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RESUMEN

ESTUDIO PRELIMINAR MOLECULAR MEDIANTE EL USO DE ADN
CLOROPLASTICO DE ACCESIONES PERTENECIENTES A UNA COLECCION
DE TRABAJO DE 23 RAZAS DE MAIZ CRIOLLO COLOMBIANO

Con el objetivo de explorar preliminarmente la diversidad genética existente en las
23 razas de maiz criollo e indigena descritas para Colombia por Roberts y
colaboradores en la década del 50, se realiz6 un estudio para evaluar 28
cebadores disponibles en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Palmira. De estos, 14 amplificaron en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y fueron enviados a secuenciar a Macrogen Inc.
(Korea). Posteriormente y mediante programas de Bioinformatica se encontré que
seis de estos cebadores presentaron un nivel alto de polimorfismo. Se considero
que la regibn gendomica cloroplastica AtpB-1-RbcL-1 mostré el mayor
polimorfismo, utilizandose por lo tanto para evaluar 23 materiales, representantes
de las 23 razas colectadas en Colombia en la década del 50. Mediante el analisis
de secuencias se pudo revalidar y confrontar los grupos raciales obtenidos en el
presente estudio (‘razas primitivas’, tres; ‘razas probablemente introducidas’, siete;
‘razas hibridas colombianas’, 13) con aquellos establecidos por Roberts et al.
(1957), en el que se muestra dos razas ‘primitivas’, nueve ‘probablemente
introducidas’ y doce ‘hibridas colombianas’, y a los grupos establecidos por
Cardona (2010), aplicando la estrategia Ward-MLM para los mismos caracteres
descritos por Roberts et al. (1957), donde se muestra cinco razas ‘primitivas’, siete
‘probablemente introducidas’ y nueve ‘hibridas colombianas’. De este modo, se
hace un aporte metodologico para revalidar datos histéricos y redefinir grupos
raciales.

Palabras clave: Zea mays L., diversidad genética, ADNcp



SUMMARY

Preliminary molecular study by using cpDNA of accessions belonging to a
working collection of 23 races of Colombian maize

In order to preliminarily explore the genetic diversity in the 23 Colombian races of
maize described by Roberts et al. in the 50s, a study evaluate 28 primers available
in the Laboratory of Molecular Biology, National University of Colombia, at Palmira
campus. Of these, 14 amplified in the PCR, which were sent to sequencing to
Macrogen Inc. (Korea). After this and by using bioinformatics programs it was
revealed that six of these primers had a high level of polymorphism. It was
considered that the genomic chloroplast region atpB-rbcL-1-1 showed the highest
polymorphism, therefore was used to evaluate 23 materials, representatives of the
23 races collected in Colombia in the 50s. By analyzing sequences we could
defend and confront racial groups obtained in the present study (‘primitive races'
three, 'probably introduced' seven, 'Colombian hybrid’, 13) with those established
by Roberts et al. (1957), shown two 'primitive’, nine 'probably introduced' and
twelve 'Colombian hybrid' and the groups set by Cardona (2010), applying the
strategy Ward-MLM for the same characters described by Roberts et al. (1957),
which shows five 'primitive’, seven 'probably introduced' and nine 'Colombian
hybrid' races. Thus, it makes a methodological contribution to validate historical
data and redefine racial groups.

Key words: Zea mays L., genetic diversity, coDNA



1. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los mas importantes recursos fitogenéticos
utilizados en la alimentacion y la agricultura de las comunidades tradicionales e
indigenas en Suramérica. En esta region, considerada uno de los centros de
diversificacion del cultivo, las culturas precolombinas establecieron una relacion de
interdependencia hombre-maiz que se mantiene hasta nuestros dias (Caetano,
2003).

La gran diversidad de los maices en Suramérica guarda relacion con su geografia
e historia. El aislamiento geografico permitié el desarrollo de nuevas formas
principalmente en las tierras altas (Roberts et al., 1957). De acuerdo con datos de
curadores de paises latinoamericanos CIMMYT, MEXICO se reportan 27.763
accesiones de maiz, de las cuales alrededor de 16.380 estan en Mesoamérica y
entre 11.383 y 12.113 en Suramérica (Diaz, 1988).

En Colombia se tienen identificadas 23 razas de maices, agrupadas en tres
categorias en relaciébn con su origen probable, reconocidas por Robert et al.
(1957). Se definen como ‘razas primitivas’ (dos), ‘razas probablemente
introducidas’ (nueve) y ‘razas hibridas originadas en Colombia’ (doce). Estos
autores identificaron ademas, cuatro factores de evolucidon que contribuyeron a la
formacion de dichas razas en Colombia: (i) aislamiento geogréfico, (ii) hibridacion
interracial, (i) hibridacién con maices contaminados con teocintle procedentes de
México e (iv) hibridacion del maiz con su pariente silvestre Tripsacum.

Actualmente, factores como el cambio de uso del suelo en funcion del mercado,
éxodos humanos debidos a fenbmenos sociales y naturales, la ausencia de
programas publicos de conservacion in situ, y algunos relacionados con los
procesos evolutivos propios de especies panmiticas como deriva genética,
mutaciones o hibridacion con materiales mejorados, pueden haber conducido a
una redistribucion geografica o a la pérdida en su diversidad genética de las razas
identificadas por Robert et al. (1957).

La pérdida de la diversidad genética, entendida como la pérdida de genes
individuales, combinaciones de genes o de razas de especies vegetales o
animales localmente adaptadas no se ha estudiado en las razas de maiz criollo e
indigena en Colombia. Ademas, desde la década de los 50 hasta la fecha se han
realizado pocos estudios sobre diversidad genética en maiz colombiano. Por ello,
determinar la estructura poblacional e historia de los progenitores silvestres de
plantas cultivadas es de gran importancia en la investigacion, debido a que este
conocimiento se necesita para disefiar estrategias de conservacion y entender los
procesos evolutivos que llevaron a la domesticacion (Schaal y Olsen, 2000).



Con base en este planteamiento, se propone como objetivo principal un estudio
molecular preliminar de la diversidad genética de las razas de maices criollos e
indigenas colombianos, a través de una region de ADN cloroplastico (ADNcp).



2.1

2.2

2. OBJETIVOS

Objetivo principal

Estudiar, de forma preliminar, la diversidad genética de las razas de maices
criollos e indigenas colombianos mediante una herramienta molecular.

Objetivos especificos

Determinar la diversidad genética de accesiones de las 23 razas criollas e
indigenas colombianas de maiz, utilizando una regidon genémica de alto
polimorfismo.

Proponer grupos raciales de maices, confrontandolo con los estudios de
Roberts et al. (1957) y Cardona (2010).



3. MARCO REFERENCIAL

3.1 Clasificacién taxondmica del maiz

El maiz en su forma cultivada y sus parientes silvestres, los teocintles, se
clasifican dentro del género Zea, familia Gramineae o Poaceae, que incluye
también a importantes cultivos agricolas como el trigo, arroz, avena, sorgo,
cebada y cafia de azucar (Bianchi et al., 1989). Con base en caracteres de la
espiga o inflorescencia masculina, el género se ha dividido en dos secciones
(Doebley & lltis, 1980). La seccion Luxuriantes que agrupa cuatro especies, los
teocintles perennes (Z. diploperennis y Z. perennis) y los anuales (Z. luxurians y Z.
nicaraguensis) (litis & Benz, 2000), y la seccion Zea, que se circunscribe a una
sola especie (Z. mays) dividida en cuatro subespecies: el maiz (Z. mays subsp.
mays) y los teocintles anuales (Z. mays subsp. mexicana, Z. mays subsp.
parviglumis y Z. mays subsp. huehuetenanguensis) (Sanchez et al., 1998) (Tabla
1).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del maiz (Bianchi et al., 1989).

Descriptor Epiteto Observacion

Reino Plantae Seres organicos multicelulares con “habilidad” para generar
sus propios nutrientes mediante la fotosintesis.

