otro ancestro silvestre mexicana ~5700 afios antes del
presente. Estos autores demostraron que todo el maiz moderno tiene entre 20 y 25%

del genoma con contribucion de mexicana (Yang et al., 2023).
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Estas ultimas evidencias asocian los procesos de dispersion y domesticaciéon como

simultaneos o interconectados, en lugar de sucesivos.

2.3. LAS RAZAS DE MAIZ

Los usos, adaptacion y manejos del maiz cultivado en diferentes regiones van dando
origen a diferentes grupos de maices con caracteristicas comunes. Esos grupos
fueron clasificados por primera vez por Sturtevant (1899) que organizd la
diversidad del maiz en seis grupos de acuerdo a los tipos de grano: /ndurata (duro),
Saccaharta (dulce), Amylacea (harinoso), Indentata (dentado), Everta (pisingallo)
y Tunicata (tunicado). Esta clasificacion botanica no tomo en cuenta el componente
geografico ni los usos que podrian darse a los diferentes tipos de grano (Silva et al.,

2020).

Anderson y Cutler (1942) propusieron una clasificacion natural, basada en
caracteres morfologicos y asociados con informacién arqueologica como forma de
estudiar la diversidad del maiz. Asi, estos autores proponen clasificar en razas y
definen la raza de maiz como “un grupo de individuos relacionados con suficientes
caracteristicas en comun para permitir su reconocimiento como grupo” (p. 85).
Estos autores incluyeron informacion sobre la identificacién y localizacion
geografica de las accesiones, consideraron clave las caracteristicas morfologicas de
las espigas, caracteres de grano y mazorca principalmente, descriptores

agrondmicos y una clasificacion para diferenciar las plantas en categorias raciales.

Afos mas tarde, Brieger et al. (1958) quienes estudiaron los maices de Sudamérica,
definieron como raza a cualquier grupo de poblaciones con un numero suficiente
de caracteres distintivos, que se mantenga mediante reproduccidon panmictica y que
ocupe zonas definidas. Ademas, propusieron la categoria “grupo racial”, que esta
formado por un numero de razas que tienen caracteristicas en comun, que pueden

ser tamafio o color de espiga, tipo de grano, etc.

A partir de la definicion de razas se desarrollaron varios trabajos de caracterizacion
en las Américas. De ese modo, a fines de la década de 1970, se habia acumulado
mucha informacion sobre razas de maiz del continente americano. Posteriormente

con el desarrollo de la computacion, surge la taxonomia numérica (clasificacion en
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funcion de semejanza o similitud) y se comienza a utilizar métodos multivariados

para clasificar los recursos genéticos (Gutiérrez Chacon, 2001).

Con el paso del tiempo, y las mejoras de las técnicas de andlisis de datos, se llevaron
a cabo nuevas colecciones y/o revision de la clasificacion de las razas de maiz.
Perales y Golicher (2014) utilizaron colecciones recientes e histdoricas de maiz de
Meéxico para determinar regiones biogeograficas y centros de diversidad, ademas

de haber analizado cdmo ha cambiado la diversidad en los ultimos 60 afios.

Finalmente, se propuso un nuevo concepto de raza para maiz en un Seminario y
Taller internacional de Clasificacion Racial de la Diversidad del maiz peruano con
fines de Bioseguridad, llevado a cabo en agosto de 2016: “La raza de maiz es un
conjunto de variedades con caracteristicas genéticas comunes, adaptadas a ciertas
condiciones ambientales asociadas con ciertos contextos sociales y culturales”

(Silva et al., 2020, p. 59).

Las razas son importantes porque permiten evaluar la diversidad presente
conservada (ex situ o in situ), proponer programas de mejoramiento genético,
favorecer la conservacion y valorizaciéon de los recursos genéticos (Silva et al.,

2020).
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2.3.1. Razas de maiz de Brasil

El primer registro de razas de maiz en Brasil fue en 1946 por Cutler, basado en
caracteristicas de tipo de grano, nimero de hileras y color de grano, tipico de un
complejo racial: Cateto, que encontrd en el Caribe, Ecuador y Argentina. La
dispersion de esa raza posiblemente se haya dado con la expansion de los grupos

indigenas, caribes, arawuacos y tupies desde Cuba hasta Argentina (Cutler, 1946).

Afios mas tarde, se publicéd la clasificacion de razas brasilefias y otros paises,
presentada por Brieger et al. (1958). Los autores utilizaron un conjunto de 33
variables, entre cualitativas y cuantitativas, para evaluar las caracteristicas
morfologicas de grano, espiga, panoja y planta. Ademas de estas variables
analizadas, tomaron en cuenta informacion obtenida de la recoleccion de los
materiales (como origen geografico), y finalmente describieron 22 razas y subrazas

de Brasil, con una descripcion detallada de cada una de ellas.

Paterniani y Goodman (1977) en su trabajo basaron su clasificacion en 91
poblaciones de 3000 accesiones recolectadas en todas las regiones de Brasil y areas
adyacentes (Uruguay, Argentina, Paraguay, Bolivia y Guayana). En este caso, la
evaluacion se basé en experimentos a campo. Se reportaron y describieron 23 razas
y subrazas de Brasil, distribuidas en cuatro complejos raciales: 1) indigenas,
cultivados y conservados por poblaciones indigenas, presumiblemente sin cambios
desde la época Precolombina, 2) comerciales antiguos, también de origen indigena
desde el periodo Precolombino pero con cambios a lo largo del tiempo debido a su
cultivo a gran escala, 3) comerciales recientes, utilizadas en la época Poscolombina,
con cierto nivel de introgresion de las razas indigenas de maiz, y 4) exoticos,
originalmente encontrados en otras areas y luego se introdujeron en la region en la

era moderna.

Dentro del complejo racial indigena, las razas y subrazas descritas fueron:
Pisingallos Guarani, Moroti, Moroti Precoce, Moroti Guapi, Caingang, Lenha y
Entrelacado. Sin tener en cuenta los pisingallos, todas las demas razas son de tipo
de grano harinoso, lo que muestra la gran preferencia de los indigenas por este tipo

de grano (Paterniani & Goodman, 1977).

Dentro del complejo racial comerciales antiguos, las razas y subrazas descritas

fueron: Cristal, Cristal Sulino, Cristal Semi-Dentado, Canario de Ocho, Cateto,
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Cateto Sulino Precoce, Cateto Sulino, Cateto Sulino Escuro, Cateto Sulino Grosso,
Cateto Assis Brasil, Cateto Grande, Cateto Nortista, Cateto Nortista Precoce
(Paterniani & Goodman, 1977).

Dentro del complejo racial comerciales recientes, las razas y subrazas descritas
fueron: Dente Riograndense, Dente Riograndense Rugoso, Dente Riograndense
Liso, Dente Paulista, Dente Branco, Dente Branco Riograndense, Dente Branco
Paulista, Dente Semi-Dentado, Semi-Dentado Riograndense, Semi-Dentado
Paulista, Cravo, Cravo Riograndense y Cravo Paulista (Paterniani & Goodman,

1977).

Dentro del complejo racial Exdticos, las razas descritas fueron: Hickory King y

Tuson (Paterniani & Goodman, 1977).

2.3.2. Razas de maiz de Uruguay

Brieger et al. (1958) realizaron las primeras clasificaciones de razas de variedades
criollas en base a caracteres morfoldgicos de la mazorca, de la panoja y caracteres

de la planta, y clasificaron la coleccion en 7 razas.

Anos mas tarde, Paterniani y Goodman (1977) clasificaron 6 razas y una subraza:
Caingang, Cristal Sulino, Canario de Ocho, Cateto Sulino Precoce, Cateto Sulino

(subraza Oscura) y Cateto Sulino Grosso.

En 1978 se llevo a cabo una expedicion de recoleccion en el territorio uruguayo en
el marco del proyecto: “Coleccion, Conservacion y Evaluacion del Germoplasma
de Maiz en la Region Oriental de América del Sur” financiado por el Consejo
Internacional de Recursos Fitogenéticos (IBPGR) y ejecutado por la Facultad de
Agronomia de la Universidad de la Republica. En este proyecto, a cargo del Ing.
Agr. José L. De Le6n, se recolectaron 859 variedades criollas de maiz que luego se
caracterizaron en base a los descriptores morfologicos de espiga y grano en 16
grupos preliminares (De Maria et al., 1979). Fernandez et al. (1983) evaluaron 852
variedades criollas y analizaron caracteristicas primarias (rendimiento de grano, de
forraje residual y vuelco) y secundarias (ciclo, altura de planta y espiga, macollaje,

nimero de espigas y caracteristicas de espiga y grano).
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Los autores tomaron como referencia la clasificacion propuesta por Paterniani y
Goodman (1977) y clasificaron la coleccion en 10 razas: Cateto Sulino, Canario de
Ocho, Cateto Sulino Grosso, Cuarentino, Semi-Dentado Riograndense, Moroti
Precoce, Cristal, Dente Riograndense, Dente Branco Riograndense y Pisingallo; y

3 subrazas: Cateto Sulino Escuro, Dente Riograndense Rugoso y Liso.

