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ANÁLISIS MOLECULAR DE 79 ACCESIONES DE MAÍZ (Zea mays L.) 

RECOLECTADAS EN LA PROVINCIA DE EL ORO 

Rodas Solano, César Nicolay 

Quevedo Guerrero, José 

RESUMEN 

El maíz (Zea mays L.), es uno de los cultivos que debido a su gran diversidad genética, es 

aprovechado para programas de mejoramiento vegetal, producción de alimentos y conservación 

de identidad. El objetivo principal de este trabajo es la determinación genotípica entre 79 

accesiones de maíz, mediante la utilización de marcadores moleculares ISSR. El presente proyecto 

fue realizado en la provincia de El Oro, principalmente en el cantón de Machala, las accesiones a 

utilizarse fueron obtenidas del banco de germoplasma del Semillero de Investigación en Recursos 

Fitogenéticos (SIRF), para el muestreo de hojas se seleccionaron las primeras hojas desarrolladas 

desde la parte superior de la planta y que estén completamente sanas, posteriormente fueron 

enviadas al laboratorio de identificación molecular (IDgen), la metodología empleada fue la de 

extracción de ADN y amplificación por PCR convencional. Los patrones de bandas obtenidos 

mediante los cebadores ISSR, analizaron las relaciones existentes entre las 79 accesiones, y el 

tamaño de los fragmentos oscilaban entre 100 a 10 000 bp. Sin embargo, tres de los cebadores no 

mostraron información sobre polimorfismo, de modo que los restantes visualizaron la presencia 

de siete genotipos de maíz, de este modo se calculó una matriz de similitud por pares, mediante la 

utilización del coeficiente de Dice, el mismo que fue empleado para la realización de un análisis 

de conglomerados, por el método de grupos de pares no ponderados con promedios aritméticos, 

mostrando una alta diferencia entre las accesiones debido a la baja correlación cofenética  (r = 0.3). 

Se observa que con un coeficiente de correlación cofenética de 0.32, las accesiones evaluadas 



forman seis grupos principales. El primer grupo lo integraron las que mostraron alta divergencia, 

entre ellas SIRF 62, SIRF 52 y SIRF 37. Sin embargo, el segundo grupo fue el que presentó la 

accesión más divergente entre todas, integrada únicamente por SIRF 20. El tercer grupo está 

formado por dos subgrupos, el primero lo compone SIRF 22, SIRF 23 y SIRF 21, el segundo 

subgrupo está establecido por dos únicas accesiones SIRF 38 y SIRF 07. El cuarto grupo lo 

constituyen dos subgrupos, en el primero se ubica desde SIRF 66 hasta SIRF 64, el segundo 

subgrupo lo conforman varias asociaciones y está compuesto desde SIRF 79 hasta SIRF 17. El 

quinto grupo se estableció desde la accesión SIRF 60 hasta SIRF 53. El sexto y último grupo está 

conformado por la mayoría de las accesiones, formando dos grandes subgrupos, el primero lo 

integran varias asociaciones y está establecido desde SIRF 46 hasta SIRF 16, el segundo gran 

subgrupo está constituido desde SIRF 30 hasta SIRF 01. Las accesiones que mostraron una mayor 

similitud fueron SIRF 18 y SIRF 19 con un coeficiente de correlación de 0.85, SIRF 48 y SIRF 50 

presentaron un coeficiente de 0.83. No obstante, las más interesantes para aprovechar en un 

programa de conservación y mejoramiento vegetal, son las que presentaron mayor divergencia en 

relación a las demás, como fue en el caso de SIRF 20 con un coeficiente de correlación de 0.34, y 

SIRF 37 con un coeficiente de 0.36 asociándose con SIRF 52 y SIRF 62. Así mismo se realizó un 

Análisis de coordenadas principales en el plano de dos dimensiones, con la finalidad de corroborar 

los resultados obtenidos en el dendrograma, visualizándose una separación en todas las accesiones, 

siendo el cuadrante positivo de la coordenada 1 y negativo de la coordenada 2, donde se ubicó la 

mayor parte de ellas, seguido del cuadrante negativo de la coordenada 1 y negativo de la 

coordenada 2. Es preciso destacar que las accesiones que presentaron mayor divergencia en el 

dendrograma SIRF 37, SIRF 52, SIRF 62 y SIRF 20, en cuanto al análisis de coordenadas 

principales se observaron distantes entre sí, a excepción de SIRF 37 y 62 que se ubicaron en el 



cuadrante positivo de la coordenada 1 y negativo de la coordenada 2, SIRF 20 se ubicó cerca. Sin 

embargo, SIRF 52 fue la que más disimilitud presentó con relación a las demás, al igual que SIRF 

68, SIRF 55 y SIRF 28, todas en cuadrantes diferentes. No obstante, SIRF 17, SIRF 25, SIRF 30, 

SIRF 07 y SIRF 26 fueron las que tuvieron un mayor grado de similitud a excepción de las otras. 