Division Magnoliophyta  Arboles, arbustos o hierbas. Hojas caducas o persistentes,

generalmente bien desarrolladas y diferenciadas en limbo y
peciolo. Flores hermafroditas o unisexuales, generalmente con
periantio. Primordios seminales encerrados en carpelos.
Semillas desarrolladas en el interior de un fruto.

Clase Liliopsida Clase que consiste en cerca de 60.000 especies de
angiospermas. A menudo se refiere como las
monocotiledéneas. Los primeros fosiles de monocotiledéneas
son conocidos desde principios del Cretécico. Cinco subclases
han sido reconocidas, aunque la clasificacién ahora se esta
reorganizando.

Subclase Commelinids Nombre de un taxén asignado a la categoria taxonémica de
clase, que en la clasificacion de Cronquist 1981,6 1988,7
coincide con la circunscripcién de las monocotiled6éneas.

Orden Poales El orden Poales se caracteriza por presentar plantas
herbaceas o un tanto lefiosas. Poseen cristales de silice en su
epidermis. Las hojas son alternas o arrosetadas, enteras,
lineares y sin peciolo pero con base envainadora y con ligula y
nervaduras paralelinervias.

Familia Poaceae Origen etimolégico del nombre de la familia. EI nombre del
género tipo, Poa, proviene de la palabra griega que define a
los pastos o plantas de forraje.

Género Zea Género que comprende varias especies de gramineas de
origen americano, de las cuales la Unica que cuenta con valor
econdémico es Zea mays ssp mays

Especie Zea mays L.




3.2 Diversidad racial del maiz

El desarrollo de las culturas de los diferentes pueblos americanos, sus
migraciones, el descubrimiento de América y el subsiguiente movimiento de
europeos, fueron factores decisivos en la creacion de la diversidad del
germoplasma de maiz (Goodman y Bird, 1977). Ademés, los continuos
intercambios de genes entre las poblaciones, la posterior seleccion natural y
humana, han mantenido activo el proceso de diversificacidbn, mediante el cual se
ha seleccionado y modificado caracteristicas genotipicas de la planta, que le han
permitido la formacion de nuevas poblaciones adaptadas a diversos climas y tipos
de suelos. De acuerdo con Sanchez et al. (2000), la interaccion ambiente-genotipo
y el aislamiento geogréafico también favorecieron la distribucién geografica de
nuevas variantes de maiz (diversificacion).

Esta diversificacion cre6 un problema de clasificacion que se agudiza aun mas en
las especies alégamas como el maiz, en las que normalmente, se producen con
cierta frecuencia cruzamientos intervarietales. Anderson y Cutler (1942), al
proponer un estudio de la diversidad racial del maiz y efectuar una clasificacién
natural de la misma, introdujeron el concepto de raza como ‘un conjunto de
individuos con un numero suficiente de caracteres en comdn que permita su
reconocimiento como grupo’.

Siguiendo este criterio se iniciaron trabajos de recoleccion y clasificacion racial,
basdndose en un gran numero de caracteres morfologicos y de procedencia
geografica. Dichas colectas fueron promovidas por la Fundacién Rockefeller, el
National Research Council de EE.UU y las Agencias Nacionales de Agricultura de
los diferentes paises de Latinoamérica que participaron en las mismas.

Este gran esfuerzo se tradujo en mas de 12000 colecciones, todas ellas estan
descritas en una serie denominada "Races of Maize Booklets" que comprende
once monografias (Wellhausen et al., 1952, 1957; Hatheway, 1957; Roberts et al.,
1957; Brieger et al., 1958; Brown, 1960; Ramirez et al., 1960; Grant et al., 1963).
Eliminando las duplicaciones, se considera que existen en el continente americano
entre 220 y 300 razas de maiz (Vigouroux et al., 2008).

3.3 Origen, evolucion, domesticacion y dispersion del maiz

El maiz se considera originario del continente americano (Ziegler, 2001) el centro
de diversidad y origen del cultivo es México como el centro de diversidad y de
origen del cultivo, y al teocintle (Zea mays ssp. mexicana) como el pariente
silvestre mas cercano, con el cual existe un constante flujo de genes (Wellhausen
et al., 1951). Generalmente se acepta su evolucion a partir de la transformacion de
esta graminea (Galinat, 1988), con un lapso de tiempo de unos 6.500 afios (Sevilla
y Holle, 2004).



Los Mayas domesticaron desde sus inicios esta planta en un proceso que condujo
a la incapacidad de liberar por si misma sus semillas para dispersarse (Galinat,
1979; (Figura 1). Llevado y plantado por el hombre durante sus viajes, y poseedor
de un alto nivel de heterocigosidad, el maiz respondié a las presiones de seleccién
ambiental y antropica dando origen a diferentes razas geograficas adaptadas a
disimiles condiciones de crecimiento (Galinat, 1979). En la actualidad se
encuentra muy difundido por todo el mundo, especialmente en el continente

europeo y en Estados Unidos, en donde se encuentra la mayor concentracion
comercial del cultivo (Paliwal, 2001).

Teorias sobre el origen del maiz
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Figura 1. Esquema que muestra que el origen y domesticacion de un cultivo es un
proceso que consta de un sinnimero de etapas que, a su vez, pueden agruparse en la

predomesticaciébn que origina a la planta intermedia y se inicia el proceso de
domesticacion (Kato, 2009).

En el proceso de dispersion y adaptacion, el maiz divergié en cientos de formas
raciales. Este extremo polimorfismo se origina desde el potencial para tal variacion
hallada en su ancestro, probablemente una forma diploide de teocintle perenne
extinta. La base de la variacion es el alto nivel de heterocigosidad y mutabilidad
gue esta asociado a la constante fecundacion cruzada (Galinat, 1979).

Bajo el punto de vista agrondmico, siempre ha existido una gran variabilidad en la
especie y pese a los programas de fitomejoramiento, ha sido muy poco lo que se



ha utilizado de la amplia variabilidad genética que posee esta especie (Vasal et al.,
1994). Los factores que contribuyen en la gran diversidad genética son seleccion,
mutacion, oscilacion genética, migracion e hibridacion (Wellhausen et al., 1951).
La seleccion practicada por los indigenas y por las antiguas civilizaciones
americanas fue primordial para el desarrollo de las diferentes razas de maiz, lo
que se evidencia por las preferencias especificas de los diferentes grupos étnicos
(Weatherwax, 1954).

La localizacidén en el extremo noroeste de Suramérica, y la relacion que ha tenido
con la migraciéon humana pre y post—colombina, han hecho de Colombia el cruce
natural de caminos entre las Américas (Roberts et al., 1957). Las culturas
colombianas reflejan, histéricamente, la posicion marginal (de Colombia) respecto
de los Andes Peruanos y a la América Central (Bennett, 1948). No es dificil
advertir la influencia de la migracion de tribus indigenas que pudieron llevar
consigo los maices colombianos (Roberts et al., 1957).

3.4 Estudio citogenético del maiz

En el género Zea, Z. mays mays, Z. mays mexicana, Z. mays parviglumis y Z.
mays luxurians (anuales) presentan 2n=2x=20, mientras que Z. mays
diploperennis (perenne) presenta 2n=4x=40 cromosomas (Doebley e lltis, 1980).

Las especies diploides del género Zea se cruzan libremente entre si y sus hibridos
son totalmente fértiles. Con el género Tripsacum existe alguna dificultad y sus
hibridos F1 presentan fertilidad femenina parcial y andro-esterilidad total. Esto es
debido a que el género Tripsacum y/o sus ancestros tienen un numero basico
cromosomico de x=9, difiriendo asi del maiz y teocintle, los cuales tienen x=10
(Galinat, 1979).

3.5 Caracteristicas morfolégicas de la planta

La planta de maiz tropical es alta, con abundantes hojas y un sistema radical
fibroso, normalmente con un solo tallo que tiene hasta 30 hojas. Algunas veces se
desarrollan una o dos yemas laterales en la axila de las hojas en la mitad superior
de la planta; estas terminan en una inflorescencia femenina la cual se desarrolla
en una mazorca cubierta por hojas que la envuelven; esta es la parte de la planta
gue almacena reservas. La parte superior de la planta termina en una
inflorescencia masculina o panoja; esta tiene una espiga central prominente y
varias ramificaciones laterales con flores masculinas, todas las que producen
abundantes granos de polen (Onderdonk y Ketcheson, 1972).