2.4. VARIEDADES CRIOLLAS DE URUGUAY Y BRASIL

Las variedades criollas, de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2011), son producidas y conservadas
por los agricultores. Pueden ser poblaciones locales de plantas seleccionadas por
los agricultores o, a veces, son variedades mejoradas que fueron liberadas hace
muchos anos. En nuestro pais el Instituto Nacional de Semillas (INASE) las define

como.

una poblacion local seleccionada y mantenida por agricultores de una
determinada localidad de Uruguay durante al menos 15 ciclos productivos.
La variedad criolla puede haber partido de cultivares registrados o no, cuya
historia de mantenimiento varietal y adaptacion agrondmica a las
condiciones locales de produccion es conocida. La variedad criolla debe
diferenciarse claramente del cultivar original y de otro cultivar notoriamente

conocido. (INASE, 2014)

De acuerdo con Camacho Villa et al. (2005) las variedades criollas se caracterizan
por ser: genéticamente diversas, reconocibles por sus caracteristicas morfoldgicas,
de uso o adaptacion, con un origen historico, resultado de varios ciclos de
multiplicacion y seleccidon en una determinada region, tanto por una familia o por
grupos de agricultores, con adaptacion local y asociadas a sistemas tradicionales de
produccidn, no siendo el resultado final de programas formales de mejoramiento.
Mas alla de las diferencias y matices entre las definiciones, las variedades criollas
son poblaciones dindmicas con alta variabilidad y adaptadas a diferentes
condiciones ambientales y la principal forma de conservacion de la diversidad para

la agricultura (Silva et al., 2021).

Con la finalidad de actualizar, mapear, identificar y clasificar las razas de Uruguay

y Brasil, se desarroll6 el Proyecto “Razas de maiz de las tierras bajas de América
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del Sur de Brasil y Uruguay” (Silva et al., 2020). Las tierras bajas abarcan regiones
con altitudes menores a 1500 m y comprende a los siguientes paises: Uruguay, parte
de Argentina, Brasil, Paraguay, Guayana y parte de Bolivia (Paterniani &

Goodman, 1977).

En este proyecto, se colectaron un total de 287 variedades criollas, 215 de Brasil y
72 de Uruguay. Con la coleccion de maices se realizo una clasificacion racial basada
en descriptores morfoldgicos. Los descriptores utilizados fueron 11 caracteristicas
cualitativas: de espiga (textura del color del grano, color del grano, tipo de grano,
forma de la espiga, arreglo de los granos en la hilera, color del marlo y nimero de
hileras) y de grano (color del pericarpio, color del endosperma, forma del grano y
forma del borde del grano); y 8 cuantitativas: de espiga (nimero de granos por
hileras, largo de la espiga, didmetro de la espiga, didmetro del marlo y diametro del

raquis) y de grano (largo del grano, ancho del grano y espesor del grano).

El primer criterio que adoptaron los autores fue el tipo de grano (harinoso, dentado
y semidentado, duro y semiduro, y pisingallo), luego se tomaron en cuenta la
variabilidad genética, la region geografica y los aspectos socioculturales dentro de

cada grupo (Silva et al., 2020).

Esta clasificacion determiné 29 razas y 3 complejos raciales, siendo 25
razas/complejos descritos para Brasil y 10 razas/complejos de Uruguay. De las 29
razas/complejos, 14 se consideraron nuevas, siendo: Dente Branco Mineiro
(Brasil), Dente Branco Sul Matogrossense (Brasil), Dente Colorado Mineiro
(Brasil), Dente Colorado Riograndense (Brasil), Dente Colorado Sul
Matogrossense (Brasil), Dente Mineiro (Brasil), Dente Paraibano (Brasil), Dente
Pintado Riograndense (Brasil), Dente Rosado Riograndense (Brasil), Dente Sul
Mato-grossense (Brasil), Dez fileiras alaranjado (Brasil), Doce (Brasil), Exdtica

(Brasil) y Pisingallo redondo (Uruguay).
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2.5. CITOGENETICA EN PLANTAS

La citogenética es la disciplina que estudia la estructura, localizacion y funcion de
los cromosomas (incluyendo numero y forma de estos) y su relacion con la
transmision y recombinacion de genes. En los tltimos afios, los avances en la
citogenética se debieron al desarrollo de nuevas técnicas y tecnologias, insumos y

equipamientos, contribuyendo a la aplicabilidad de protocolos (Honfi et al., 2017).

El campo de la citogenética vegetal fue fuertemente influenciado por los aportes de
la Dra. Barbara McClintock (1929, 1951, 1960) en sus trabajos en maiz. Su método
para la identificacion individual de los cromosomas fue clave para grandes
descubrimientos sobre estructura y comportamiento dindmico del genoma de maiz.
Sus estudios de los cromosomas, basados en técnicas de tincién con Carmin,
mostraron la identificacion individual de los mismos en profase, el largo relativo y

la relacion de los brazos cromosomicos (McClintock, 1929).

Los principales estudios de la citogenética clésica se basan en la determinacion de
las caracteristicas del cariotipo y la identificacion de cromosomas mediante técnicas
de tincidon convencionales y bandeo cromosdémico. También, se evaltia el tamafo
del genoma y se analiza el comportamiento meidtico de los cromosomas. Las
caracteristicas estructurales y cuantitativas de los cromosomas (cariotipo) son

importantes en investigaciones basicas y aplicadas (Poggio & Naranjo, 2004).

A lo largo de los afios, ademas de las tinciones convencionales, se observd que
algunos agentes fluorescentes, como la quinacrina permitian obtener patrones de
banda especificos, detectando regiones ricas en adenina-timina (A-T) (Caspersson
etal., 1968). Vosa y Marchi (1972) compararon la tincidén con quinacrina y Giemsa
y observaron que en maiz las regiones de knobs aparecian mas oscuras con la tincion
Giemsa. Este descubrimiento fue de gran importancia para localizar knobs de

manera rapida en maiz.

En 1974, Gill y Kimber estudiaron los cromosomas del centeno e identificaron su
patron de heterocromatina utilizando tincion Giemsa y bandeo C, lo cual les
permitio distinguir las bandas heterocromaticas y regiones centroméricas
claramente, diferenciando tamafios, intensidad y distribucién espacial (Gill &

Kimber, 1974). Esta misma técnica fue utilizada para describir la composicion
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cromosOomica de la cebada y siguid utilizdndose en anos posteriores (Linde-

Laursen, 1984).

Un analisis mas preciso de la variacion cariotipica se puede obtener mediante
técnicas de bandeo que revelan marcadores cromosdmicos (secuencias de ADN
altamente repetidas ricas en A-T o guanina-citocina (G-C), por ejemplo). La técnica
de bandeo fluorescente con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) es utilizada de
rutina para revelar heterocromatina constitutiva. La heterocromatina constitutiva es
un componente del genoma compuesto por cromatina y secuencias de ADN satélite
y presenta variacidon intra e interespecifica en muchos grupos. Puede tener
importancia en eventos regulatorios, en el desarrollo y organizacion tridimensional

de los cromosomas en el nucleo (Poggio & Naranjo, 2004).

Segun Herrera (2007), hubo un avance desde el siglo pasado en los estudios
citogenéticos, destacando los bandeos cromosomicos y la técnica de hibridacion
fluorescente in situ (FISH). Esta técnica, combina informacion acerca de la
morfologia cromosomica con la informacidon molecular de las secuencias, y permite
realizar estudios de mapeo y de distribucion fisica de las mismas, analizar
relaciones evolutivas entre especies y estudiar la organizacion del genoma y la

arquitectura nuclear.

Los estudios citogenéticos han permitido realizar grandes aportes al conocimiento
de los mecanismos de aislamiento reproductivo y modos de especiacion en plantas,
contribuyendo también, a través del analisis gendémico, a la determinacioén del
origen y evolucion de distintos grupos taxondmicos, siendo muy importantes los
aportes para la resoluciéon de problemas taxondémicos, evolutivos y aplicados

(Poggio & Naranjo, 2004).
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2.6. VARIABILIDAD CITOGENETICA DEL MAIZ
2.6.1. Knobs heterocromaticos

El maiz es considerado un diploide con 20 cromosomas. Las especies diploides son:
Z. diploperennis, Z. luxurians, Z. nicaraguensis y Z. mays; la especie tetraploiode
es Z. perennis con 2n=40 (Doebley, 1990). Los cromosomas de todas las especies
de Zea spp con 2n=20 presentan bloques de heterocromatina, denominados nudos
cromosomicos o knobs que fueron observados en 34 posiciones, variando en
tamafio y numero; mientras que en el tetraploide Z. perennis no se encontraron
knobs (Gonzélez et al., 2013). Los knobs estan presentes en los cromosomas del
maiz en localizaciones que son caracteristicas de diferentes poblaciones desde su
descubrimiento por McClintock (1929), y se contintia investigando hasta la
actualidad. Los knobs se pueden encontrar presentes en diferente ntmero,
localizacion y tamafio, y los trabajos de McClintock et al. (1981) han demostrado
que son una herramienta util para la clasificacion racial y geografica de las

poblaciones de maiz y una indicacion de diversidad.