SIRF 18 y SIRF 19 que mostraron más similitud en el dendrograma se ubicaron en el mismo 

cuadrante, cerca de la coordenada 1 y negativo de la coordenada 2. El plano 3D (Figura 7), nos 

permite visualizar de mejor forma la variabilidad genética que existe entre las accesiones de 

estudio, del mismo modo se ratifica el plano bidimensional con respecto a SIRF 52, SIRF 55, SIRF 

68 y SIRF 28 que se mantenían distantes en sus cuadrantes, de igual modo se comprueba que SIRF 

17, SIRF 25, SIRF 30, SIRF 07 y SIRF 26 se encuentran con un mayor mejoramiento con respecto 

a las demás. Se concluye que los resultados de variabilidad que existen dentro del banco de 

germoplasma del SIRF, sugieren la conservación de aquellas accesiones, sobre todo las que 

presentaron mayor disimilitud,  a fin de realizar programas de mejoramiento genético en el cultivo 

de maíz. 

Palabras claves: Diversidad genética, accesión, maíz, fitomejoramiento, inter-microsatélites, 

polimorfismo, agrupamiento. 

 

 

 

 

 

 

 



MOLECULAR ANALYSIS OF 79 CORN ACCESSIONS (Zea mays L.) COLLECTED IN 

THE PROVINCE OF EL ORO 

Rodas Solano, César Nicolay 

Quevedo Guerrero, José 

ABSTRACT 

Maize (Zea mays L.) is one of the crops that, due to its great genetic diversity, is used for plant 

breeding programs, food production and identity conservation. The main objective of this work is 

the genotyping of 79 maize accessions using ISSR molecular markers. The present project was 

carried out in the province of El Oro, mainly in the canton of Machala, the accessions to be used 

were obtained from the germplasm bank of the Semillero de Investigación en Recursos 

Fitogenéticos (SIRF), for leaf sampling the first leaves developed from the top of the plant and 

that are completely healthy were selected, then they were sent to the molecular identification 

laboratory (IDgen), the methodology used was DNA extraction and amplification by conventional 

PCR. The banding patterns obtained with the ISSR primers analyzed the relationships between the 

79 accessions, and the fragment sizes ranged from 100 to 10 000 bp. However, three of the primers 

did not show information on polymorphism, so the remaining ones visualized the presence of seven 

maize genotypes, thus a pairwise similarity matrix was calculated, using the Dice coefficient, 

which was used to perform a cluster analysis, by the method of groups of unweighted pairs with 

arithmetic averages, showing a high difference between the accessions due to the low cophenetic 

correlation (r = 0.3). It is observed that with a coefficient of cophenetic correlation of 0.32, the 

evaluated accessions form six main groups. The first group was composed of those that showed 

high divergence, among them SIRF 62, SIRF 52 and SIRF 37. However, the second group was the 

one that presented the most divergent accession among all, composed only by SIRF 20. The third 



group is formed by two subgroups, the first one is composed by SIRF 22, SIRF 23 and SIRF 21, 

the second subgroup is established by only two accessions SIRF 38 and SIRF 07. The fourth group 

is formed by two subgroups, the first one is located from SIRF 66 to SIRF 64, the second subgroup 

is formed by several associations and is composed from SIRF 79 to SIRF 17. The fifth group was 

established from accession SIRF 60 to SIRF 53. The sixth and last group is made up of the majority 

of the accessions, forming two large subgroups, the first is made up of several associations and is 

established from SIRF 46 to SIRF 16, the second large subgroup is constituted from SIRF 30 to 

SIRF 01. The accessions that showed the greatest similarity were SIRF 18 and SIRF 19 with a 

correlation coefficient of 0.85, SIRF 48 and SIRF 50 presented a coefficient of 0.83. However, the 

most interesting ones to take advantage of in a conservation and plant improvement program are 

those that presented greater divergence in relation to the others, as was the case of SIRF 20 with a 

correlation coefficient of 0.34, and SIRF 37 with a coefficient of 0.36 associated with SIRF 52 and 

SIRF 62. Likewise, an analysis of principal coordinates in the plane of two dimensions was carried 

out, with the purpose of corroborating the results obtained in the dendrogram, visualizing a 

separation in all the accessions, being the positive quadrant of coordinate 1 and negative of 

coordinate 2, where most of them were located, followed by the negative quadrant of coordinate 1 

and negative of coordinate 2. It should be noted that the accessions that presented greater 

divergence in the dendrogram SIRF 37, SIRF 52, SIRF 62 and SIRF 20, in terms of the analysis 

of principal coordinates were observed distant from each other, with the exception of SIRF 37 and 

62 that were located in the positive quadrant of coordinate 1 and negative of coordinate 2, SIRF 

20 was located nearby. However, SIRF 52 was the most dissimilar to the others, as were SIRF 68, 

SIRF 55 and SIRF 28, all in different quadrants. However, SIRF 17, SIRF 25, SIRF 30, SIRF 07 

and SIRF 26 had the highest degree of similarity with the exception of the others. SIRF 18 and 



SIRF 19 that showed more similarity in the dendrogram were located in the same quadrant, close 

to coordinate 1 and negative to coordinate 2. The 3D plane (Figure 7), allows us to visualize in a 

better way the genetic variability that exists between the accessions of study, in the same way the 

two-dimensional plane is ratified with respect to SIRF 52, SIRF 55, SIRF 68 and SIRF 28 that 

were distant in their quadrants, in the same way it is verified that SIRF 17, SIRF 25, SIRF 30, 

SIRF 07 and SIRF 26 are with a greater improvement with respect to the others. It is concluded 

that the results of variability that exist within the germplasm bank of SIRF suggest the conservation 

of those accessions, especially those that presented greater dissimilarity, in order to carry out 

genetic improvement programs in the maize crop. 