Su sistema radicular estd conformado por raices adventicias. Es el principal
sistema de fijacion de la planta, su principal funcién de estas raices es mantener la
planta erecta y evitar su vuelco, ademas absorbe agua y nutrimentos (Mistrik y
Mistrikova, 1995). Su tallo tiene tres componentes importantes en sus tejidos: la



corteza o epidermis, los haces vasculares y la médula. Los haces vasculares
estan ordenados en circulos concéntricos con una mayor densidad de haces y
anillos mas cercanos hacia la zona periférica epidérmica; su densidad se reduce
hacia el centro del tallo. La mayor concentracion de haces vasculares debajo de la
epidermis proporciona al tallo resistencia contra el vuelco (Esau, 1977).

El maiz es una planta monoica; desarrolla inflorescencias con flores de un solo
sexo las que crecen siempre en lugares separados de la planta. La inflorescencia
femenina 0 mazorca crece a partir de las yemas apicales en las axilas de las hojas
y la inflorescencia masculina o panoja se desarrolla en el punto de crecimiento
apical en el extremo superior de la planta (Dellaporta y Calderén Urrea, 1994). Los
granos de polen del maiz son de una estructura trinuclear; tiene una célula
vegetativa, dos gametos masculinos y numerosos granos de almidén; su gruesa
pared tiene dos capas, la exina y la intina y es bastante resistente (Cheng y
Pareddy, 1994).

El grano o fruto del maiz es un Cariopside que se caracteriza porque la pared del
ovario o pericarpio esté fundida con la cubierta de la semilla o testa y ambas estan
combinadas conjuntamente para conformar la pared del fruto. Consiste de tres
partes principales: la pared, el embrién diploide y el endosperma triploide (Esadu,
1977).

3.6 Clasificaciéon de las razas criollas en Colombia

En Colombia la diversificacion del maiz tradicional es muy amplia, debido a las
condiciones morfofisicas y la diversidad de caracteristicas ambientales como
altitud, temperatura, régimen de lluvia, suelo y otros factores, propiciaron el
desarrollo de poblaciones genéticas que se distinguen entre si y a las que se
denominan razas (Roberts et al, 1957).

Roberts et al. (1957) al observar su gran estructura genética clasificaron las razas
de maiz en tres categorias: dos primitivas (Pollo y Pira), nueve probablemente
introducidas (Pira Naranja, Clavo, Guirta, Maiz Dulce, Maiz Harinoso Dentado,
Cariaco, Andaqui, Imbricado y Sabanero) y 12 hibridas colombianas (Cabuya,
Montafia, Capio, Amagacefio, Comun, Yucatan, Cacao, Costefio, Negrito, Puya,
Puya grande y Chococefio) (Tabla 2; Figura 2).



Tabla 2. Razas de maiz criollo e indigena y su distribucion geogréfica en Colombia

(Roberts et al., 1957).

Orden Raza Ubicacion geografica Clasificacién
1 Pollo Boyaca y Cundinamarca Primitivas
2 Pira Cundinamarca, Tolima, Huila, Narifio y Valle del

Cauca
3 Pira Narifio Probablemente
Naranja introducidas
4 Clavo Narifio, Tolima, Caldas, Norte de Santander y
Choco
5 Guira Magdalena
6 Maiz Dulce  Narifio
7 Maiz Cundinamarca, Narifio y Tolima
Harinoso
Dentado
8 Cariaco Costa Atlantica y valles de los rios Cauca y
Magdalena
9 Andaqui Meta y valle del alto Magdalena
10 Imbricado Narifio
11 Sabanero Cordillera oriental
12 Cabuya Cordillera oriental Hibridas
13 Montafia Cordillera central especialmente en Antioquia y
Narifio
14 Capio Cordillera central especialmente en Antioquia y
Narifio
15 Amagacefio Zonas frias de las tres cordilleras especialmente
en los departamentos de Narifio, Cauca, Valle,
Huila, Caldas, Antioquia, Cundinamarca,
Boyacd, Choc6 y Santander
16 Comun Valles de los rios Magdalena y Cauca
17 Yucatan Valle del alto Magdalena especialmente entre
los departamentos de Cundinamarca y Tolima
18 Cacao Santanderes, Cundinamarca y Boyaca
19 Costefio Costa Atlantica
20 Negrito Atlantico y Magdalena
21 Puya Vertiente oriente del rio Magdalena, y norte del
pais hasta la peninsula de la Guajira
22 Puya Norte de Santander y frontera con Venezuela
Grande
23 Chococefio  Costa Pacifica de Colombia
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Figura 2. Razas de maiz criollo e indigena en Colombia (Roberts et al., 1957). A: Pira; B:
Pollo; C: Pira naranja; D: Negrito; E: Amagacefio; F: Cabuya; G: Imbricado; H: Maiz dulce;
I: Montafia; J; Sabanero; K: Guirta; L: Cariaco; M: Comun; N: Cacao; O: Costefio; P:
Puya; Q: Puya grande; R: Chococefio; S: Andaqui; T: Clavo; U: Yucatéan; V: Maiz harinoso
dentado.



3.7 Importancia del maiz

Desde la época precolombina los antiguos pobladores hacian uso del teocintle y el
maiz de los que tal vez se bebia el jugo dulce de la cafa. Por seleccion humana,
se lleg6 a producir un maiz primitivo, que se consumia de diversas maneras. Una
de ellas era sencillamente calentarlo hasta que la semilla explotara en la forma
que hoy conocemos como “palomita de maiz” es probable que también se moliera
hasta producir harina. Sin duda, el proceso de nixtamalizacion para la elaboracion
de la masa para tortillas y tamales es uno de los grandes logros de las culturas
mesoamericanas, al favorecer la biodisposicion del calcio, aminoacidos y la
niacina (Vargas, 2007).

Los granos, las hojas, los tallos, las espigas del maiz, se utilizan con diferentes
propésitos. Todas las partes de la planta, incluyendo raices y horcones, sirven
como abono o combustible. La cafia se utiliza en la construccion como también en
el tallado de bellas figuras (incluyendo algunos Cristos presentes en iglesias), se
le utiliza como medicina, ha servido de envoltura, abono, combustible, bebida
refrescante 0 embriagante. El maiz también se emplea con propdésitos
medicinales, para curar diversos males del cuerpo y del alma. En fin, sus usos
tradicionales parecerian infinitos (Esteva, 2003)

3.8 Valor nutricional del maiz

Las partes principales del grano de maiz difieren considerablemente en su
composicién quimica. La cubierta seminal o pericarpio se caracteriza por un
elevado contenido de fibra cruda, aproximadamente el 87%, la que a su vez esta
formada fundamentalmente por hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y lignina
(0,1%). El endospermo, en cambio, contiene un nivel elevado de almidon (87%),
aproximadamente 8% de proteinas y un contenido de grasas crudas relativamente
bajo. Por ultimo, el germen se caracteriza por un elevado contenido de grasas
crudas, el 33% por término medio, y contiene también un nivel relativamente
elevado de proteinas (proximo al 20%) y minerales (Burga y Duensing, 1989)
(Tabla 3).

Tabla 3. Composicion quimica proximal de las partes principales de los granos de maiz.