La heterocromatina knob es diferente a otras clases de heterocromatina presentes
en el genoma (heterocromatina centromérica, en cromosoma B y la presente en la
region organizadora nucleolar-NOR) en cuanto a la apariencia citologica, su tiempo
de replicacion en mitosis y secuencia del ADN. Estos knobs estan conformados
principalmente por 2 secuencias de ADN satélite repetidas en tindem: 180-pb y
TR-1 (con 350 pb), con una variacién entre miles a millones de copias (Ananiev et
al., 1998; Peacock et al., 1981). Ademas, los knobs poseen otros elementos en su
estructura, elementos moviles descubiertos por McClintock (1951), con la
capacidad indirectamente de controlar la actividad o expresion de los genes

(Ananiev et al., 1998).

El tamafio y la presencia de los knobs son de gran importancia en el estudio del
maiz y segiin McClintock (1960), los knobs varian desde ausencia hasta una serie
ascendente que da lugar a knobs: diminutos, pequetios, medianos, grandes o muy

grandes.

Kato et al. (2004) estudiaron la estructura de cromosomas somaticos de raiz de 14
lineas de maiz mediante la técnica de FISH. Estos autores hicieron una descripcion

de lo observado en cada cromosoma y encontraron una variacion significativa entre
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las lineas respecto a presencia de knobs, microsatélites, TR-1 y sondas

centroméricas.

En diversos estudios, fue reportado que el contenido de ADN en Zea estaba
relacionado con variaciones en el nimero y tamaio de los knobs (Fourasti¢ et al.,
2017; Realini et al., 2015; Tito et al., 1991). Fourastié et al. (2017) no encontraron
correlaciéon entre el contenido de ADN y el numero de knobs, pero si una
correlacion positiva significativa entre el contenido de ADN vy el porcentaje de
heterocromatina, llegando a la conclusién de que el contenido de ADN no se debe

a variaciones en numero, sino que a variaciones en tamafio de knobs.

Tito et al. (1991) y Realini et al. (2018) coinciden y sugieren que el porcentaje de
heterocromatina en cada individuo depende no solo del numero de knobs sino
también del tamafo de estos, dado principalmente por las copias repetidas de ADN

que contienen.

Sin embargo, Carvalho et al. (2022) no encontraron un patrén que indique que hay
tal relacion entre el nimero de knobs y mayor o menor contenido de ADN,
estudiado en hibridos y lineas endogédmicas de maiz. Estos autores indicaron que
los knobs alteran el largo de los brazos cromosomicos por lo que deberia
incrementar el tamafio del genoma, infiriendo que este efecto puede estar

enmascarado por variabilidad de los elementos transponibles.

Por todo lo dicho anteriormente, el nimero, posicidon, tamafio y la composicion de
secuencias de los knobs, han sido utilizados para caracterizar a nivel citogenético

las poblaciones de maices.

2.6.2. Cromosomas B

Los cromosomas B (Bs) son cromosomas adicionales heterocromaticos que no
recombinan con ningiin miembro del complemento normal (cromosomas A), tienen
modos de herencia irregulares no mendelianos y ademas no son esenciales para el
crecimiento y reproduccion normal de las plantas que lo portan (Jones & Houben,

2003; McClintock et al., 1981; Randolph, 1941).

La forma en que el cromosoma B del maiz interactia con su genoma huésped

constituye un sistema coevolutivo huésped-parasito (Jones & Houben, 2003). Los
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Bs en maiz estdn formados por: un brazo corto, centromero, knob centromérico,
eucromatina proximal, 4 bloques de heterocromatina distal y eucromatina distal.
Las secuencias repetidas en Bs son: ZmBs, knob-180, CL-repeat y Stark. Para
mantenerse en las poblaciones, los Bs disponen de un mecanismo impulsor “drive
mechanism” que consiste en la no disyuncién en la mitosis del polen. Los granos
de polen maduros contienen 2 células espermaticas con presencia de Bs en una de
ellas, en la doble fecundacion, hay preferencia por la célula espermatica que
contiene los Bs para formar el cigoto, y la otra célula espermatica formara el

endospermo (Birchler & Yang, 2021).

El tamafio de estos cromosomas es menor que los del complemento A (Jones &
Houben, 2003; McClintock et al., 1981), ademas, presentan diferentes posiciones
centroméricas (facilmente detectables en mitosis), presentando algunas variantes
como: isocromosomas o telocéntricos (Birchler & Yang, 2021), y en algunas

especies, microcromosomas (Jones & Houben, 2003).

Ademas, el comportamiento mitotico y meiotico es diferente en los Bs respecto a
los cromosomas normales del complemento. En mitosis, estos cromosomas
muestran un numero constante en tejidos somaticos; mientras que en meiosis los Bs
nunca se aparean o recombinan con los del complemento, se aparean entre si

formando multivalentes en el caso que haya méas de 2 (Jones & Houben, 2003).

Con la finalidad de contribuir a los aportes anteriormente generados por el proyecto
“Razas de maiz de las tierras bajas de América del Sur: ampliar el conocimiento
sobre la diversidad de variedades criollas del Brasil y Uruguay” (Silva et al., 2020),
es que en este trabajo se lleva a cabo un estudio citogenético (area no analizada
previamente) de variedades criollas de Uruguay y Brasil. El objetivo es caracterizar
la variabilidad cariotipica, analizando las relaciones entre los parametros

fenotipicos, razas, cromosomas B y origen de las variedades criollas.



25

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

Para el presente trabajo se analizaron 36 accesiones de variedades criollas de maiz
colectadas de familias de agricultores de Uruguay y Brasil y clasificadas en 21 razas
y por tipo de grano en el marco del proyecto “Razas de maiz de las tierras bajas de

América del Sur de Brasil y Uruguay” (Tabla 1).

Las accesiones analizadas de Brasil fueron de los estados de: Mato Grosso do Sul,
Paraiba, Rio Grande do Sul y Minas Gerais, correspondientes a los biomas:
Cerrado, Caatinga, ecotono Bosque Atlantico-Pampa y Bosque Atlantico. En
Uruguay fueron realizadas en los departamentos de: Rocha, Tacuarembo, Rivera y

Canelones, correspondientes al bioma Pampa (Figura 1).



Tabla 1

Lista de accesiones incluidas en la caracterizacion citogenética de Uruguay y Brasil

Estado /
Accesion n Raza Tipo de grano Bioma Region Pais
Departamento
MSJ2B 5 Moroti Harinoso Mato Grosso do Sul Cerrado Centro Oeste Brasil
PBN12A 1 Exdtica Harinoso Paraiba Caatinga y Ecotono Bosque Atlantico Nordeste Brasil
MSX2B 3 Dente Sul Mato-grossense Dentado Mato Grosso do Sul Cerrado Centro Oeste Brasil
PBN22A 3 Dente Paraibano Dentado Paraiba Caatinga Nordeste Brasil
PBR4B 3 Dente Paraibano Dentado Paraiba Caatinga Nordeste Brasil
PBR5B 1 Dente Paraibano Dentado Paraiba Caatinga Nordeste Brasil
PBY3A 1 Dente Paraibano Dentado Paraiba Caatinga Nordeste Brasil
RSF2E 1 Dente Riograndense Dentado Rio Grande do Sul Ecotono Bosque Atlantico/Pampa Sur Brasil
RSF2H 3 Oito Carreiras Dentado Rio Grande do Sul Ecotono Bosque Atlantico/Pampa Sur Brasil
RSGIA 2 Dente Riograndense Dentado Rio Grande do Sul Ecotono Bosque Atlantico/Pampa Sur Brasil
RSZz2C 1 Dente Riograndense Dentado Rio Grande do Sul Ecotono Bosque Atlantico/Pampa Sur Brasil
PBF2A 2 Complexo Paraibano Duro Paraiba Caatinga Nordeste Brasil
RSZ1A 2 Cateto Duro Rio Grande do Sul Ecotono Bosque Atlantico/Pampa Sur Brasil
PBNSA 2 Alho (Avati Pichingd) Pisingallo Paraiba Caatinga, Cerrado y Bosque Atlantico Nordeste Brasil
RSI3C 2 Pipoca redonda (Avati Pichinga Pisingallo Rio Grande do Sul ~ Ecotono Bosque Atlantico/Pampa y Bosque Atlantico Sur Brasil
Thu)
MGF1C 3 Alho Pisingallo Minas Gerais Caatinga, Cerrado y Bosque Atlantico Sudeste Brasil
MGP3B 1 Pipoca redonda Pisingallo Minas Gerais Ecotono Bosque Atlantico/Pampa y Bosque Atlantico Sudeste Brasil
MGYS8A 1 Alho Pisingallo Minas Gerais Caatinga, Cerrado y Bosque Atlantico Sudeste Brasil