Key words: genetic diversity, accession, maize, plant breeding, inter-microsatellite, 

polymorphism, clustering. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El maíz es uno de los cereales de mayor importancia a nivel mundial (Yang et al., 2017), 

perteneciente a la familia de las gramíneas (Deza & Delgado de la flor, 2018), es cultivado en más 

de 70 países (Pérez et al., 2019), donde alberga una exuberante diversidad genética (Vega et al., 

2017), que hace referencia a las variaciones heredables que sucede en cada espécimen, entre 

individuos de una población y entre las poblaciones dentro de una especie (López et al., 2018).  

Este estudio permite la identificación de alelos favorables que propicien el mejoramiento genético 

de las plantas (Barrera et al., 2020), producción de alimentos, conservación de la identidad, 

evolución del conocimiento local y el mantenimiento de las fuentes de trabajo (Castillo, 2016). La 

conservación de especie es uno de los métodos que más destaca debido a la condición alógama 

que presenta el maíz (Delgado, 2018), pues permite la continuidad en procesos de aclimatación 

genética en poblaciones locales (Dzib Aguilar et al., 2016), la misma que estará en dependencia 

de las condiciones ecológicas, propiedades fisicoquímicas y la biología de la semilla (Valdes et 

al., 2016).   

Los marcadores moleculares son herramientas que nos permiten realizar caracterizaciones de la 

variabilidad y la estructura genética de las poblaciones (Ramalho et al., 2016), así como el vínculo 

y asociación genética que existe dentro del germoplasma del cultivo (Cervantes et al., 2016), por 

lo que son de gran utilidad para la conservación del maíz, en donde va a existir una amplia 

disposición de diversidad genotípica de las acciones (Merchán et al., 2017), que permitan obtener 

ejemplares que presenten una buena respuesta, adaptación y resistencia a los cambios extremos en 

el entorno donde se encuentren (Arias et al., 2018). 

Los microsatélites del tipo Inter secuencias simples repetidas (ISSR), es una de las técnicas más 

infalibles para la caracterización de diversidades genéticas (Zhang et al., 2019), puede diferenciar 



rápidamente individuos relacionados estrechamente (Reyes, 2016), principalmente infieren en las 

relaciones genéticas vinculadas a su origen (Ruiz et al., 2018), morfología (Giustina et al., 2017), 

aspectos ecogeográficos (Morales, 2017), distribución y usos (Morales, 2016).  

1.1. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la diversidad genotípica entre las 79 accesiones de maíz, mediante la utilización de 

marcadores moleculares ISSR, que permita la conservación de la diversidad.  

1.2. Objetivos específicos 

 Determinar las accesiones que presenten similitud y disimilitud. 

 Corroborar las accesiones que presentaron mayor relación. 

 Seleccionar las mejores accesiones para futuros programas de conservación y 

mejoramiento vegetal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. ORIGEN Y DOMESTICACIÓN DEL MAÍZ 

El maíz (Zea mays L.) tiene una gran incertidumbre con respecto al lugar donde proviene, 

comúnmente se cree que es originario del territorio mexicano, por las múltiples pruebas ancestrales 

de hace 9 000 años que se han descubierto con el pasar del tiempo, su origen se encuentra en el 

Valle Central del río Balsas en el sur de México, debido a la alta relación génica que posee con 

una hierba llamada teosinte del género Zea (Figura 1.) y otros géneros como el Tripsacum y 

Euchlaena (Deras, 2020; Villanueva & Quero, 2015). No obstante, su domesticación llevó un largo 

tiempo, debido a la dura cubierta de aquel ancestro, la cual hacía imposible el desgrane del mismo. 

Sin embargo, con el pasar del tiempo y la selección minuciosa de ciertas plantas que no 

presentaban dificultad para su cosecha, fueron dando paso a las variedades mejoradas que se 

conoce hoy en día (Herrera et al., 2020; Simón & Golik, 2018). 

 

Figura 1. Morfología del teosinte y del maíz 

Fuente. Herrera et al. (2020). 



2.2. Importancia del maíz en el mundo y en el ecuador 

El maíz forma parte de los 3 cereales más importantes a nivel mundial junto al trigo y el arroz, su 

cultivo es de suma importancia económica debido a los multipropósitos que posee, ya sea como 

alimento humano, animal o fuente de productos industriales (Hryczyñski et al., 2020; Santana et 

al., 2018). En el Ecuador el maíz es uno de los granos de mayor importancia para los pueblos 

indígenas, ya que compone la base de una de las principales cadenas de producción, principalmente 

como componente de los alimentos balanceados para aves, ganado, camarón y porcinos (Baca, 

2016), seguido por su gran adaptabilidad en sus variedades a las diferentes condiciones 

ambientales, pues son cultivadas en la región costa, sierra y oriente (Alemán et al., 2020). En el 

año 2019 el cultivo de maíz, principalmente el duro presentó un crecimiento notable de producción 

de un 11.6% en comparación a años anteriores (Márquez, 2020). 

2.3. Diversidad genética 

La diversidad genética es uno de los componentes fundamentales de la biodiversidad, y es 

relacionada a la variabilidad heredable que sucede en cada organismo, entre los individuos de una 

población y entre las poblaciones dentro de una especie (Rimieri, 2017). En plantas hay una alta 

asociación entre la diversidad genética y su distribución geográfica, ya que mientras una especie 

sea de gran distribución se mantendrán los niveles de variabilidad a excepción de una especie 

endémica (Pingarroni et al., 2020). 