Componente quimico Pericarpio Endospermo Germen
% % %
Proteinas 3,7 8,0 18,4
Extracto etéreo 1,0 0,8 33,2
Fibra cruda 86,7 2,7 8,8
Cenizas 0,8 0,3 10,5
Almidon 7,3 87,6 8,3

Azucar 0,34 0,62 10,8




3.9 Principales productores de maiz

La produccioén a nivel mundial alcanzé una cifra de 839,68 millones de (Ton) en el
afio 2012 con una participacion del 68.6% de la produccion total de cereales. El
maiz se cultiva en mas de 50 paises tanto individual como industrialmente. Entre
los 10 principales paises productores se encuentran EE.UU con 272.4 millones de
Ton, seguido por China 200 millones de Ton, Brasil 70 millones de Ton, la Union
Europea (27 estados) 54.64 millones de Ton, Argentina 28 millones de Ton,
Ucrania 21 millones de Ton, México 20.7 millones de Ton, India 20 millones de
Ton, Sudéfrica 13 millones de y Canada 11.6 millones de Ton (Agropanorama,
2013) (Figura 3).
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Figura 3. Diez principales paises productores a nivel
mundial, ordenados de mayor a menor.

La produccién nacional de maiz se divide entre el maiz cultivado de forma
tradicional y el tecnificado. El tradicional continla ocupando la mayoria del area
cultivada, 429.997 has., (73% en 2008) pese a haberse reducido el area
cosechada luego de la apertura en 1991. Este maiz tiene una baja productividad
gue se ha incrementado levemente desde 1987 y se halla ligeramente por encima
de 1.5 ton/ha. Por otro lado, el maiz tecnificado ha venido ganando participacion
en la produccién nacional gracias a un incremento tanto del area cosechada
(alrededor de 200.000 has.) como de los rendimientos que son casi tres veces
mayores que los del maiz tradicional Recientemente la produccién de maiz
tecnificado ha sobrepasado la produccion de maiz tradicional.



Este proceso de modernizacion del cultivo de maiz no ha generado un incremento
importante en la produccion total nacional, pero si ha implicado una redistribucion
geogréfica de ésta.

Actualmente los principales departamentos productores de maiz en Colombia son
Cérdoba, Valle del Cauca, Bolivar, Cesar y Meta, entre otros. Para 2008 sus
producciones ascendieron al 50% del total de la produccién nacional, Cérdoba
(20%), Bolivar (12%), Valle del Cauca (11%), Cesar (10%) y Meta (10%),
Antioquia (9%), Huila (8%), Tolima (8%), Sucre (7%) y Santander (5%) . Leibovich
J. etal (2010). (Figura 4).
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Figura 4. Diez principales departamentos productores en Colombia,
ordenados de mayor a menor

3.10 Diversidad genética

La variabilidad genética es un componente basico de la biodiversidad y su
trascendencia es bien conocida en el campo de las plantas cultivadas. Desde los
comienzos de la agricultura, jugé un papel relevante en los procesos de
mejoramiento genético. En los ultimos afios, los intereses siguen centrados en la
diversidad genética y su conservacion de la informacion genética originales
(Vallejo y Estrada 2002).

El maiz posee una gran diversidad genética, la cual se refleja en sus multiples
parientes morfolégicas de la planta, mazorca y grano su amplia adaptacién a gran
namero de ambientes y ademas, por sus diversos usos como alimento humano o
animal, asi como la gran variedad de productos que se obtienen de esta especie



(Paliwal, 2001). Sin embargo, la destruccidon o modificaciéon de los centros de
origen de los cultivos, y el continuo desplazamiento de variedades tradicionales y
razas locales por variedades modernas que poseen caracteristicas como
uniformidad, como respuesta a una creciente presion de mercado para producir
nuevas variedades con altas producciones reduciendo asi su base genética.
Ademas, estos factores condicionan a presiones de plagas, enfermedades y
cambios climaticos. (Hidalgo, 2004).

En este sentido es importante, la conservacion de la informacién genética para
tener la disponibilidad de obtener la variabilidad genética de especies de
importancia socio-econémica actual y potencial para su uso en programas de
mejoramiento genético.

3.11 Anélisis moleculares en maiz

Pocos andlisis moleculares se han hecho utilizando secuencias de ADN pero si se
han hecho utilizando marcadores RAPD (random amplified polymorphic DNA).
Para el analisis de la diversidad genética, Peflaranda et al. (2005) realizaron una
caracterizacion molecular de 22 accesiones criollas colombianas de maiz para
determinar contenidos de aceite en grano, realizando extraccion y amplificacion
del ADN, utilizando un grupo de marcadores de tipo SSR.

De igual forma, Domanico (2004) realiz6 una caracterizacion y clasificacion de
hibridos simples de maiz con marcadores SSRs con el propésito de
caracterizarlos genéticamente y determinar las distancias genéticas entre ellos,
mediante marcadores moleculares SSRs. Lino (2002) realiz6 una caracterizaciéon
genotipica de plantas de maiz utilizando secuencias microsatélites con el
propésito de asignar lineas de maiz a grupos heteroticos.

3.12 Aislamiento del ADN

En el mercado existe gran variedad de protocolos eficientes y convencionales que
permiten el aislamiento de ADN de manera facil y en poco tiempo (Brusés et al.,
2000). Muchas de estas han sido utiles en muchas especies; por mencionar
algunos métodos “clasicos”, se encuentran los descritos por Doyle y Doyle (1987)
tiles en hojas maduras, independientemente de las condiciones de crecimiento y
edad.

Uno muy utilizado es el protocolo a base de CTAB (bromuro de
hexadeciltrimetilamonio), muy eficiente debido a que se pega fuertemente al ADN,
desplaza las proteinas, previene la degradacion y solubiliza muchos polisacaridos.
Ademas, funciona como detergente que destruye las membranas al momento de
moler el material vegetal (Csaikl et al., 1998) y se remueve mediante extracciones
con cloroformo (Valadez y Kalh, 2000).



El método de Dellaporta et al. (1983) se ha usado en especies dificiles para el
aislamiento de ADN, como es el caso de las especies boscosas entre otros,
debido a sus altos niveles de polisacaridos y muchos tipos de metabolitos
secundarios.

Por ultimo, para la eliminacion de contaminantes por RNA, es necesaria la adicion
de RNAsa e incubacion al final de la extraccion, a diferente concentracion y
temperatura dependiendo del método a utilizar (Csaikl et al., 1998).

3.13 Marcadores cloroplasticos ADNcp

Los marcadores moleculares son biomoléculas asociadas a un rasgo genético, y
normalmente se trata de rasgos no evidenciados fenotipicamente, ya sean
proteinas o bien fragmentos de ADN. Presentan una serie de ventajas como el no
ser afectados por variaciones ambientales ni de desarrollo, muestran la base
misma de la variacibn de los individuos, permitiendo seleccionar regiones
concretas dentro de la molécula de ADN para estudios determinados, siendo el
namero de polimorfismos detectables tedricamente ilimitado, permitiendo analizar
tanto la informacion que se expresa como la que no, empleandose a la fecha un
gran numero de técnicas (Mufioz et al. 2011).

El ADN cloroplastico es una molécula circular que se encuentra en multiples
copias en el cloroplasto y contiene secuencias codificantes (genes) y no
codificantes (intrones y espaciadores intergénicos). La presencia de mudltiples
copias del genoma cloroplastico, junto con la presencia de multiples cloroplastos
por célula, significa que el ADNcp es muy abundante en una extraccion tipica de
ADN. Lo anterior facilita la obtencion de un alto nimero de copias en el andlisis de
fragmentos de restriccién, asi como las amplificaciones por PCR de regiones
especificas del ADNcp (Florez, 2009).

Las secuencias codificantes han sido usados exitosamente a nivel de familia y
niveles superiores, mientras que las regiones no codificantes de ADNcp como
intrones (p.ej. rpL16, rpoC, rpS16, trnL, trnK) y espaciadores intergénicos (trnT-
trnL, trnL-trnF, atpB-rbcL, psbA-trnH) son usados a niveles taxondmicos inferiores
a familia ofreciéndo caracteres potencialmente informativos para los objetivos
propuestos (Flérez, 2009).



4. DISENO METODOLOGICO

4.1 Localizacién

La produccion de plantulas de la coleccion de la especie Zea mays se realizé en la
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, en el Laboratorio de Citogenética
y el estudio molecular, en el Laboratorio de Biologia Molecular de la misma sede.