9¢



Estado /

Accesion n Raza Tipo de grano Bioma Region Pais
Departamento
RSX6A 2 Pipoca redonda Pisingallo Rio Grande do Sul  Ecotono Bosque Atlantico/Pampa y Bosque Atlantico Sur Brasil

UYSB1A 1 Blanco dentado Dentado Canelones Pampa Sur Uruguay
UYSS7A 2 Blanco dentado Dentado Canelones Pampa Sur Uruguay
UYESIA 2 Amarillo dentado Dentado Rocha Pampa Este Uruguay
UYNN4B 1 Amarillo dentado Dentado Tacuaremb6 /Rivera Pampa Norte Uruguay
UYNN4C 1 Blanco dentado Dentado Tacuarembo6/ Rivera Pampa Norte Uruguay
UYNB4A 2 Complejo Cateto Sulino Duro Tacuaremb6/ Rivera Pampa Norte Uruguay
UYNN6B 3 Complejo Cateto Sulino Duro Tacuaremb6/ Rivera Pampa Norte Uruguay
UYNRIA 1 Complejo Cateto Sulino Duro Tacuarembo6/ Rivera Pampa Norte Uruguay
UYNB7A 1 Cateto Sulino Grosso Duro Tacuarembo6/ Rivera Pampa Norte Uruguay
UYNN2B 1 Cateto Sulino Grosso Duro Tacuarembo6/ Rivera Pampa Norte Uruguay
UYERS5B 1 Pisingallo redondo Pisingallo Rocha Pampa Este Uruguay
UYNN2A 3 Caingang Harinoso Tacuaremb6/ Rivera Pampa Norte Uruguay
UYNBIA 3 Avati Moroti Harinoso Tacuaremb6/ Rivera  Cerrado, Ecotono Bosque Atlantico/Pampa y Pampa Norte Uruguay
UYNB5A 1 Avati Moroti Harinoso Tacuarembo Cerrado, Ecotono Bosque Atlantico/Pampa y Pampa Norte Uruguay
UYNNIA 3 Complejo Moroti-Caingang Harinoso Tacuarembo¢/ Rivera Ecotono Bosque Atlantico/Pampa y Pampa Norte Uruguay
UYNN3B 3 Complejo Moroti- Caingang Harinoso Tacuarembo¢/ Rivera Ecotono Bosque Atlantico/Pampa y Pampa Norte Uruguay
UYNB2A 3 Complejo Avati Moroti Harinoso Tacuarembo6/ Rivera Pampa Norte Uruguay

Lt
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Figura 1

Ubicacion geogrdfica y los diferentes biomas de variedades criollas de maiz de
Brasil y Uruguay

Biomas

' Amazénia
Caatinga

- Cerrado
Mata Atlantica

N Pampa
Pantanal

Nota. PB: Paraiba, MG: Minas Gerais, MS: Mato Grosso do Sul, RS: Rio Grande do Sul,
TA/RV: Tacuarembd/Rivera, RO: Rocha y CA: Canelones. Adaptado de Silva et al.
(2020).
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3.2. METODOS

3.2.1. Obtencion y Pre-tratamiento de raices

Las semillas de las distintas accesiones colectadas se pusieron a germinar en cajas
de Petri con papel de filtro humedecido a 24°C en camara de crecimiento. Luego
de 3 0 4 dias, se extrajeron las raices primarias (con menos de 1 cm de largo). Se
hizo un pre-tratamiento con 0,002 M 8-hidroxiquinoleina de los apices radiculares
a temperatura ambiente por 2,5 horas y luego se colocaron las muestras por 2,5
horas a 10°C. Se fijaron en solucién Carnoy 3:1 (alcohol etilico absoluto/ acido

acético glacial) por 1 hora a temperatura ambiente y luego se conservaron a -20°C.

3.2.2. Preparaciones cromosomicas

Para las preparaciones cromosomicas, las raices fueron digeridas en solucion de
enzimas 20% pectinasa y 2% celulasa en cdmara hiimeda en estufa por 3 horas a
37°C. Se agrego acido acético 60% y se desmembraron las raices bajo lupa, luego
se adiciond acido acético 45%. Las muestras con alto nimero de metafases
(previamente observadas en microscopio Optico de contraste de fases Olympus), se

sometieron a nitrégeno liquido, se secaron al aire y posteriormente se almacenaron

a-20°C (Vaio et al., 2016).

3.2.3. Bandeo fluorescente DAPI

Antes de someter los preparados a la tincién con 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), los mismos se desnaturalizaron utilizando el mix de hibridaciéon y la
temperatura del protocolo FISH. Luego, se agregd solucion de 10 ul de DAPI por 1
ml de medio de montaje (Vaio et al., 2016).
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Para observar en el microscopio de epifluorescencia se los selld con esmalte
transparente. Las imagenes fueron capturadas con un microscopio Zeiss equipado
con una camara Zeiss. Las mejores metafases fueron procesadas para el brillo y
contraste en el programa Adobe Photoshop version CS3. A partir de las imagenes
procesadas, se determiné el nimero de knobs por metafase analizada, la presencia
o ausencia de cromosomas B y en caso de presencia, la cantidad (mediante conteo

cromosomico) y la frecuencia.

3.2.4. Analisis de imagenes y construccion de idiogramas

Los analisis para determinar los parametros cariotipicos: longitud cromosomica
total (LCT), longitud total de knobs cromosomicos (LKT) y el porcentaje de
heterocromatina, fueron realizados empleando el software DRAWID (Kirov et al.,

2017).

La LCT se calcul6 en base a la sumatoria del largo individual de todos los
cromosomas dentro de una metafase; el LKT se calculdé como la sumatoria total de
los largos de knob cromosdmicos detectados; el porcentaje de heterocromatina se
estim6 como el porcentaje de la LCT ocupada por los knobs (Realini, 2017). Los
cromosomas se ordenaron de mayor a menor y por cada idiograma se obtuvo una
planilla con informacién de las mediciones de cromosomas y knobs (ver figuras Al

y A2 del Anexo).
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3.2.5. Analisis estadisticos

Se calcularon los pardmetros descriptivos totales por accesion, region, pais y tipo
de grano de LCT, LKT, porcentaje de heterocromatina, nimero de knobs y
frecuencia de cromosomas B. Se calcul¢ la frecuencia de knobs y se establecieron

3 clases a partir de planillas electronicas de Microsoft Excel.

Para evaluar la normalidad de los datos, se realizo la prueba de Shapiro-Wilks. Los
datos que no siguieron distribucion normal, se analizaron con test no paramétrico
de Kruskal Wallis. Para analizar las diferencias en los resultados por regiones, razas
y tipos de grano, se analiz6 la distribucion de los datos mediante Kruskal Wallis
con una probabilidad de 0,05. Para establecer relaciones entre el porcentaje de
heterocromatina y nimero de knobs se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson,
con una probabilidad de 0,05. Estos analisis fueron realizados en InfoStat version

2008.

Para identificar diferencias entre las frecuencias de cromosomas B de ambos paises,
se realizd el Test de Chi cuadrado de Pearson, con una probabilidad de 0,05. Este

analisis fue realizado en InfoStat version 2008.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los ultimos registros de caracterizacion de maices de las Tierras Bajas datan de los
anos 70 (Paterniani & Goodman, 1977; Serratos, 2009). Por lo tanto, los resultados
de este trabajo son de gran relevancia ya que es la primera vez que se caracterizan

citogenéticamente variedades criollas y razas de maiz de Uruguay y Brasil.

El nimero de knobs promedio obtenidos fueron de 8,51, para el total de las
muestras, de 9 para Brasil y de 7,78 para Uruguay. La LCT promedio total fue de
83,83, de 83,85 para Brasil y 83,73 para Uruguay. La LKT promedio fue de 7,25
para el total de las muestras, de 7,69 para Brasil y de 6,63 para Uruguay. El
porcentaje de heterocromatina fue de 8,70% para el total de las muestras, de 9,20%
para Brasil y de 7,97% para Uruguay (Tabla 2). Finalmente, la frecuencia de
cromosomas B promedio fue de 0,13 para el total de las muestras y de 0,025 para

Brasil y de 0,25 para Uruguay.

Como ninguno de los datos presentd distribucion normal, para identificar
diferencias entre las medias de las variables analizadas por pais, raza y tipo de
grano, se hizo el test de Kruskal Wallis y se encontraron diferencias significativas
para el nimero de knobs por tipo de grano (ver tablas A1-A4, A6 del Anexo y
Figura 3). La frecuencia de cromosomas B por paises también fue significativa
mediante el analisis de Chi cuadrado de Pearson (ver tabla A7 del Anexo). De todas
las variables analizadas, la nica correlacion significativa fue entre el nimero de

knobs y porcentaje de heterocromatina y fue de 0,72 (ver tabla A8 del Anexo).