El Ecuador es un país que mantiene una alta diversidad genética en lo que refiere al cultivo de 

maíz, la conservación de este cereal representará a futuro uno de los recursos naturales más 

importantes para la supervivencia, sostenibilidad rural y principalmente la seguridad alimentaria 

para las futuras generaciones (Coral, 2017). 



2.4. Razas de maíz en el ecuador 

Según Anderson & Cutler (1942), la palabra raza hace referencia a un grupo de individuos 

emparentados, los cuales mantienen suficientes características en común para su posible 

identificación. En el Ecuador existe un gran número de razas de maíz llegando a formar 29, de las 

cuales 17 son de la sierra ecuatoriana (Figura 2.), principalmente las razas Cuzco, guagal, mishca, 

entre otros (Farinango, 2015). La provincia de Imbabura el espacio donde se cultivan variedades 

locales con distintas propiedades agronómicas y culinarias (Morales, 2016; Valverde, 2015). 

 

Figura 2. Distribución de las principales razas de maíz generadas por el INIAP-EESC 

Fuente. Yánez et al. (2013). 



2.5. Conservación de maíz 

Existen dos métodos de conservación de diversidad genética, como in situ que trata sobre la 

conservación de poblaciones y ecosistemas en sus hábitats de origen y la ex situ que se centra en 

la utilización de bancos de germoplasma cuya función principal es la de conservar especies que se 

encuentren en peligro de extinción por algún factor adverso, o simplemente por cuidar aquellas 

características deseables que presente aquella accesión o raza de un cultivo, y que este recurso 

persista para la utilización de las actuales o futuras generaciones para un futuro programa de 

mejoramiento vegetal (Costich & Zavala, 2017; Uribe, 2015). 

 

Figura 3. Muestras de maíz en el banco de germoplasma del CIMMYT 

Fuente. CIMMYT (2017) 

2.6. fitomejoramiento en maíz 

Actualmente existe un gran apoyo al fitomejoramiento en el cultivo de maíz, muchos centros de 

investigación como el Centro Nacional de Tecnología Agropecuaria y Forestal, mejor conocido 

como CENTA, invierten sus recursos principalmente para la obtención de variedades mejoradas, 

principalmente en la producción de semilla certificada con un mayor rendimiento, alto valor 

nutricional, buena capacidad de adaptación a condiciones adversas del clima, además de facilitar 

a los agricultores la manipulación de las plantas a la hora de un correcto manejo agronómico, 



principalmente a la cosecha (Ayala, 2019). Así mismo el Centro Internacional para el 

Mejoramiento del Maíz y el Trigo, mejor conocido por sus siglas como CIMMYT, es conocido 

por poseer una de las más grandes colecciones de maíz en su banco de germoplasma, tales como 

líneas endocriadas, híbridos, cultivares sintéticos, variedades de libre polinización y razas 

mejoradas (Pérez & García, 2020).  

 

Figura 4. Variedades criollas de maíz mexicano del banco de germoplasma del CIMMYT 

Fuente. O’Leary (2016). 

Los agricultores por su parte, mediante sus experiencias y capacitaciones brindadas por entes 

públicos, dominan en cierta parte el procedimiento de mejoramiento vegetal en el cultivo de maíz, 

principalmente se tiene en cuenta que la polinización cruzada de diversas variedades van a afectar 

una posterior siembra de aquellas semillas, se realiza selección minuciosa de la semilla de los 

elotes, priorizando las que se ubican en el medio de estas, descartando las que se encuentran en las 

puntas y la base de la misma (Gómez, 2019).  



2.7. Diversidad en maíz a través de marcadores moleculares 

La diversidad genética en maíz se puede estudiar a nivel morfológico, bioquímico y molecular. No 

obstante, a nivel molecular por medio de marcadores, hay ciertas ventajas en lo particular sobre 

los demás estudios, por motivos de que muestran en detalle las diferencias genéticas de forma más 

rápida y sin ninguna influencia ambiental (De Souza et al., 2008; Saker et al., 2005). Los 

marcadores moleculares son herramientas biotecnológicas, permiten hacer comparaciones 

directamente con la similitud de genotipos y características de sus poblaciones a nivel de ADN, 

empleando un gran número de loci polimórficos, en un conjunto de genotipos se puede revelar 

grupos heteróticos o divergentes, de esta forma se evita una creciente uniformidad en el 

germoplasma de élite, con el fin de asegurar ganancias de selección a largo plazo (Catalán et al., 

2019; Prasanna & Hoisington, 2003). 

Según Eguiarte et al. (2013) y Azofeifa (2006), los marcadores a nivel molecular emplean diversas 

técnicas y algunos ejemplos son los siguientes: 

 Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) 

 Amplificación aleatoria del ADN polimórfico (RAPD) 

 Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) 

 Microsatélites o Secuencias simples repetidas (SSR) 

 Amplificación aleatoria del polimorfismo de microsatélites (RAMPO) 

 Inter-Secuencias simples repetidas (ISSR) 

2.7.1. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) 

Esta técnica a nivel molecular se caracteriza por la producción de fragmentos de ADN por medio 

del uso de enzimas de restricción, a fin de detectar polimorfismos en los sitios de corte, lo cual se 

reflejan como una variación en la longitud de los fragmentos que se generaron. Otra de sus grandes 



características es que son codominantes, por ende logran la detección tanto de individuos 

homocigotos como heterocigotos (Rocha, 2003). 