4.2 Material bioldgico

Se utilizaron 1 accesiéon de cada una de las 23 introducciones de maiz (Tabla 4)
las cuales se encuentran en la coleccidn de trabajo del Grupo de investigacién en
Recursos Fitogenéticos Neotropicales (GIRFIN) de la Universidad Nacional de
Colombia sede Palmira, las cuales corresponden a las 23 razas caracterizadas por
Roberts y colaboradores en la década del 50 en el territorio colombiano. Las
semillas provienen de esas colecciones, y se encontraban almacenadas en el
banco de germoplasma de CIMMYT, en México. Se seleccionaron los materiales

mas representativos de cada raza.

Tabla 4. Introducciones de Zea mays L. de GIRFIN/UNAL Palmira a evaluar.

Orden Entrada Caddigo Departamento Municipio Raza o nombre
comun
8 35 ZmColCIM20524 Putumayo Puerto Leguizamo Andaqui
9 60 ZmColCIM20559 Tolima San Luis Clavo
10 57 ZmColCIM20566 Tolima Las Piedras Yucatan
11 65 ZmCoICIM21636  Cundinamarca La Palma Harinoso
13 1 ZmColCIM3108 Cundinamarca Ubaté Pira
14 11 ZmColCIM3112 Narifio Buesaco Pira Naranja
16 62 ZmColCIM3121 Magdalena Glirda
17 7 ZmColCIM3127 Narifio Tangua Maiz dulce
18 39 ZmColCIM3131 Cérdoba Monteria Cariaco
20 6 ZmColCIM3140  Sabana de bgta Imbricado
21 4 ZmColCIM3153 N. de S. Pamplona Cabuya
22 ZmColCIM3155 Antioquia La Ceja Montafia
23 55 ZmColCIM3164 Cauca Popayan Amagacefio
24 75 ZmColCIM3172 Valle Pradera Coman
26 58 ZmColCIM3185 Santander Charala Cacao
27 16 ZmColCIM3187 N. de S. Mutiscua Sabanero
29 51 ZmColCIM3194 Atlantico Campo de la Cruz Costefio
30 28 ZmColCIM3199 Magdalena Magdalena Negrito
31 63 ZmColCIM3203 Magdalena Aguachica Puya
33 34 ZmColCIM3208 N. de S. Salazar Puyagrande




36 44 ZmColCIM3219 Choco Infiernito-Rio Chococefio

Nauca
42 55 ZmcolCim3106 Cundinamarca Zipaquira Pollo
54 175 ZmColPut007 Putumayo Sibundoy Maiz Capio

4.3 Germinacion del material

Se utilizaron 20 semillas por material, las cuales se colocaron a germinar. De las
hojas jévenes, poco desarrolladas (‘hoja bandera’ o ‘cigarro’) se extrajo el ADN
(Figura 5).

Figura 5. A: Seleccion de los individuos; B: Seleccion y limpieza de las semillas;
C: Establecimiento e ldentificacién de los individuos para su germinacién en
papel toalla y agua; D y E: Material viviente para su extraccion de ADN
genomico.

4.4 Extraccion de ADN

Se realizaron pruebas preliminares para determinar que protocolo o método
ofrecia mayor cantidad de ADN total, con el propésito de estandarizar el proceso
de extraccion, realizar la amplificacion por medio de la PCR (Reaccién en Cadena



de la Polimerasa) y evaluar los cebadores a utilizar. Entre los métodos ensayados
estan el de Dellaporta et al. (1983) modificado por el Laboratorio de Biologia
Molecular UNAL Sede Palmira; el protocolo del Laboratorio de Genética Molecular
Aplicada del CIMMYT; el método de; el método de Fulton et al. (1995) y el KIT
dNTPs Promega de extraccion de ADN para plantas.

4 .5 Cuantificacion del ADN

Para evaluar la cantidad y calidad del AD, se prepararon geles de agarosa al 0,8%
corridos en tampon TBE 0.5X (Tris-borato 0045M; EDTA 0.001M) vy tefiidos con
bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 ng/ml. Las concentraciones se
determinaron por comparacion de concentraciones de ADN del bacteriéfago
lambda a 30 60 y 90 ng/ul. Se efectu6 una base de datos computarizada donde
se registrd la mayor cantidad de informacion disponible.

4.6 Amplificacion del ADN mediante PCR

En la Tabla 5 se observa la concentracion del coctel base estandar. Para la
estandarizacion de las condiciones de cada uno de los marcadores. Se preparé
una mezcla de reactivos en un tubo estéril de microcentrifuga (1.5 ml) para un
volumen final de 25 pl. Se utilizaron 2 ul de ADN gendémico a 50 ng/ul para la PCR
con concentraciones finales de tampon taq 1X, dNTPs 0,2 mM, Cebador F Y R
0,1uM, MgClz de 3 mM, y 2,5 unidades de Taq polimerasa.

Tabla 5. Volumen de los cocteles para PCR.

Muestra [Tinicial [] final Volumen ul Total ul *n
TAQ 5u/ ul 1,25 mM 0.25 25
dNTP's 1,25 mM 0.2 mM 4 40
MgCL2 25 mM 3mM 3 30
Cebador F 10uM 0,1uM 0.25 2.5
Cebador R 10uM 0,1 uM 0.25 25
BUFFER TAQ 10X 1X 2.5 25
H20 13.75 137.5
DNA 10 - 100 ng/ ul 10 - 100 ng/ ul 1

VOL TOTAL 25 240

TAQ = Thermus aquaticus (polimerasa Taq), dNTPs= desoxirribonucledtidos trifosfato
MgCl2= Cloruro de magnesio Cebador F: Forwards. R: reverse

Para la amplificacion de los 14 cebadores utilizados en el estudio, se manejo la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Tabla 6).



Tabla 6. Marcadores explorados en el estudio.

Orden Cebadores Secuencia (5'a 3" Fuente

1 rpS16x2F2  AAA GTG GGT TTT TAT GAT CC Shaw et al. 2007
trnK(UUU) TTA AAA GCC GAG TAC TCT ACC

2 psbA3'f GTTATGCATGAACGTAATGCTC Kress et al. 2005
trnHf CGCGCATGGTGGATTCACAATCC

3 trnL(UAG) CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT Shaw et al. 2007
rpL32-F CAG TTC CAA AAA AAC GTA

4 rbcLa_rev GTA AAATCA AGT CCA CCY CG Kress et al. 2005
rbcLa_for ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT AAAGC

5 ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC Whithe et al. 1990
ITS5A CCT TAT CAT TTA GAG GAAGGA G

6 Adhc-P1 CTGCKGTKGCATGGGARGCAGGGAAGCC Small et al. 1998
Adhc-P2 GCA CAG CCACACCCCAACCCTG

7 GPDX7F 3 GATAGATTTGGAATTGTTGAGG Strand et al. 1997
GPDX9R 3 AAGCAATTCCAGCCTTGG

8 trnQ(UUG) GCG TGG CCA AGY GGT AAG GC Shaw et al. 2007
rpS16x1 GTTGCTTTY TACCACATCGTTT

9 TabC AAT TAG CGA CGG ACG CTACG Taberlet et al. (1991)
TabF ATT ACT TGA GCA AG ACG GGT

10 rpL32-R: CCAATATCCCTTYYTTTT CCAA Shaw et al. 2007
ndhF: GAA AGG TAT KAT CCAYGM ATATT

11 nadl-BF2 GGAGGCAAGAACCATGCTTTCA
nadl-BF3 GAAAGGGCTGTAGGTGATGGTG

12 trnG2G-F GCG GGTATA GTT TAG TGG TAA AA
trnG-R GTA GCG GGA ATC GAACCC GCATC

13 atpB-1: ACATCKARTACKGGACCAATAA
rbcL-1 AACACCAGCTTTRAATCCAA

14 TabE GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC
TabF ATT ACT TGA GCA AG ACG GGT

4.7 Visualizacion de los productos PCR

Para la visualizacién de los productos PCR bajo luz ultravioleta, se utilizé gel de
agarosa a una concentracion de 1.2% tefiido con bromuro de etidio, en una
camara de electroforesis para gel horizontal CBS Scientific SGE-020-02 y un
equipo digital de captura de imagen marca UVITEC.