Tabla 2

Variables citogenéticas obtenidas para cada individuo analizado en ambos paises y promedios por pais

Longitud

Porcentaje de

Pais Raza Accesion Nimero de knobs cromosémica total Longitud total de knobs heterocromatina
Uruguay Blanco dentado UYSBIA 9 79,29 5,81 7,33
Uruguay Blanco dentado UYSS7A 12 93,53 13,17 14,09
Uruguay Blanco dentado UYSS7A 10 80,66 9,87 12,24
Uruguay Blanco dentado UYNN4C 8 93,51 7,31 7,82
Uruguay Amarillo dentado UYESIA 7 59,85 3,07 5,12
Uruguay Amarillo dentado UYESIA 10 68,29 6,71 9,83
Uruguay Amarillo dentado UYNN4B 5 87,10 3,14 3,61
Uruguay Complejo Cateto Sulino UYNB4A 8 60,94 4,57 7,51
Uruguay Complejo Cateto Sulino UYNB4A 6 68,39 3,37 4,92
Uruguay Complejo Cateto Sulino UYNN6B 9 83,34 8,17 9,81
Uruguay Complejo Cateto Sulino UYNN6B 10 66,70 8,40 12,59
Uruguay Complejo Cateto Sulino UYNN6B 8 69,96 4,47 6,39
Uruguay Complejo Cateto Sulino UYNRIA 8 70,13 6,29 8,97
Uruguay Cateto Sulino Grosso UYNB7A 13 62,89 10,72 17,05
Uruguay Cateto Sulino Grosso UYNN2B 5 64,61 1,68 2,60
Uruguay Pisingallo redondo UYERSB 12 76,76 10,92 14,22
Uruguay Caingang UYNN2A 7 88,96 8,70 9,78
Uruguay Caingang UYNN2A 6 106,44 5,73 5,38

€€



Pais Raza Accesion Numero de knobs cromLo(s)(I')lrgniit:: total Longitud total de knobs h;‘:;i::)ﬂigfm
Uruguay Caingang UYNN2A 7 89,17 8,77 9,84
Uruguay Avati Moroti UYNBIA 7 118,01 8,90 7,54
Uruguay Avati Moroti UYNBIA 8 99,23 6,74 6,79
Uruguay Avati Moroti UYNBIA 9 129,96 13,21 10,16
Uruguay Avati Moroti UYNBSA 7 85,75 5,73 6,68
Uruguay Complejo Moroti Caingang UYNNIA 7 92,78 5,29 5,70
Uruguay Complejo Moroti Caingang UYNNIA 6 89,43 4,30 4,81
Uruguay Complejo Moroti Caingang UYNNIA 6 78,61 3,32 4,23
Uruguay Complejo Moroti Caingang UYNN3B 7 76,88 5 6,50
Uruguay Complejo Moroti Caingang UYNN3B 9 68,78 7,11 10,33
Uruguay Complejo Moroti Caingang UYNN3B 7 94,18 5,59 5,94
Uruguay Complejo Avati Moroti UYNB2A 6 96,79 7,56 7,81
Uruguay Complejo Avati Moroti UYNB2A 5 94 4,60 4,89
Uruguay Complejo Avati Moroti UYNB2A 5 84,46 3,88 4,59

Brasil Moroti MSIJ2B 9 88,99 7,64 8,59
Brasil Moroti MSIJ2B 10 88,89 10,38 11,68
Brasil Moroti MSIJ2B 9 69,21 8,54 12,35
Brasil Moroti MSIJ2B 8 63,50 7,29 11,48
Brasil Moroti MSIJ2B 9 97,43 6,09 6,25
Brasil Exotica PBNI12A 5 78,72 5,55 7,05
Brasil Dente Sul Matogrossense MSX2B 11 65,22 6,71 10,28

143



Longitud

Porcentaje de

Pais Raza Accesion Numero de knobs cromosémica total Longitud total de knobs heterocromatina
Brasil Dente Sul Matogrossense MSX2B 10 108,19 10,03 9,27
Brasil Dente Sul Matogrossense MSX2B 8 91,24 6,85 7,51
Brasil Dente Paraibano PBN22A 7 91,33 2,66 291
Brasil Dente Paraibano PBN22A 6 64,81 1,22 1,88
Brasil Dente Paraibano PBN22A 5 71,38 1,96 2,75
Brasil Dente Paraibano PBR4B 13 78,07 5,46 6,99
Brasil Dente Paraibano PBR4B 14 77,39 8,13 10,51
Brasil Dente Paraibano PBR4B 14 61,95 4,69 7,57
Brasil Dente Paraibano PBR5B 15 73,29 12,48 17,03
Brasil Dente Paraibano PBY3A 9 66,91 8,01 11,98
Brasil Dente Riograndense RSF2E 7 75,73 6,54 8,63
Brasil Dente Riograndense RSG1A 7 93,30 8,73 9,36
Brasil Dente Riograndense RSG1A 16 85,26 12,73 14,93
Brasil Dente Riograndense RSZ2C 13 147,58 15,40 10,44
Brasil Oito Carreiras RSF2H 11 118,18 20,50 17,34
Brasil Oito Carreiras RSF2H 8 70,26 8,79 12,50
Brasil Oito Carreiras RSF2H 9 60,95 9 14,77
Brasil Complexo Paraibano PBF2A 11 94,74 13,61 14,37
Brasil Complexo Paraibano PBF2A 8 110,61 10,34 9,35
Brasil Cateto RSZI1A 6 91,39 5,96 6,52
Brasil Cateto RSZI1A 5 91,76 5,86 6,39

S€



Longitud

Porcentaje de

Pais Raza Accesion Nimero de knobs cromosémica total Longitud total de knobs heterocromatina
Brasil Alho (Avati Pichinga) PBNSA 10 65,25 9,50 14,56
Brasil Alho (Avati Pichinga) PBNSA 5 61,83 4,30 6,96
Brasil Pipoca redonda (Avati Pichinga Thu) RS13C 10 62,63 9,21 14,70
Brasil Pipoca redonda (Avati Pichinga Tha) RSI3C 7 90,66 8,23 9,08
Brasil Alho MGF1C 11 93,62 7,77 8,30
Brasil Alho MGF1C 10 89,21 7,66 8,59
Brasil Alho MGFIC 7 88,83 4,95 5,57
Brasil Alho MGYS8A 8 60,27 3,38 5,60
Brasil Pipoca redonda MGP3B 8 83,99 5,59 6,65
Brasil Pipoca redonda RSX6A 6 96,37 4,17 4,32
Brasil Pipoca redonda RSX6A 6 101,30 3,88 3,83

Pr];’;:zgi" - - 9 83,85 7,69 9,20
I:Jrr";‘g‘flgiy" - - 7,78 83,73 6,63 7,97
Pr‘t’;‘t‘;f“" - - 8,51 83,83 7,25 8,70

9¢
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4.1. VARIABILIDAD DE NUMERO DE KNOBS EN URUGUAY Y BRASIL

El bandeo DAPI realizado en metafases mitoticas de las variedades criollas de maiz

analizadas de ambos paises vari6 entre 5 y 16 knobs (Tabla 2).

Para comparar las frecuencias relativas de knobs de ambos paises, se establecieron
3 clases (rangos de 5-8, 9-12 y 13-16), se calcul¢ la frecuencia relativa maxima y
minima para Uruguay y Brasil, observandose una variacion en el nimero de knobs

y clases mas frecuentes (Figura 2).

Figura 2

Frecuencia relativa de knobs en razas de Uruguay y Brasil
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La clase correspondiente al rango de 5 a 8 knobs, fue la mas frecuente en ambos
paises, mientras que la clase de knobs de 13 a 16 fueron menos frecuentes de
encontrar. Las diferencias en la proporcion de la clase de 5 a 8 knobs, respecto de
la clase de 13 a 16 es mucho mayor en Uruguay, pasa de 22 individuos (69%) a un
individuo (3%). Mientras que en Uruguay solo se encontré un individuo (3%) con

el mayor namero de knobs, en Brasil se encontraron 5 individuos (15%).

El bandeo DAPI identifica bloques de heterocromatina o knobs como bandas
DAPI+, tanto sobre cromosomas interfasicos como metafasicos (Gonzélez et al.,

2013; Poggio et al., 1998; Realini et al., 2015). El empleo de esta metodologia
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permiti6 identificar una gran variabilidad cariotipica en nimero y tamafo de knobs,
incluso dentro de una misma accesion. Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas de ntimero de knobs por tipo de grano entre maices dentados y
harinosos. Los maices de grano dentado presentaron el mayor nimero medio de
knobs (9,76), mientras que los maices harinosos presentaron el menor nimero

medio de knobs (7,23) (Figura 3).

Figura 3

Numero de knobs promedio analizado por tipo de grano
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Nota. Se grafican la media, los minimos y méximos de las mediciones y las
diferencias significativas con letras. Medias con una letra comun no son

significativamente diferentes (p > 0,05).
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Poggio et al. (1998) también encontraron variaciones intra e inter poblacionales en
cuanto a numero de knobs entre 21 variedades criollas de maiz de 5 provincias de
Argentina (Catamarca, Jujuy, Tucuman, Salta y Formosa). Las variedades con un
rango mayor de knobs (3-14) se encontraron en altitudes mas bajas, mientras que
las variedades con un menor rango de niimero de knobs (1-4) pertenecian a altitudes

mas altas.