2.7.2. Amplificación aleatoria del ADN polimórfico (RAPD) 

La utilización de marcadores moleculares de tipo RAPD, amplifica aleatoriamente segmentos de 

ADN en una gran variedad de especies, y se basan principalmente en la posible estadística de que 

se presenten sitios adicionales al oligonucleótido de 10 pares de bases a lo largo del genoma 

(Alcántara, 2007). Esta técnica es muy utilizada como marcadores heredables, debido a la 

estimación de la estructura y diversidad genética, sobre todo en la diferenciación de especies 

sumamente similares y para inferir filogenias (Ríos et al., 2009). 

2.7.3. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) 

La técnica molecular AFLP consiste en la digestión íntegra del ADN genómico total con enzimas 

de restricción, seguido de la amplificación selectiva de las fracciones obtenidas para la detección 

de polimorfismos debido a alguna mutación en la secuencia de ADN o cerca de los sitios de 

restricción y finalmente en el análisis por electroforesis en gel de poliacrilamida de los fragmentos 

que fueron amplificados (Sansores, 2012). 

2.7.4. Microsatélites o Secuencias simples repetidas (SSR) 

Los microsatélites o secuencias simples repetidas, conocido comúnmente por sus siglas SSR, son 

estructuras habituales dentro del genoma y se distribuyen de forma aleatoria, están compuestas por 

repeticiones de grupos de uno a cuatro nucleótidos y contienen un alto polimorfismo por locus, lo 

que lo hace ser codominante, numeroso y de alta reproducibilidad, de modo que muestran un alto 

grado de variabilidad, esto lo convierte en un marcador idóneo para los mapeos genéticos y físico 

de genomas, ya que distinguen y discriminan genotipos para estudios de genética (Pérez Almeida 

et al., 2011; Povh et al., 2008). 



2.7.5. Inter-Secuencias simples repetidas (ISSR) 

Los Inter-Secuencias simples repetidas, conocidos por sus siglas como ISSR, son la unión de los 

marcadores SSR y AFLP, debido a que integra sus ventajas y enlaza la universalidad de los RAPD, 

por lo que no es necesario conocer de manera previa la secuencia del genoma en estudio (Vargas, 

2011), y orienta a patrones multiloci altamente polimórficos (Zamani et al., 2015). Este tipo de 

marcador molecular es sermiarbitrario, lo que significa que se amplifica por medio de un iniciador 

complementario y permite la obtención de los niveles de variación en las regiones microsatélite 

que se localizan dispersas en varios genomas, especialmente el nuclear (Medrano et al., 2017; 

Vásquez & Serrano, 2020). Tiene una amplia utilidad en estudios de diversidad genética, filogenia, 

identificación de genes, mapeo genético, introgresión e hibridación y distinción de individuos con 

origen clonal y sexual (González & Aguirre, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Ubicación o localización del trabajo 

El trabajo de investigación fue realizado en la provincia de El Oro, con una división política de 14 

cantones ubicada al sur de la costa ecuatoriana, con una superficie de 6188 km2 y altitud de 100-

1000 msnm, perteneciente a la zona del Ecuador (Matute et al., 2017).  

 

Figura 5. Mapa político de El Oro 

Fuente. Dirección de Planificación -  GPP (2007) 

3.2. Materiales 

3.2.1. Material de campo 

Se utilizaron 79 accesiones de maíz recolectadas en la provincia de El Oro, las cuales fueron 

obtenidas del banco de germoplasma del Semillero de Investigación en Recursos Fitogenéticos 

(SIRF), perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de 

Machala: SIRF_01, SIRF_02, SIRF_03, SIRF_04, SIRF_05, SIRF_06, SIRF_07, SIRF_08, 

SIRF_09, SIRF_10, SIRF_11, SIRF_12, SIRF_13, SIRF_14, SIRF_15, SIRF_16, SIRF_17, 

SIRF_18, SIRF_19, SIRF_20, SIRF_21, SIRF_22, SIRF_23, SIRF_24, SIRF_25, SIRF_26, 



SIRF_27, SIRF_28, SIRF_29, SIRF_30, SIRF_31, SIRF_32, SIRF_33, SIRF_34, SIRF_35, 

SIRF_36, SIRF_37, SIRF_38, SIRF_39, SIRF_40, SIRF_41, SIRF_42, SIRF_43, SIRF_44, 

SIRF_45, SIRF_46, SIRF_47, SIRF_48, SIRF_49, SIRF_50, SIRF_52, SIRF_53, SIRF_54, 

SIRF_55, SIRF_57, SIRF_58, SIRF_59, SIRF_60, SIRF_62, SIRF_63, SIRF_64, SIRF_65, 

SIRF_66, SIRF_67, SIRF_68, SIRF_69, SIRF_70, SIRF_71, SIRF_72, SIRF_73, SIRF_74, 

SIRF_75, SIRF_76, SIRF_77, SIRF_78 y SIRF_79. 

 

Figura 6. Accesiones de maíz del banco de germoplasma del SIRF. 

Fuente. El autor. 

3.3. Método de evaluación 

3.3.1. Evaluación en campo 

La siembra del material vegetal se realizó en el último trimestre del año 2020, para el cual se 

elaboró un diseño de campo para la realización de la siembra, de modo que se aproveche el espacio 

de las plantas para evitar un posible estrés o ataque por alguna plaga. Cada accesión fue sembrada 

por fila, con el fin de evitar inconvenientes con las características de otras accesiones, pudiendo 

mermar el desarrollo de la misma. 