Se preparo el soporte del gel utilizando cinta adhesiva, sellando los lados abiertos
con refuerzos en los margenes inferiores y las esquinas del soporte del gel. Se
adicion6 1,2 g de agarosa por 150ml de volumen de TBE 0,5X requerido. Se llevd
al microondas hasta que la solucién queda disuelta completamente y se agrega
(1ul) de bromuro de etidio por cada 100ml de solucién de agarosa preparada. Se
dej6 enfriar hasta que polimerizara en la cabina extractora de gases hasta



alcanzar la polimerizacion. Se adicion6 la mezcla DNA+buffer de corrida dentro de
los pozos del gel sumergidos en la camara de electroforesis, usando la
micropipeta. Se corrié la electroforesis por 40 minutos a 80 voltios. Finalmente, se
observaron las bandas en un fotodocumentador con luz ultravioleta UV y se
fotografio las bandas de acidos nucleicos excitadas por el bromuro de etidio.

4.8 Secuenciacioén

La secuenciacion de ADN es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacion del orden de los nucledtidos (A, C,GyT) en
un oligonucleotido de ADN. La secuencia de ADN constituye la informacion
genética heredable del nucleo celular, los plasmidos,
la mitocondria y cloroplastos (En plantas) que forman la base de los programas de
desarrollo de los seres vivos.

Para solicitar el servicio de secuenciacion a MACROGEN Inc. (Korea), la empresa
dispone de una pagina Web que garantiza la trazabilidad de las muestras y
permite el acceso on-line del usuario a los resultados.

4.9 Anédlisis bioinformético de datos

Las secuencias fueron editadas y ensambladas con el programa BioEdit 7.1.0: el
cual es un software para Windows 95/98. Se identificaron errores en las
secuencias bases, observados a partir de los electroferogramas (ver anexos).
Cada region de DNA evaluado fue alineado usando el programa ClustalW version
1.81, con los parametros estandar de Larkin et al., (2007) y los alineamientos
modificados manualmente fueron realizados con EditPlus Text Editor version 3.20
para Windows 7/vista/2000/2003/XP. Para la identificacion de bloques no
informativos y regiones divergentes del alineamiento, se utilizé el programa Gblock
0.91b 8 (Castresana, 2000). Cada una de las secuencias fueron revisadas en la
base de datos NCBI usando el algoritmo BLASTn para estimar el score
(puntuacion) y confirmar la especie en estudio.

Para la evaluacion de los marcadores, se usaron cinco criterios de identificacion.
1°. Se identificd los marcadores con un grado de facilidad en su amplificacién y se
seleccionaron cinco individuos por marcador para evaluar la calidad de las
secuencias.

2°. Se calculo para cada loci el nimero de haplotipos, niumero de sitios
polimorficos y la diversidad haplotipica de Nei (Nei, 1973), con el soporte del
programa DNAsp (Rozas y Rozas, 1999).

3°. Se evaluaron los modelos de sustitucion nucleotidica a partir de los individuos
gue representan las razas criollas de maiz colombianas, con el objetivo de
describir la consanguinidad existente.


https://es.wikipedia.org/wiki/T%C3%A9cnica
https://es.wikipedia.org/wiki/Bioqu%C3%ADmica
https://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
https://es.wikipedia.org/wiki/Adenina
https://es.wikipedia.org/wiki/Citosina
https://es.wikipedia.org/wiki/Guanina
https://es.wikipedia.org/wiki/Timina
https://es.wikipedia.org/wiki/Oligonucle%C3%B3tido
https://es.wikipedia.org/wiki/ADN
https://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
https://es.wikipedia.org/wiki/Pl%C3%A1smido
https://es.wikipedia.org/wiki/Mitocondria
https://es.wikipedia.org/wiki/Cloroplasto

4°, El mejor marcador con la capacidad de discriminar a nivel de grupo racial, se
construyé un é&rbol de distancia genética, con el apoyo del programa MEGA
version 5 (Tamura et al., 2011).

59, Finalmente, el marcador seleccionado como altamente informativo, se evalué
con todas las secuencias para observar su eficiencia en la discriminacion a nivel
de especies y grupo racial.

El valor de Bootstrap de apoyo (BS) para cada clado individual se calculd
mediante la ejecucion de 500 replicaciones en el arranque de los datos. Todas las
posiciones que contenian gaps o datos faltantes fueron eliminadas de la base de
datos (Figura 6). A Figura 6 resume la metodologia empleada.

Figura 6. Diagrama resumido de la metodologia utilizada en la investigacion.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Origen geogréfico de las introducciones caracterizadas

Uno de los problemas mas frecuentes en las colecciones de campo se relaciona
con el insuficiente numero de datos de pasaporte que acompafan las
introducciones (Painting et al., 1993). No contar con dicha informacién provoca un
uso ineficiente de los recursos naturales y disminuye la posibilidad de utilizar
inmediatamente el potencial de las introducciones. Una informacién precisa y
detallada por introduccion, permite utilizarlos en futuros trabajos en diferentes
areas de las Ciencias Biologicas (Tabla 7).

Tabla 7. Datos de pasaporte de las introducciones de Maiz (Zea maiz L.), utilizadas en el
estudio.

Orden Cédigo Departamento Municipio Raza Latitud  Longitud  Altitud

8 ZmColCIM20524 Putumayo Puerto Andaqui 0,12 -74,46 185
Leguizamo
9 ZmColCIM20559 Tolima San Luis Clavo 4,0721 -75,0517 435
10 ZmColCIM20566 Tolima Las Piedras Yucatan 4,3244 74,5243 387
11 ZmColCIM21636  Cundinamarca La Palma Harinoso 5,2152 74,24 1549
13 ZmColCIM3108 Cundinamarca Ubaté Pira 519 -73,49 2377
14 ZmColCIM3112 Narifio Buesaco Pira Naranja 1,23 -77,09 1646
16 ZmColCIM3121 Magdalena Giiira 10,5424 74,0247 1397
17 ZmColCIM3127 Narifio Tangua Maiz dulce 1,0552 77,2313 2515
18 ZmColCIM3131 Coérdoba Monteria Cariaco 8,43 -75,53 17
20 ZmColCIM3140  Sabana de bgta Imbricado
21 ZmColCIM3153 N. de S. Pamplona Cabuya 7,2229 -72,3915 2378
22 ZmColCIM3155 Antioquia La Ceja Montafia 6,0208 -75,2557 2144
23 ZmColCIM3164 Cauca Popayan Amagacefio 2,27 -76,36 1609
24 ZmColCIM3172 Valle Pradera Comun 3,25 -76,15 1043
26 ZmColCIM3185 Santander Charala Cacao 6,1702 -73,0905 1251
27 ZmColCIM3187 N.de S. Mutiscua Sabanero 7,1748 72,4447 2709
29 ZmColCIM3194 Atlantico Campo de la Costefio 10,2244 -74,521 9
Cruz
30 ZmColCIM3199 Magdalena Magdalena Negrito 11,3048  -72,5203 8
31 ZmColCIM3203 Magdalena Aguachica Puya 8,19 -73,38 125
33 ZmColCIM3208 N. de S. Salazar Puyagrande 7,4705 -73 796
36 ZmColCIM3219 Choco Infiernito-Rio Chococefio 5,3614 -77,0058 37
Nauca

42 ZmColCIM3106 Cundinamarca Zipaquira Pollo 5 -74 2570
54 ZmColPut007 Putumayo Sibundoy Maiz Capio 1,10365  -78,54536 2096




Con las coordinadas geograficas se construyé un mapa, mostrando la distribucion
de los materiales utilizados en el presente estudio. Se puede observar la amplia
distribucion de la especie en nuestro territorio, en diversos climas y alturas,
concordando con el trabajo de (Roberts et al., 1957) (Figura 7).
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Figura 7. Mapa de distribucion geogréfica de las 23 razas criollas en
Colombia, Capio, Pollo Chococefio, Puya Grande, Costefio, Sabanero,
Cacao, Comun, Amagacefio, Montafia, Cabuya, Imbricado, Yucatan,
Cariaco, Maiz, Dulce, Giira, Pira Naranja, Pira, Harinoso Dentado,
Clavo, Andaquiy Negrito, caracterizadas por Roberts et al. (1957).