En otro trabajo del mismo grupo, resultados similares fueron reportados por
Fourastié et al. (2017), estos autores trabajaron con 10 variedades criollas de maiz
correspondientes a 4 razas del Noroeste de Argentina y encontraron que el nimero
de knobs no diferia significativamente entre accesiones de maices de tipo harinoso,

pisingallo y dentado.

Realini (2017) presentd resultados similares en cuanto a nimero de knobs en
diferentes tipos de grano de 15 razas de maiz del Noreste de Argentina, y detecto
que las poblaciones de maices harinosos presentaron menor nimero de knobs,
mientras que maices pisingallos y duros presentaron mayor niumero y frecuencia de

regiones knobs.

Los resultados de Realini (2017) corroboran los resultados del presente trabajo,
donde los maices harinosos presentaron menor numero de knobs que pisingallos.
Los maices dentados fueron los de mayor numero de knobs, este tipo de maices
tienen una importante presencia entre los agricultores de Uruguay y Brasil (Silva et

al., 2020).

Dentro de razas se encontr6 gran variacion en el numero de knobs. En la mayoria
de las razas de Uruguay predomina la clase de 5-8 knobs, pero la raza Blanco
dentado tiene predominancia de la clase de 9-12 knobs (Figura 4). En Brasil también
predomina la clase de 5-8 knobs pero con mayores proporciones de las demas
clases, respecto a Uruguay (Figura 5). En las raza Moroti predomina la clase de 9-
12 knobs, mientras que en las razas Dente Paraibano y Dente Riograndensse hay
una gran proporciéon de individuos con 13-16 knobs. Si bien se identifico variacion
entre las razas estudiadas para ambos paises, en nuestro andlisis las diferencias no

fueron significativas.
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Como se puede observar, por ejemplo, la raza Dente Paraibano de Brasil, present6
un rango amplio de numero de knobs (de 5 a 15), con variacion también en
porcentaje de heterocromatina, que fue de 1,88% a 17,03%. En Uruguay, Cateto
Sulino Grosso presentd un rango de 5 a 13 knobs, y un porcentaje de
heterocromatina de 2,60% a 17,05%. De acuerdo con Realini et al. (2015, 2018)
esta variacion entre individuos de una misma raza podria explicarse por la
heterocigosis en la presencia/ausencia observada en knobs (en el presente trabajo
no fue posible la identificacion correcta de cromosomas homologos, por lo tanto,

no es posible afirmar si habia pares de cromosomas en heterocigosis para los knobs).



Figura 4

Clases de numero de knobs de los individuos analizados para razas de Uruguay
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Figura 5

Clases de numero de knobs de los individuos analizados para razas de Brasil

B 13-16 W 912 1 58

8
7
S
= 6
2
=
= 4
[}
°
S
] 2
S
3
=
0
® @ &) o o
O . - e N 5> N
\&\o‘ & w\‘é\ ,§°® <§o<\ @& f d,}“’ @° ob S
R N I @ 2 o R &
=) QT o S aF K <
& © S ¥ 6\6 o@~ &
& & & & P S



42

4.2. PORCENTAJE DE HETEROCROMATINA ANALIZADO POR TIPO
DE GRANO

El tipo de grano contribuye a la caracterizacioén de razas, ademas de analisis por
pais y la variabilidad dentro de las propias razas (Silva et al., 2020). Los tipos de
grano y las razas estan asociados, pero se trabajara con tipo de grano porque estos

se separaron por numero de knobs.

Los maices dentados tuvieron un mayor rango (1,88 % a 17,34 %) y media (9,47%)
de porcentaje de heterocromatina mientras que los harinosos menor rango (4,23 %
a 12,35 %) y media (7,65). Los maices duros y pisingallos presentaron medias
similares (8, 87 y 8,53, respectivamente), pero con un minimo y maximo en cada
grupo diferente, encontrandose un mayor rango de porcentaje de heterocromatina
en maices de grano duro (2,60% a 17,05%) respecto a pisingallos (3,83% a 14,
70%).

Realini (2017) encontro6 que las poblaciones de maices harinosos presentaron menor
porcentaje de heterocromatina. En el presente trabajo, los maices harinosos
presentaron menor rango y media de porcentaje de heterocromatina, lo cual es
concordante con sus resultados. Ademads, segun esta autora, el tamafio de cada knob
se estima en relacion a la LCT: los knobs pequefios ocupan < 10%, los knobs
medianos entre 10% y 20% y los knobs grandes > 20%. Esta estimacion de los

tamafios también fue utilizada en el presente trabajo.

En el estudio de casos particulares, un individuo de la raza Complejo Cateto Sulino
(tipo de grano duro) que presentd 8 knobs mayormente de tamafio mediano y
pequefio presentd un porcentaje de heterocromatina de 14,36%, mientras que otro
individuo de la misma raza con el mismo nimero de knobs mayormente medianos

a grandes, present6 un porcentaje de heterocromatina de 21,31%.

De acuerdo a Realini et al. (2018) el tamafo de los knobs determina el porcentaje
de heterocromatina de los cariotipos y se espera una correlacion positiva entre
numero de knobs y porcentaje de heterocromatina. En nuestros resultados, el
porcentaje de heterocromatina y el nimero de knobs presentaron correlacion

positiva significativa de 0,72 (Tabla AS).
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Los rangos de porcentaje de heterocromatina de los tipos de grano estudiados
fueron variables (1,88% a 17,34%), sin embargo, y a pesar de la correlacion
significativa con el numero de knobs, no se detectaron diferencias significativas

entre porcentaje de heterocromatina por tipos de grano.

Como fue demostrado anteriormente, hay variaciones significativas entre el nimero
de knobs para tipo de grano, al ser los knobs bloques de heterocromatina y el
porcentaje de heterocromatina considerar el LKT, se esperaria encontrar que los
tipos de grano con mayor numero de knobs tengan mayor porcentaje de
heterocromatina. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre

porcentaje de heterocromatina asociado a tipo de grano.

Fourasti¢ et al. (2017) encontraron una correlacion positiva significativa entre el
contenido de ADN y el porcentaje de heterocromatina. Esto explica como el analisis
de la heterocromatina es un estudio mucho mas complejo que solo medir y trabajar
con tamano de los knobs basado en medidas de LKT respecto a LCT , ya que se

trata de contenido de ADN.

Ademas, otra posible explicacion para el resultado observado es que las metafases
presentaron distintos grados de condensacion de los cromosomas. Esto influy6 en
los resultados de porcentaje de heterocromatina diferentes, lo que pudo generar
algtn tipo de sesgo. Todo esto evidencia algunas de las limitaciones de la técnica

empleada.
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4.3. RAZAS DE MAICES DE URUGUAY Y BRASIL

Existe variabilidad citogenética entre accesiones de una misma raza. En la tabla 3,
se incluye una descripcion citogenética de las razas de Uruguay y Brasil. Entre las
21 razas estudiadas, no se encontraron diferencias significativas (0,05) para las
variables citogenéticas (nimero de knobs y porcentaje de heterocromatina) (Figura

6; Figura 7).

En un estudio sobre 7 razas de maiz del Noroeste de Argentina y 5 teosintes,
Gonzalez et al. (2013) encontraron variabilidad en cuanto a nimero y secuencias
de knobs dentro de una misma raza, sin embargo, el numero de knobs de individuos
(4 a 7 analizados) dentro de una misma accesion era el mismo. En los resultados
del presente trabajo, existe variabilidad en cuanto a nimero de knobs y porcentaje

de heterocromatina entre accesiones.

Segun Silva et al. (2020), la mayoria de la diversidad de maiz se puede observar
dentro de razas y no entre razas, y esto se debe a que una raza de maiz es un conjunto
de variedades criollas que poseen caracteristicas fenotipicas semejantes pero que
conservan y generan diversidad genética. Los estudios con marcadores fenotipicos
(en base a caracteristicas morfoldgicas) son clave para clasificar razas de maiz, sin
embargo, los marcadores genético-moleculares pueden informar sobre la diversidad
interna (informar sobre alelos favorables y haplotipos asociados a caracteres de
interés como por ejemplo: tolerancias y calidad nutricional) y la calidad de la
conservacion de dichas razas para permitir la seleccion y uso de estos materiales en

programas de mejoramiento genético.

Es por esto que en el presente trabajo, la mayoria de las razas tienen gran
variabilidad en el rango de porcentaje de heterocromatina y nimero de knobs, no

siendo estables estos valores dentro de una misma raza.

Asimismo, del total de razas estudiadas, 6 razas presentaron cromosomas B, 5 de

Uruguay y 1 de Brasil (Tabla 3).