3.3.1.1. Toma de muestras 

Una vez que las plantas alcanzaron el desarrollo adecuado, en la etapa de crecimiento vegetativo, 

se tomaron las muestras de hojas frescas de las diversas accesiones, las cuales fueron tomadas de 

forma aleatoria, mediante un esquema de toma de muestras en diagonal. Para el muestreo del 

material vegetal, se seleccionaron hojas sanas, libres de daño por insectos o agentes mecánicos, y 

estrés climático. Posteriormente las muestras de hojas fueron ubicadas en bolsas de plástico ziploc, 

de modo que evite su transpiración, luego se etiquetaron y adicionalmente se le añadió gel de sílice, 

con el fin de preservar y proteger los ejemplares de la humedad u otro factor que afecte su 

representatividad (Gonzalez & Arenas, 2017).  

3.4. Análisis en laboratorio 

Las muestras fueron enviadas al laboratorio de identificación molecular (IDgen), precautelando la 

seguridad de las muestras, sobre todo en su transporte, por lo que se debe tener en cuenta que la 

temperatura no supere los 4-6 °C dentro de las 24 horas subsiguientes y no exponerlas a altas 

temperaturas ya que los resultados de los análisis se verían afectados. 

3.4.1. Extracción de ADN 

La metodología utilizada fue la de extracción de ADN de acuerdo al protocolo propuesto por Doyle 

& Doyle (1990), esta extracción consistió en el aislamiento y purificación de moléculas de ADN 

y se basa en las características fisicoquímicas de la molécula (Alejos et al., 2014). 

3.4.2. Cebadores ISSR 

Se utilizaron 10 cebadores ISSR (Cuadro 1) para la amplificación del ADN, mediante el proceso 

de la técnica de PCR con un volumen de reacción de 40 ng/ul de solución para cada muestra. 

Tabla 1. Cebadores ISSR, secuencia genética y temperatura empleada en la caracterización 

molecular. G: guanina; A: adenina; C: citosina; Y: citosina o timina.  



Cebador Secuencia Temperatura (°C) 

UBC811 5´ GAGAGAGAGAGAGAGAC 3´ 43.3 

UBC827 5´ ACACACACACACACACG 3´ 54.9 

UBC834 5´ AGAGAGAGAGAGAGAGYT 3´ 56.5 

UBC835 5´ AGAGAGAGAGAGAGAGYC 3´ 45.6 

UBC841 5´ GAGAGAGAGAGAGAGAYC 3´ 46 

UBC857 5´ ACACACACACACACACYG 3´ 53.7 

UBC868 5´ GAAGAAGAAGAAGAAGAA 3´ 47.8 

UBC873 5´ GACAGACAGACAGACA 3´ 45 

14 5´ AGAGAGAGAGAGAGAGC 3´ 63.5 

19 5´ ACACACACACACACAC 3´ 63.5 

 

3.4.3. Amplificación del ADN y electroforesis 

El procedimiento de amplificación fue mediante PCR y consistió en la aplicación de métodos 

convencionales con buffer extracción a base de fenol-cloroformo, utilizando 200 mg de muestras 

de hoja macerada mecánicamente. Las 79 muestras de ADN se diluyeron hasta una concentración 

de 40ng/ul y la amplificación se realizó mediante PCR convencional utilizando diez primers ISSR 

para análisis de polimorfismos. Los amplicones se separaron mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 2 % por un período de 2 horas a voltaje de 120 V. 

3.5. Análisis de datos 

Se calculó una matriz de similitud por pares utilizando el coeficiente de Dice (1945). Esta matriz 

de similitud se empleó para construir un dendrograma por el método de grupos de pares no 

ponderados con promedios aritméticos (UPGMA) (Figura 3), utilizando los programas SAHN-



clustering y TREE-plot del software NTSYS-pc versión 2.2 (Rohlf, 2009). A partir de la matriz de 

similitud se derivó una matriz cofenética para comprobar la bondad del ajuste de los clúster, 

comparando las dos matrices mediante la prueba de correspondencia matricial de Mantel (1967) 

en el programa MXCOMP del paquete NTSYS-pc, utilizando 10.000mi  permutaciones aleatorias. 

Por otra parte, se realizó un análisis de coordenadas principales (PCoA), el cual una técnica de 

análisis multivariante que permite ordenar las accesiones en un espacio de dos o tres dimensiones 

en función de las distancias genéticas entre ellas (Gotelli & Ellison, 2004), además de visualizar 

de mejor forma los resultados obtenidos en el análisis de agrupamiento. Así, la matriz de similitud 

de Dice se transformó en una matriz de distancias (D = 1-S), que se utilizó con los programas 

DCENTER y EIGEN de NTSYS-pc, y luego para generar los gráficos correspondientes en dos y 

tres dimensiones con los programas MXPLOT y MOD3D, respectivamente, también incluidos en 

el paquete de programas NTSYS-pc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Amplificación PCR y polimorfismo 

Los patrones de bandas obtenidos con diez cebadores ISSR se analizaron para estimar las 

relaciones genéticas entre las 79 accesiones de maíz. Dado que las bandas ISSR son marcadores 

dominantes, éstas se puntuaron como caracteres diálicos, ya sea como 1 (presente) o 0 (ausente). 