5.2 Banco de ADN

Entre los métodos ensayados para la extraccion de ADN en maiz, el protocolo de
Doyle y Doyle (1987) modificado por CIMMYT (2006), fue el que permitio extraer
ADN de buena calidad, con una concentraciéon promedio de 50ng/ul en todas las
introducciones evaluadas (Figura 8). Esto coincide con lo reportado por Weir et al.
(1996). Wang et al. (1993), Henry (1997), Jewit et al. (1998) entre otros, que han
utiizado CTAB para aislamiento de ADN de hojas maduras para estudios de
caracterizacion de especies con la técnica RAPD (ADN Polimérfico Amplificado
Aleatoriamente).
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Figura 8. Muestras de ADN en gel de agarosa al 0.8% mediante el protocolo de Doyle y
Doyle (1987) modificado por CIMMYT (2006).

5.3 Tasa de éxito en la amplificacion por PCR

La tasa de éxito en la amplificacién por PCR de los cebadores mostré que seis de
ellos presentaron problemas en su amplificacion y no fueron tomados en cuenta
para el estudio (Tabla 8). Estos incluyen ITS4-ITS5A, Adhc-P1-Adhc-P2,
GPDX7F-GPDX9R, TabC-TabF, rpL32-R-ndhF y nadl1l-BF2-nad1-BF3. El cebador
atpB-1-rbcL-1 amplifico 22 individuos de las 23 introducciones del estudio, sin
embargo se incluyo en el estudio preliminar de amplificacion. Se observé que el
57% de los pares de cebadores evaluados produjeron productos de amplificacion.
Esto significa que la secuencia de iniciadores explorados en el estudio son
adecuados para su amplificacion (Figura 9).



Tabla 8. Regiones exploradas para maiz en el presente estudio.

Orden Cebador Amplificaciones Util
exitosas
1 rpS16x2F2- 23/23 si
trnK(UUU)x1

2 psbA3'f- trnHf 23/23 Si
3 trnL(UAG)- rpL32-F 23/23 Si
4 rbcLa- rbclLb 23/23 Si
5 ITS4- ITS5A 0/22 no
6 Adhc-P1- Adhc-P2 0/22 no
7 GPDX7F 3- GPDX9R 3 0/22 no
8 trnQ(UUG)- rpS16x1 23/23 Si
9 TabC- TabF 0/22 no
10 rpL32-R:- ndhF: 0/22 no
11 nadl-BF2- nad1-BF3 0/22 no
12 trnG2G-F- trnG-R 23/23 Si
13 atpB-1- rbcL-1 22/23 Si
14 TabE- TabF 23/23 si
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Figura 9. Resolucion electroforética de los productos amplificados
con los pares de primer evaluados en este estudio.



5.4 Prueba preliminar de variacién de secuencias

Se realiz6 una prueba preliminar enviando a secuenciar cinco introducciones por
cebador amplificado en el estudio (Tabla 9). Fueron seleccionadas en base a su
diversidad genética y geografica. Las introducciones utilizadas en esta prueba
fueron: 54ZmCapio, 21ZmCabuya, ZmMontafia, ZmAmagacefio y ZmPollo. Se
observa que el marcador atpB1-rbcL1 tiene el mayor nimero de sitios polimérficos
con 182, siendo el mas informativo entre los marcadores evaluados.
Posteriormente, este par de cebadores se evalud en las veinte y tres accesiones
utilizadas en este estudio (Tabla 9).

Tabla 9. Estadistica descriptiva para los
ocho cebadores evaluados en Z. mays.

Orden Cebador S Hd

1 rpS16x2F2 14 0,972
trnK(UUU)x1

2 psbA3'f 12 0,83
trnHf

3 trnL(UAG) 33 0,72
rpL32-F

4 rbcLa_rev 15 0,66
rbcLa_for

8 trnQ(UUG) 19 0,86
rpS16x1

12 trnG2G-F 4 0.400
trnG-R

13 atpB-1: 182  0.143

rbcL-1

14 TabE- TabF 45 0,677

S: Sitios polimérficos, Hd: Diversidad Haplotipica
5.5 Modelo de sustitucion y frecuencia nucleotidica

Para la evaluacion se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps
(huecos) y datos faltantes. En total se evaluaron 24 modelos de sustitucion
nucleotidica a partir de los 23 individuos que representan las razas criollas
colombianas. De acuerdo con los criterios de sustitucién nucleotidica, el modelo
con el puntaje mas bajo de BIC (Criterio de Informacion Bayesiana) se considera
el mas adecuado para describir la consanguinidad existente entre los individuos y
crear el arbol filogenético para la investigacion. Para nuestro estudio el modelo



T92 (Tamura 3-parameter), obtuvo un BIC de 4338,8, siendo el valor mas bajo
entre los 24 modelos evaluados.

Su frecuencia nucleotidica nos estima el contenido de adenina (A), citosina (C)
guanina (G) y tiamina (T). Para la region atpB-1-rbcL-1, se aprecié un contenido
alto de (A) y (T) con una frecuencia del 67,56 % respectivamente. Sin embargo,
para (C) y (G) se observa una frecuencia del 32,44% siendo mucho menor que la
relacion (A-T). Para la evaluacion se observlo un total de 897 posiciones en el
conjunto de datos finales (Tabla 10).

Tabla 10: Modelo de sustitucién y frecuencia nucleotidica en la region atpB-1-rbcL-1.

Orden Modelo BIC FreqA FreqT FreqC FreqG
1 T92+G+l 4338,9 0,3378 0,3378 10,1622 0,1622
2 HKY+G+l | 4356,8 0,3472 0,3284 0,1586 0,1658
3 HKY+I 4362,5 0,3472 0,3284 10,1586 0,1658
4 TN93+G+l | 4364,1 0,3472 10,3284 0,1586 0,1658
5 JC+G+I 4428 0,25 0,25 0,25 0,25
6 K2+G+l 4437,2 0,25 0,25 0,25 0,25
7 GTR+I 44474 0,3472 0,3284 10,1586 0,1658
8 T92+G 4507,2 0,3378 0,3378 0,1622 0,1622
9 HKY+G 45254 0,3472 0,3284 0,1586 0,1658
10 TN93+G 4531,6 0,3472 0,3284 10,1586 0,1658
11 GTR+G 4549,2 0,3472 10,3284 0,1586 0,1658
12 GTR+G+l | 4559,1 0,3472 10,3284 0,1586 0,1658
13 JC+G 4603,5 0,25 0,25 0,25 0,25
14 K2+G 4613 0,25 0,25 0,25 0,25
15 TNO93+I 4870,9 10,3472 0,3284 10,1586 0,1658
16 T92 4908,5 0,3378 0,3378 10,1622 0,1622
17 TO2+ 4918,4 10,3378 0,3378 10,1622 0,1622
18 HKY 4927,2 0,3472 0,3284 10,1586 0,1658
19 TN93 4930,6 0,3472 0,3284 10,1586 0,1658
20 GTR 4950,9 0,3472 10,3284 10,1586 0,1658
21 JC+I 4971,6 0,25 0,25 0,25 0,25
22 K2+I 4978 0,25 0,25 0,25 0,25
23 JC 5008 0,25 0,25 0,25 0,25
24 K2 5017,4 0,25 0,25 0,25 0,25

BIC: Bayesian Information Criterion.

Freq: Frecuencia. A: Adenina. T: Timina. C: Citocina. G: Guanina.
Abreviaciones: GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-
Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-parameter; K2: Kimura 2-
parameter; JC: Jukes-Cantor.