Tabla 3

Descripcion citogenética de razas de Uruguay y Brasil

Rango de porcentaje

Rango de

Tamaiio

Pais Raza de maiz Tipo de grano de heterocromatina numero de knobs  predominante de Pr(eleze]r;scia
(%) X knobs
Uruguay Amarillo dentado Dentado 3,61-9,83 (3:;2) Medianos Si
Uruguay Blanco dentado Dentado 7,33-14,09 (g:;g) Grandes Si
Uruguay Complejo Cateto Sulino Duro 4,92-12,59 (263:;2) Medianos Si
Uruguay Cateto Sulino Grosso Duro 2,60-17,05 5(_91)3 Grandes Si
Uruguay Avati Moroti Harinoso 6,68-10,16 (77’ _795) Medianos No
Uruguay Caingang Harinoso 5,38-9,84 ( 66’ _677) Medianos No
Uruguay Complejo Avati Moroti Harinoso 4,59-7,81 ( 55’ },63) Mgiiigg: y Si
Uruguay Complejo Moroti Caingang Harinoso 4,23-10,33 ?;? Medianos No
Uruguay Pisingallo redondo Pisingallo 14,22 12 Grandes No
Brasil Dente Sul Matogrossense Dentado 7,51-10,28 é:é;) Medianos No
Brasil Dente Paraibano Dentado 1,88-17,03 ( 15 (;,1358) l\gz(cili:l:;;sy No
Brasil Dente Riograndense Dentado 8,063-14,93 (17 (;’1765 ) Grandes No
Brasil Oito Carreiras Dentado 12,50-17,34 (g:;;) Grandes No

1%



Rango de porcentaje Rango de Tamafio

Pais Raza de maiz n Tipo de grano de heterocromatina numero de knobs  predominante de Presencia
o de Bs
(%) X) knobs
Brasil Complexo Paraibano 2 Duro 9,35-14,37 (g_; (1)) Grandes No
Brasil Cateto 2 Duro 6,39-6,52 6 Grandes No
(5,50)
Brasil Exotica 1 Harinoso 7,05 5 Grandes No
Brasil Moroti 5 Harinoso 6,25-12,35 8(_91)0 Grandes Si
Brasil Pipoca redonda 3 Pisingallo 3,83-6,65 ( 66 _687) Medianos No
Brasil Pipoca redonda (Avati Pichinga Ihu) 2 Pisingallo 9,08-14,70 (;_;8) Grandes No
Brasil Alho 2 Pisingallo 5,57-8,59 7('91)1 Medianos No
Brasil Alho (Avati Pichingd) 2 Pisingallo 6,96-14,56 (g_; 8) Grandes No

1%
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Figura 6
Variabilidad en el numero de knobs (DAPI+) de 9 razas de maiz de Uruguay

Nota. Metafases mitoticas con bandeo fluorescente DAPI. a: raza Amarillo

dentado, accesiéon UYNN4B, 2n=20 (5 knobs). b: raza Blanco dentado, accesion
UYSBIA, 2n=21 (9 knobs). ¢: raza Complejo Cateto Sulino, accesion UYNN6B,
2n=21 (9 knobs). d: raza Cateto Sulino Grosso, accesion UYNB7A, 2n=21 (13
knobs). e: raza Caingang, accesion UYNN2A, 2n=20 (7 knobs). f: raza Avati
Moroti, accesion UYNBSA, 2n=20 (7 knobs). g: raza Complejo Moroti
Caingang, accesion UYNNI1A, 2n=20 (7 knobs). h: raza Complejo Avati Moroti,
accesion UYNB2A, 2n=20 (6 knobs). i: raza Pisingallo, accesion UYERS5B,
2n=20 (12 knobs). Ref. Barra: 10 um.
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Figura 7
Variabilidad en el numero de knobs (DAPI+) de 12 razas de maiz de Brasil

Nota. Metafases mitéticas con bandeo fluorescente DAPI. a: raza Alho, accesion
MGFIC (11 knobs). b: raza Alho (Avati Pichingd), accesion PBNSA (10 knobs).
¢: raza Dente Paraibano, accesion PBR5B (15 knobs). d: raza Complexo
Paraibano, accesion PBF2A (11 knobs). e: raza Exdtica, accesion PBN12A (5
knobs). f: raza Dente Riograndense, accesion RSG1A (16 knobs). g: raza Dente
Sul Matogrossense, accesion MSX2B (11 knobs). h: raza Cateto, accesion RSZ1A

(5 knobs). i: raza Moroti, accesion MSJ2B (9 knobs). j: raza Oito Carreiras,
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accesion RSF2H (11 knobs). k: raza Pipoca redonda (Avati Pichingd), accesion
RSI3C (10 knobs). I: raza Pipoca redonda, accesion RSX6A (6 knobs). (a-1)
2n=20. Ref. Barra: 10 pum.

4.4. FRECUENCIA DE CROMOSOMAS B EN URUGUAY Y BRASIL

Este trabajo es el primer registro de cromosomas B (Bs) para un conjunto de razas
de Brasil y Uruguay. La presencia y frecuencia de Bs ha sido ampliamente utilizada
para la caracterizacion de la diversidad de maiz (Gonzélez et al., 2013; Gonzélez &
Poggio, 2021; McClintock et al., 1981; Poggio et al., 1998; Rosado et al., 2009).
En este trabajo, se detectaron estos cromosomas en ambos paises, pero con

diferentes frecuencias.

Las razas de Uruguay que presentaron Bs fueron: Blanco Dentado, Amarillo
Dentado, Complejo Cateto Sulino, Cateto Sulino Grosso y Complejo Avati Moroti.
Para Brasil solamente la raza Moroti presentd B. Estas razas corresponden a los

siguientes tipos de grano: dentados, duros y harinosos, respectivamente.

Se encontraron Bs (1-3) en 8 individuos de Uruguay mientras que en Brasil se
encontrd solo un individuo con presencia de estos cromosomas. Dentro de una
misma accesion se encontraron individuos con presencia y otros con ausencia de
Bs, a excepcion de la accesion UYNNG6B de la raza Complejo Cateto Sulino, donde
los 3 individuos analizados presentaron 1 a 2 Bs. La frecuencia de razas de Uruguay
con Bs fue de 0,25 y de 0,025 para razas de Brasil. Las razas de Uruguay
presentaron mas presencia de Bs. (Figura 8 y Tabla A7).

McClintock et al. (1981) trabajaron con razas de toda América, en el estudio de 17
razas de Brasil y 1 de Uruguay (Cateto), no registraron Bs para estas regiones de
Sudamérica. Por otro lado, estos autores hallaron una alta frecuencia de Bs en la

region andina de Bolivia, Argentina, Chile y Ecuador.

En varios trabajos se ha constatado la presencia de Bs en altas frecuencias en
regiones andinas de Argentina con altitudes superiores a 1500 m. Rosato et al.
(1998) trabajaron con 13 razas de maiz cultivadas a diferentes altitudes del norte de
Argentina y encontraron que de 21 variedades criollas, 19 tenian presencia de Bs
(de 1 a 8 Bs). Poggio et al. (1998) trabajaron en el estudio del contenido de ADN,
relacionado a porcentaje de heterocromatina, nimero de knobs, Bs y altitud, con 21

variedades criollas de maiz de 5 provincias de Argentina. Estos autores encontraron
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que individuos con Bs presentaban menor nimero de knobs. En otro trabajo, Lia et
al. (2007) trabajaron con 6 razas cultivadas a diferentes altitudes (de 910 a 3000 m
sobre el nivel del mar) en base a métodos moleculares y estimacion de numero de
Bs. Todos los autores mencionados previamente encontraron una correlacion
positiva y significativa entre el nimero de Bs y la altitud del cultivo en razas de

maiz del Norte de Argentina.

Segun un estudio reciente, Gonzalez y Poggio (2021) encontraron evidencia de que
el tamano del genoma, el porcentaje de heterocromatina y la frecuencia de Bs esta
correlacionado con la altitud del cultivo de maiz, en base a analisis con razas de
maiz de Bolivia y datos de estudios previos de razas del Noroeste Argentino. En
sus resultados, encontraron una correlacion negativa entre la frecuencia de Bs, el
numero de knobs y porcentaje de heterocromatina; ante la ausencia de Bs, los knobs
fueron mas numerosos y de mayor tamafio y ante mayores frecuencias de Bs, el
porcentaje de heterocromatina baja. Ademas, la frecuencia de estos cromosomas
supernumerarios fue significativamente mas alta (81,8%) en condiciones de alturas
mayores a 3000 m. Esto no coincide con los resultados obtenidos en el presente
trabajo donde se encontraron Bs en accesiones con 6 a 13 knobs y porcentajes de
heterocromatina variables entre 5,12% y 17,05%. Ademas, en todos los individuos

analizados con Bs, los tamafios de los knobs fueron medianos a grandes.

