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CAMBIOS DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS EN UN
COMPUESTO DE MAIZ A TRAVES DE TRES CICLOS DE
SELECCION RECURRENTE
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INTRODUCCION

Sesamia nonagrioides Léfevbre es la principal plaga del maiz en el area
mediterranea (Cordero et al. 1998). De entre los materiales evaluados para resistencia a
dicha plaga destacaron diversas poblaciones provenientes del valle del Ebro y el
compuesto EPS7 (Malvar et al. 1993) que fue construido con cuatro poblaciones del
valle del Ebro y del este peninsular (Ordas et al. 1991). Este compuesto fue sometido a
tres ciclos de seleccion recurrente intrapoblacional para mejorar su rendimiento y el
compuesto mejorado fue denominado EPS12. Basandose en trabajos previos que
determinaron que la herencia de la resistencia a S. nonagrioides era basicamente aditiva
(Butron et al. 1999, Cartea et al. 1999), se disend un programa de mejora
intrapoblacional para aumentar la resistencia del compuesto EPS12. En dicho programa
también se tuvo en cuenta el rendimiento como caracter secundario de mejora porque,
cuando el caracter de seleccion es la resistencia a insectos, es comun que el progreso en
la seleccion se haga a expensas de otros caracteres agrondémicos como el rendimiento
(Klenke et al. 1988).

Se pueden seguir los cambios a nivel molecular asociados al proceso de seleccion
y determinar cudles de dichos cambios podrian ser producto de la seleccion direccional
encaminada a aumentar la frecuencia de los alelos favorables en loci involucrados en la
resistencia a S. nonagrioides. Dichos cambios direccionales que no puedan ser
explicados por fendmenos de deriva genética serian un indicativo de la posible
presencia, en las cercanias del marcador considerado, de QTLs (loci para caracteres
cuantitativos) involucrados en el cardcter o caracteres de seleccion. Los objetivos de
este trabajo fueron: identificar cambios en las frecuencias alélicas de ciertos
microsatélites asociados al proceso de seleccion e identificar regiones del genoma que
pudieran estar involucradas en la herencia de los caracteres de seleccion.

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se utilizé el compuesto EPS12 y dos ciclos de seleccion obtenidos a
partir de ¢l, EPS12(S)C2 y EPSI12(S)C3. EPSI12 sufrio tres ciclos de seleccion
recurrente por familias S; para resistencia a S. nonagrioides. En la recoleccion, se
escogieron las 10 familias, de las 100 evaluadas, que menor longitud de galerias
mostraron, siempre que superaran la media de rendimiento del conjunto de las familias.
Una vez que se obtuvieron cada uno de los tres ciclos de seleccion, y simultdneamente
al proceso de seleccion, se sometieron a una generacion de recombinacion.