Se obtuvo ADN genómico para la amplificación de los cebadores ISSR mediante PCR 

convencional y se obtuvieron bandas polimórficas de las muestras (Figura 5.), el tamaño de los 

fragmentos oscilaban entre 100 a 10 000bp. Sin embargo, tres de los cebadores no fueron 

informativos, de modo que los restantes indicaron la presencia de siete genotipos en maíz con 

cantidad regular de polimorfismo (Tabla 1).  

 

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 2 % teñido con Bromuro de etidio. M: Marcador de 

peso molecular 100 bp generuler Invitrogen., muestras de maíz 1-37. ISSR (GA) 9C. 

Tabla 2.  Número de polimorfismo y genotipos de maíz mediante PCR convencional 

Especie Muestra 

Número de 

polimorfismo 

Genotipo 

Maíz 4, 14, 17, 23, 27, 36, 37 3 1M 



13, 15, 21, 22, 26, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 2 2M 

5, 16, 18, 28, 31, 39, 48 4 3M 

1, 2, 19, 25, 29, 38, 41, 45 3 4M 

3, 11, 12, 20, 32, 33, 43 2 5M 

6, 7, 9, 17, 30, 34, 42, 44 3 6M 

8, 10, 24, 31, 35, 40 2 7M 

 

En el análisis de los cebadores, fueron ocho los que se integraron por los dinucleótidos (AG)8, 

(AC)8 y (GA)8, sólo un trinucleótido (GAA)6, al igual que el tetranucleótido (GACA)4. Siete de 

los dinucleótido presentaron anclaje (C, YT, YC y YG) en el extremo 3´. En relación al cuadro 

anterior, con un genotipo las muestras de las accesiones desde SIRF 4 hasta SIRF 37 mostraron 3 

número de polimorfismos, mientras que en el segundo genotipo desde SIRF 13 hasta SIRF 52, se 

visualizaron 2, el tercer genotipo de SIRF 5 hasta SIRF 48 mostraron 4, el cuarto genotipo desde 

SIRF 1 hasta SIRF 45 mostraron 3, el quinto genotipo de SIRF 3 hasta SIRF 43 se visualizó 2, el 

sexto genotipo desde SIRF 6 hasta SIRF 44 indicó 3, por último el séptimo genotipo desde SIRF 

8 hasta SIRF 40 mostró 2 números de polimorfismo. En total se obtuvieron 19 fragmentos 

polimórficos en total. Los patrones de banda evalúan la diversidad genética e identifica qué 

accesiones presentan caracteres deseables (Idris et al., 2012). Estudios realizados por Devraj et al. 

(2015), demuestra que la utilización de cebadores ISSR generan una amplia gama de loci 

polimórficos. 

4.2. Análisis de conglomerados o clúster 

La utilización de marcadores ISSR lograron determinar altas diferencias entre las 79 accesiones 

de maíz analizadas, mediante el dendrograma de similitud realizado (Figura 5) se demostró que 



existe una alta diversidad genética, por lo que mostró una correlación cofenética baja (r=0.3), 

según Ayala et al. (2011), el valor de la correlación debe ser cercano a 1 para una mejor calidad 

de las muestras.  

Se observa que con un coeficiente de correlación cofenética de 0.32, las accesiones evaluadas 

forman seis grupos principales. El primer grupo lo integraron las que mostraron alta divergencia, 

entre ellas SIRF 62, SIRF 52 y SIRF 37. Sin embargo, el segundo grupo fue el que presentó la 

accesión más divergente entre todas, integrada únicamente por SIRF 20. El tercer grupo está 

formado por dos subgrupos, el primero lo compone SIRF 22, SIRF 23 y SIRF 21, el segundo 

subgrupo está establecido por dos únicas accesiones SIRF 38 y SIRF 07. El cuarto grupo lo 

constituyen dos subgrupos, en el primero se ubica desde SIRF 66 hasta SIRF 64, el segundo 

subgrupo lo conforman varias asociaciones y está compuesto desde SIRF 79 hasta SIRF 17. El 

quinto grupo se estableció desde la accesión SIRF 60 hasta SIRF 53. El sexto y último grupo está 

conformado por la mayoría de las accesiones, formando dos grandes subgrupos, el primero lo 

integran varias asociaciones y está establecido desde SIRF 46 hasta SIRF 16, el segundo gran 

subgrupo está constituido desde SIRF 30 hasta SIRF 01. 

Los genotipos que presentaron una mayor discrepancia en cuanto a su variabilidad, se puede deber 

a varios factores, principalmente a las condiciones que estas requieren para su óptimo desarrollo y 

a las características que presentan actualmente. Sin embargo, existió una mayor similitud 

genotípica representada por las accesiones SIRF 18 y SIRF 19 las cuales están juntas en un mismo 

clúster con un coeficiente de correlación de 0.85, y SIRF 48 y SIRF 50 que presentaron un 

coeficiente de 0.83. Esto quiere decir que se debe tener cautela al momento de utilizar aquellas 

accesiones para programas de mejoramiento vegetal y conservación de especies. 



 

Figura 8. Dendrograma representativo de la diversidad genotípica entre 79 accesiones de maíz, 

construidos a partir de una matriz de similitud por pares utilizando el coeficiente de Dice (1945). 
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Los genotipos que presentaron la mayor divergencia de similitud fue SIRF 20 con un coeficiente 

de correlación de 0.34, y SIRF 37 con un coeficiente de 0.36 asociándose con SIRF 52 y SIRF 62. 