Fourasti¢ et al. (2017), en su estudio de 4 razas del Noroeste de Argentina, revelaron
variacion en nimero (0-7) y medias de Bs con variaciones entre accesiones. Estos
autores reportaron que la frecuencia y dosis de Bs esta fuertemente influenciada por
la composicion genotipica de razas de maiz de Argentina. Ademas, encontraron una
correlacion negativa entre el porcentaje de heterocromatina de los cromosomas A

y la frecuencia de Bs.

La presencia de Bs en Uruguay, con una frecuencia de 25% es una excepcionalidad
en las tierras bajas de Sudamérica. Una de las posibles explicaciones para las
diferencias en frecuencias de Bs entre ambos paises encontradas en el presente
trabajo, puede deberse a rutas migratorias de ambas distribuciones, que
posiblemente hayan estado en contacto y trasladado variedades criollas para su

posterior conservacion y uso.
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En el caso de Brasil, el tinico individuo con presencia de B fue colectado en Mato
Grosso do Sul, estado de Brasil que hace frontera con Paraguay y Bolivia, lo cual,

podria indicar que hubo flujo génico.

Freitas y Bustamante (2013) analizaron 45 muestras de maiz de poblaciones
indigenas de Brasil y Paraguay, 7 muestras arqueoldgicas de maiz del estado de
Minas Gerais, Brasil y datos de bibliografia de muestras recogidas en Mesoamérica
y de la region andina. Mediante estudios moleculares en base a extracciones de
ADN, estos autores postularon que las regiones bajas y altas se encuentran
relativamente aisladas la una de la otra, con excepcion de algunas regiones en las
que pudo haber contacto entre ellas: desde el norte de Chile, Paraguay hasta el sur
de Brasil. Este trabajo, podria ayudar a entender la presencia de Bs en Uruguay y

Brasil.

En Uruguay y Brasil se accedi6 y trabajo con una proporcion baja de las variedades
de cada raza correspondientes a la coleccion nticleo del proyecto “Razas de maiz
de las tierras bajas de América del Sur de Brasil y Uruguay”. En Uruguay, se analiz6
un 33% de maices harinosos, 23% de dentados, 28% de duros y 33% de pisingallos.
Cuatro de ocho individuos de maices duros analizados presentaron Bs, tres de siete
individuos dentados presentaron Bs y uno de 16 harinosos con B; siendo duros y
dentados los que tienen mayor frecuencia de Bs. La ausencia de Bs en pisingallos
puede deberse a que se analiz6 solamente un individuo de una accesion y por lo
tanto, ampliar el nimero de individuos analizados probablemente podria llevar a

otro resultado.
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Figura 8

Cromosomas metafasicos con bandeo fluorescente DAPI con presencia de
cromosomas B de Uruguay y Brasil

Nota. a: raza Blanco dentado, accesion UYSB1A de Uruguay (2n=20 + 1B). b:
raza Complejo Cateto Sulino, accesion UYNN6B de Uruguay (2n=20 + 1B). ¢:
raza Complejo Avati Moroti, accesion UYNB2A de Uruguay (2n=20 + 3B). d:
raza Moroti, accesion MSJ2B de Brasil (2n=20 + 1B). Ref. Nimeros indican
solamente el conteo de cromosomas, con la presencia de cromosomas B como

esta indicado en la letra a. Barras: a-d: 10 pm.
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S. CONCLUSIONES

Las variedades criollas de maiz de Brasil y Uruguay se diferenciaron en el nimero
de knobs cuando se analizd por tipo de grano, siendo los maices dentados los que

presentaron mayor niimero de knobs respecto a los harinosos.

Las variedades criollas de ambos paises no mostraron diferencias significativas en
el porcentaje de heterocromatina, a pesar de presentar una correlacion positiva con
el namero de knobs. El porcentaje de heterocromatina no solo esta explicado por el
nimero, sino que también por el tamafo de knobs, registrandose en este trabajo

knobs mayormente medianos a grandes.

Hay gran diversidad en los parametros citogenéticos a nivel de pais por la presencia
de Bs, también en cuanto a tipos de grano e incluso dentro de accesiones de una
misma raza. Existe variabilidad intragendmica, también en cuanto a nimero de

knobs y porcentaje de heterocromatina entre accesiones de una misma raza.

Es la primera vez que se ha registrado la presencia de cromosomas B para Uruguay
y Brasil (paises que son clasificados como regiones bajas) y hay diferencias
significativas en las frecuencias entre ambos paises. Lo que permite inferir que estas
diferencias pueden estar asociadas con la ruta de dispersion de maiz hasta las tierras

bajas.

Este trabajo contribuye al conocimiento de la diversidad genética de las variedades
criollas y la importancia de mantenerlas y conservarlas. Como perspectivas para
futuros estudios, un analisis con mayor niimero de muestras y el uso de la técnica
de FISH podria permitir la deteccion mas precisa de los knobs pequetios, de
regiones centroméricas y cromosomas B. Todo esto podria contribuir para la

consecuente realizacion de cariotipos y asi ampliar la caracterizacion citogenética.
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7. ANEXOS

Tabla A1

Andlisis de comparacion de medias para porcentaje de heterocromatina para

Uruguay y Brasil
Pais N Medias D.E p
Uruguay 32 7,97 3,40 0,1391
Brasil 39 9,20 3,93

Nota. Hay diferencias significativas cuando p < 0,05.

Tabla A2

Analisis de comparacion de medias para porcentaje de heterocromatina

analizada por tipo de grano

Tipo de grano N Medias D.E p
Dentado 25 9,47 4,31 0,3779
Duro 12 8,87 4,12
Harinoso 22 7,65 2,49
Pisingallo 12 8,53 3,93

Nota. Hay diferencias significativas cuando p < 0,05.
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Tabla A3
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Andlisis de comparacion de medias para numero de knobs analizado por tipo de

grano
Tipo de grano N Medias D.E p
Dentado 25 9,76 3,11 0,025
Duro 12 8,08 2,43
Harinoso 22 7,23 1,48
Pisingallo 12 833 223

Nota. Hay diferencias significativas cuando p < 0,05.

Tabla A4

Analisis de comparacion de medias para numero de knobs para los 4 tipos de

grano
Tipo de grano Medias
Harinoso 723 B
Duro 8,08 AB
Pisingallo 833 AB
Dentado 9,76 A

Nota. Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla A5

Analisis descriptivo de N, medias, desvio estandar, minimo y maximo para

numero de knobs

Tipodegrano N Medias D.E  Min Max

Dentado 25 9,76 3,11 5 16
Duro 12 8,08 2,43 5 13
Harinoso 22 7,23 1,48 5 10
Pisingallo 12 8,33 2,23 5 12
Tabla A6

Analisis de comparacion de medias para numero de knobs para Uruguay y Brasil

Pais N Medias D.E p
Uruguay 32 7,78 2,09 0,068
Brasil 39 9,00 2,87

Nota. Hay diferencias significativas cuando p < 0,05.
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Tabla A7

Analisis de Chi cuadrado de Pearson para las variables: presencia de Bs por

Puais
Valor de Chi cuadrado de
p-valor
Pearson
7,99 0,0047

Nota. No hay independencia entre las variables si p < 0,05.

Tabla A8

Analisis de correlacion de Pearson para numero de knobs y porcentaje de

heterocromatina
Variable 1 Variable 2 N Pearson p-valor
Numero de knobs Porcentaje de 71 0,72 0,0001

heterocromatina




Figura Al

Idiogramas representativos de cromosomas metafasicos de razas de maiz de Uruguay de Figura 4
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Nota. a: raza Amarillo dentado, accesion UYNN4B. b: raza Blanco dentado, accesion UYSB1A. c¢: raza Complejo Cateto Sulino, accesion UYNNG6B. d: raza
Cateto Sulino Grosso, accesion UYNB7A. e: raza Caingang, accesion UYNN2A. f: raza Avati Moroti, accesion UYNBS5A. g: raza Complejo Moroti
Caingang, accesion UYNNIA. h: raza Complejo Avati Moroti, accesion UYNB2A. i: raza Pisingallo, accesion UYERSB. Ref. En rojo: knobs, en celeste:

constriccion secundaria del par cromosémico 6, cuando visible.
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Figura A2

Idiogramas representativos de cromosomas metafasicos de razas de maiz de Brasil de Figura 5
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Nota. a: raza Alho, accesion MGF1C. b: raza Alho (Avati Pichinga), accesion PBNSA. ¢: raza Dente Paraibano, accesion PBR5B. d: raza Complexo
Paraibano, accesion PBF2A. e: raza Exdtica, accesion PBN12A. f: raza Dente Riograndense, accesion RSG1A. g: raza Dente Sul Matogrossense, accesion

MSX2B. h: raza Cateto, accesion RSZ1A. i: raza Moroti, accesion MSJ2B. j: raza Oito Carreiras, accesion RSF2H. k: raza Pipoca redonda (Avati Pichingd),

accesion RSI3C. I: raza Pipoca redonda, accesion RSX6A. Ref. En rojo: knobs, en celeste: constriccion secundaria del par cromosoémico 6, cuando visible.
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