Se extrajo ADN de aproximadamente 96 plantas de cada ciclo de seleccion [EPS12,
EPS12(S)C2, y EPS12(S)C3] de acuerdo con el procedimiento desarrollado por Liu y
Whittier (1994) con ciertas modificaciones. Las amplificaciones de los microsatélites se
llevaron a cabo tal y como describen Butron et al. (2003). Después de la amplificacion,
los fragmentos fueron separados mediante electroforesis usando 1x TBE en gel de
poliacrilamida no desnaturalizante (Shi et al. 2001). Se usaron 70 SSR loci poliméficos
distribuidos mas o menos homogéneamente a lo largo del genoma del maiz. Los
diferentes fragmentos para cada marcador fueron ordenados y numerados por tamatfio.
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El software GDA (http://lewis.eeb.uconn,edu/lewishome) fue usado para estimar
determinados estadisticos descriptores de la estructura genética de las poblaciones:
proporcion de loci polimorficos, nimero de alelos por locus, nimero de alelos por locus
polimérfico, heterozigosidad media esperada (Nei 1978), heterocigosis media observada
y el coeficiente de fijacion. También se determind con el mismo software qué
proporcion de loci estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Se construy6 un programa con el modulo IML de SAS (SAS 2000) para llevar a cabo el
test de Schaffer (Schaffer et al. 1977). Este test se basa en la idea de que si la seleccion
esta actuando de una manera direccional sobre un determinado locus, deberia observarse
una tendencia lineal en las frecuencias génicas que podria ser estimada y comprobarse si
dicha estima difiere significativamente de la esperada en un modelo en el que sdlo se
considere el efecto de la deriva genética.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como el muestreo de las poblaciones EPS12, EPS12(S)C2 y EPS12(S)C3 se hizo
tras dos generaciones de recombinacion en las que se supone que el apareamiento fue al
azar, las heterocigosis observada y esperada dentro de cada ciclo deberian ser similares
tal y como sucede en EPS12(S)C2 y EPSI12(S)C3 (Tabla 1). Sin embargo, en la
poblacion inicial, el indice de fijacion difirid significativamente de cero [0,0364, IC
=(0,0006 - 0,07089)], lo que quiere decir que el exceso de homocigotos con respecto a
la proporcién esperada bajo las condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg fue
significativo. Se observd que en la poblacion inicial habia mayor nimero de marcadores
(14 miscrosatélites), cuyas frecuencias genotipicas diferian significativamente de las
esperadas bajo condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg, que en EPS12(S)C2 (10
microsatélites) y EPS12(S)C3 (7 microsatélites). La seleccion natural y la ausencia de
apareamiento al azar parecen las causas mds probables del exceso de homocigotos
encontrado en EPS12. Un cierto nimero de cruzamientos entre plantas con ciclos de
floracion similares pudo ser la causa del desequilibrio en el apareamiento, coincidiendo
con los observaciones hechas por Labate et al. (2000). Pero, en general, las
recombinaciones llevadas a cabo en cada una de las tres poblaciones pueden
considerarse como un apareamiento al azar porque la mayoria de los marcadores
estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Como se puede observar en la tabla 1, el nimero de loci polimoérficos, de alelos
por locus, de alelos por locus polimoérficos y la heterocigosis esperada o diversidad
génica disminuyeron con el proceso de seleccion como era de esperar, ya que tanto la
deriva genética como la selecciéon pueden causar una disminucion de la variacion
genética. Si asumimos un tamafo efectivo de la poblacion igual al nimero de famlias S;
seleccionadas en cada ciclo (N. = 10), la pérdida de variacion fue consistente con la
expectacion teérica [H = Hegpsi2) (1- V2 Ne)', Hepsias)cs = 0,3977], en un modelo en el
que la deriva genética actua sobre alelos neutros, ya que la heterocigosis esperada en
EPS12(S)C3 fue 0.3846 + 0.2268. Sin embargo, el test de Schaffer detecté que los
cambios en algunas frecuencias alélicas eran significativamente mayores que los
esperados por el efecto de la deriva genética. La suma de cuadrados debida a la
desviacion del modelo en el que solo actiia la deriva genética fue subdividida en dos
componentes, uno de los cuales incluye todos los efectos debidos a cambios lineales en
las frecuencias alélicas. Por lo tanto, la significacion de este componente informa del
efecto direccional de la seleccion sobre las frecuencias del alelo considerado. La x* del
efecto direccional de la seleccion (y* lineal) fue significativa para determinados alelos
de dos marcadores situados en regiones distintas del brazo largo del cromosoma 4
(Tabla 2). Altas correlaciones entre las frecuencias alélicas de esos marcadores y el
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caracter resistencia a S. nonagrioides en las poblaciones EPS12, EPS12(S)C2 y
EPS12(S)C3, en las cuales las diferencias fenotipicas deberian haber sido maximizadas
mediante la seleccidon, permitirian la identificacion de marcadores que podrian ser
utilizados en un programa de seleccion asistida por marcadores. En estos momentos
carecemos de dichos datos fenotipicos. En cualquier caso, el efecto direccional de la
seleccion sobre algunos marcadores, sugiere la existencia de QTLs (loci para caracteres
cuantitativos) para el caracter de seleccion en las proximidades de dichos marcadores.
En un trabajo previo en el que se buscaban QTLs para resistencia a Ostrinia nubilalis
(Papst et al. 2001), que produce danos muy similares a los de S. nonagrioides, se
identifico un QTLs en el brazo largo del cromosoma 4, donde se han detectado cambios
direccionales de algunas frecuencias alélicas debidos a la seleccion por resistencia a S.
nonagrioides. La coincidencia de algunos QTL involucrados en la resistencia a Ostrinia
nubilalis con los implicados en la resistencia a S. nonagrioides seria esperable, ya que
se ha visto que la resistencia a ambas especies no era del todo independiente (Velasco et
al. 1999).

Tabla 1. Diversidad génica, heterocigosis esperada (H.) y observada (H,) e indice de fijacion (f)
del compuesto EPS12 y dos ciclos de seleccion.

Ciclos N° de loci N° de alelos N° de alelos

de seleccion polimorficos porlocus  por locus polimérfico  H,' H, f
EPS12 70 3,29 3,29 0,4639 10,4471 0,0364*
EPS12(S)C2 68 2,87 2,95 0,4078 0,3977 10,0248
EPS12(S)C3 64 2,53 2,76 0,3846 0,3832 0,0037

! Heterocigosis media esperada. Las desviaciones estandar para las heterocigosis medias
esperadas de EPS12, EPS12(S)C2 y EPS12(S)C3 fueron 0,2108, 0,2229 y 0,2268
respectivamente.

* Significativamente diferente de cero (P < 0,05).

Tabla 2. y* de la desviaciéon del modelo (3> Desviacion) que solo asume el efecto de la deriva
genética y x* del efecto lineal (3> Lineal) de la seleccion direccional que fueron significativas,
sefialando los alelos de los marcadores para los que fueron significativas y la localizacion de
dichos marcadores.

Localizacion SSR locus Alelo x* Desviacion' x* Lineal®
4.06 umc1329 1 9,380* 9,373*
4.06 umc1329 2 9,380%* 9,373%*
4.11 phi076 1 9,780%* 6.760*
4.11 phi076 3 9,780* 6,760*
6.03 umc1887 1 9,380%* 4,758

* Significativa al 0,01.
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