Esto quiere decir que aquellas accesiones poseen alto potencial de diversidad genética, sobre todo 

para establecer programas de conservación y de mejoramiento vegetal. Los resultados de 

relaciones genéticas en el cultivo de maíz, obtenidos por Guzmán & Legaria (2020), estuvieron 

relacionados básicamente a patrones altitudinales y geográficos, sin embargo una parte compartió 

aspectos genéticos, morfo agronómicos, de distribución y usos. Los genotipos que se ubican en 

diferentes clúster deben ser considerados para programas de fitomejoramiento, mientras que los 

que se ubican en un mismo grupo están más relacionados por la similitud que presentan, de modo 

que se debe tener cuidado al utilizar aquellas accesiones (Muhammad et al., 2017). 

4.3. Análisis de coordenadas principales 

El análisis de coordenadas principales en el plano de dos dimensiones, mostró una alta separación 

de las 79 accesiones de maíz (Figura 6). En el cuadrante positivo de la coordenada 1 y negativo de 

la coordenada 2, fue donde la mayor parte de las accesiones se ubicaron, seguido del cuadrante 

negativo de la coordenada 1 y negativo de la coordenada 2. Mientras exista una mayor variabilidad 

entre ellas, se corrobora un bajo polimorfismo del acervo genético (García, 2020). Según 

Hernández et al. (2017), mencionan que los puntos cerca del cuadrante positivo de la coordenada 

1 y negativo de la coordenada 2, significa que existe un mayor grado de mejoramiento con respecto 

a los que están ubicados en la parte superior positiva de la coordenada 2, resultando ser más 

conservadoras en cuanto a sus características de origen. Es preciso destacar que las accesiones que 

presentaron mayor divergencia en el dendrograma SIRF 37, SIRF 52, SIRF 62 y SIRF 20, en 

cuanto al análisis de coordenadas principales se observaron distantes entre sí, a excepción de SIRF 

37 y 62 que se ubicaron en el cuadrante positivo de la coordenada 1 y negativo de la coordenada 



2, SIRF 20 se ubicó cerca. Sin embargo, SIRF 52 fue la que más disimilitud presentó con relación 

a las demás accesiones al igual que SIRF 68, SIRF 55 y SIRF 28, todas en cuadrantes diferentes. 

No obstante, SIRF 17, SIRF 25, SIRF 30, SIRF 07 y SIRF 26 fueron las que tuvieron un mayor 

grado de similitud a excepción de las demás. SIRF 18 y SIRF 19 que mostraron más similitud en 

el dendrograma se ubicaron en el mismo cuadrante, cerca de la coordenada 1 y negativo de la 

coordenada 2. 

 

Figura 9. Distribución de las 79 accesiones de maíz del banco de germoplasma del SIRF, 

mediante un análisis de coordenadas principales (PcoA) en representación 2D de su similitud. 

El plano 3D (Figura 7), nos permite visualizar de mejor forma la variabilidad genética que existe 

entre las accesiones de estudio., del mismo modo se ratifica el plano bidimensional con respecto a 

SIRF 52, SIRF 55, SIRF 68 y SIRF 28 que se mantenían distantes en sus cuadrantes, de igual modo 

se comprueba que SIRF 17, SIRF 25, SIRF 30, SIRF 07 y SIRF 26 son las que se encuentran con 

un mayor mejoramiento con respecto a las demás. Sin embargo como se mencionó anteriormente 



las accesiones que aún conservan sus características de origen son las que más se alejan de las 

demás. 

 

Figura 10. Análisis de coordenadas principales (PcoA) en representación 3D de la similitud de 

las 79 accesiones de maíz. 

 

 

 

 

 



5. CONCLUSIONES 

La diversidad genética dentro de las 79 accesiones de maíz, presentó una alta divergencia, 

resaltando a SIRF 18 y SIRF 19 como las que presentaron mayor similitud con un alto coeficiente, 

mientras que SIRF 62, SIRF 52, SIRF 37 y SIRF 20 son las de mayor disimilitud en comparación 

a las demás. No obstante, en la corroboración de resultados, únicamente SIRF 52 sigue siendo una 

accesión discriminante junto a SIRF 55, SIRF 68 y SIRF 28. 

Los resultados de variabilidad que existen dentro del banco de germoplasma del SIRF, sugieren la 

conservación de aquellas accesiones, sobre todo las que presentaron mayor disimilitud,  a fin de 

realizar programas de mejoramiento genético en el cultivo de maíz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6. RECOMENDACIÓN 

Estos materiales deben tratar de estudiarse más a fondo con otro tipo de marcadores moleculares, 

con la finalidad de poder definir su posible uso en programas de fitomejoramiento, ya que 

demuestran ser genéticamente aptas para este tipo de trabajos. 
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8. ANEXOS 

 

Anexo 1. Limpieza del terreno. 

 

Anexo 2. Preparación del terreno. 



 

Anexo 3. Elección de las accesiones para la siembra. 

 

Anexo 4. Accesión SIRF 15 

 

Anexo 5. Emergencia de las plántulas. 

SIRF 15 



 

Anexo 6. Desarrollo de las accesiones de maíz. 

 

 

Anexo 7. Accesiones de maíz en óptimo estado para la toma de muestras. 

 

 

 