5.6 Analisis descriptivo

De acuerdo a la evaluacion de los marcadores, atpB-1-rbcL-1 ofrece mayor
favorabilidad al momento de realizar un estudio filogenético a nivel de especie
para Z. mays, esto en base a la facilidad de amplificacion y mayor numero de
sitios informativos respecto a los demas marcadores evaluados.

A partir de los resultados se construy6 un arbol filogenético con el marcador atpB-
1-rbcL-1 para las introducciones de Z. mays, para observar su nivel de
consanguinidad. De acuerdo al dendrograma basado en el método de Tamura 3-
parameter, se observa un patron claro de separacion a nivel de grupo racial. El
primer agrupamiento identifica un nivel de consanguinidad entre las razas
Imbricado, Pollo y Pira como individuos primitivos de acuerdo a la clasificacion de
Roberts et al. (1957). Un segundo agrupamiento asocia a las razas Clavo. Gtiirua,
Cabuya, Yucatan, Costefio y Cariaco como materiales introducidos. Por altimo, se
conformé un grupo entre las razas Maiz harinoso dentado, Puya grande,
Chocosefio, Comun, Sabanero, Montafia, Amagacefio, Pira naranja, Negrito,
Puya, Maiz Dulce, Capio y Cacao. El valor de Bootstrap para la conformacion del
arbol filogenético fue de 500 repeticiones (Figura 10).
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Figura 10. Estructura genética construida a partir del método Tamura 3 parameter,
mediante el marcador cloroplastico AtpB-1-RbcL-1.



Un trabajo hecho por Cardona (2010) utilizando la estrategia Ward-MLM (Franco et
al., 2002) clasifico los grupos raciales de acuerdo a métodos estadisticos
cuantitativos tomando como referencia el estudio de Roberts et al. (1957). Para el
estudio se realiz6 un paralelo entre los tres métodos de clasificacion en donde se
observan similitudes y diferencias entre ellos. Roberts et al. (1957) clasifican las
razas Pollo y Pira como materiales primitivos, mientras que Cardona (2010) amplia
este grupo con tres razas mas: Pollo, Pira, Pira Naranja, Clavo e Imbricado. Sin
embargo, en nuestro estudio para este grupo racial se identifica a Pollo, Pira e
Imbricado como razas primitivas.

En el segundo grupo racial, de acuerdo al primer estudio realizado a nivel de
grupo racial, Roberts et al (1957) indica siete razas: Guirda, Andaqui, Pira
Naranja, Cariaco, Clavo, Imbricado y Sabanero. Sin embargo, Cardona (2010)
conforma este grupo con igual numero de individuos (siete) pero solo dos de ellos
(Guirda y Andaqui) estdn en el mismo grupo al trabajo de Roberts et al. (1957).
Los otros cinco estan conformado por: Amagacefio, Comun, Yucatan, Cacao y
Puya Grande. En nuestro trabajo comparado con el trabajo de Roberts et al.
(1957), se tienen en comun las razas Guirda, Clavo y Cariaco. El grupo lo
completa las razas Yucatan, Costefio y Cabuya.

El tercer y ultimo grupo racial de acuerdo Roberts et al. (1957) estd conformado
por 14 razas (Montafia, Cabuya, Capio, Costeiio, Negrito, Puya, Chococefio,
Amagacefio, Comun, Yucatan, Puya grande, Cacao, Harinoso dentado, Maiz
dulce) y de acuerdo a nuestro trabajo se tiene una similaridad de 11 razas
respecto a la referencia (Tabla 10). A su vez, el estudio de Cardona (2010) solo
presentdé similaridad con cinco razas (Montafia, Capio, Negrito, Puya vy
Chococefio) (Tabla 11).

El estudio ha permitido diferenciar tres grupos, coincidiendo con los trabajos de
Roberts et al. (1957) y Cardona (2010), clasificando las introducciones de maiz de
Colombia en tres grupos raciales (Primitivas, Introducidas e Hibridas
Colombianas). Sin embargo se encuentra diferencia en la ubicacién de algunas
introducciones de maices a lo propuesto inicialmente por Roberts et al. (1957).

Tabla 11. Agrupamientos propuestos por Roberts et al. (1957) y Cardona (2010),
mediante la estrategia WardMLM, frente a los obtenidos en el estudio.

Grupo Racial  Roberts et al (1957) Cardona (2010) Estudio 2013
Raza Raza Raza
Primitivas Pollo Pollo Pollo
Pira Pira Pira
Pira Naranja Imbricado
Clavo

Imbricado




Introducidos Guirtia

Guirda Guirda
Andaqui Andaqui Cabuya
Pira Naranja Amagacefio
Cariaco Comdun Cariaco
Clavo Yucatan Yucatan
Imbricado Cacao Clavo
Sabanero Puya Grande Costefo
Hibridos Montafia Montafia Montafna
Cabuya Cabuya Pira Naranja
Capio Capio Capio
Costefio Costefio Sabanero
Negrito Negrito Negrito
Puya Puya Puya
Chococefio Chococefio Chococefio
Amagacefiio Cariaco Amagacefio
Comun Sabanero Comun
Yucatan
Puya Grande Puya Grande
Cacao Cacao

Harinoso Dentado

Maiz Dulce

Harinoso Dentado
Maiz Dulce




6. CONCLUSIONES

El analisis entre grupos raciales muestra similitudes y diferencias de acuerdo a los
estudios realizados por Roberts et al. (1957) mediante caracterizacion morfolégica
y Cardona (2010) utilizando la estrategia Ward-MLM (Franco et al., 2002). Sin
embargo se conservan los tres grupos raciales colombianos identificados
inicialmente por Roberts et al. (1957), aunque con variaciones entre las razas que
conforman los grupos.

De acuerdo a la evaluacion realizada en el estudio a nivel de marcadores
moleculares, atpB-1-rbcL-1 de origen cloroplastico, presenté eficiencia en la
identificacion a nivel de grupos raciales para Z. mays, postulando como un potente
marcador para futuros trabajos en diversidad genética para maiz.

El presente trabajo es una herramienta exploratoria y sirve como guia
metodoldgica para llegar a estudios de diversidad genética en maiz utilizando
secuencias de ADN.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Calidad de los electroferogramas utilizados en el estudio para el marcador AtpB-
1-RbcL-1.
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Anexo 2. Ensamble de las hebras complementaria para el marcador AtpB-1-Rbc-1
mediante el software Vector advance 10.3.
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Anexo 3. Correlacion entre las razas de estudio mediante distancias genéticas.

54ZmCapio

23ZmAmagaceo 0,022

21ZmCabuya 0,022 0,015

26ZmCacao 0,019 0,019 0,017

18ZmCariaco 0,026 0,018 0,017 0,017

36ZmChocoseo 0,023 0,014 0,016 0,016 0,012

09ZmClavo 0,025 0,017 0,010 0,015 0,015 0,016

24ZmComun 0,020 0,009 0,010 0,015 0,011 0,011 0,012

29ZmCosteo 0,026 0,015 0,018 0,016 0,010 0,016 0,015 0,012

16ZmGuira 0,020 0,012 0,009 0,022 0,019 0,015 0,012 0,014 0,018

20ZmImbrincado 0,026 0,015 0,014 0,014 0,014 0,012 0,014 0,006 0,015 0,018

17ZmMaizDulce 0,016 0,017 0,014 0,016 0,016 0,012 0,015 0,014 0,017 0,019 0,015

11ZmMaizHarinosoDentado 0,027 0,017 0,017 0,016 0,015 0,011 0,016 0,010 0,019 0,019 0,011 0,016

22ZmMontaa 0,020 0,010 0,018 0,017 0,022 0,018 0,018 0,014 0,019 0,019 0,019 0,018 0,018

30ZmNegrito 0,022 0,014 0,014 0,011 0,014 0,017 0,011 0,008 0,012 0,016 0,011 0,017 0,016 0,015

13ZmPira 0,027 0,019 0,018 0,018 0,012 0,016 0,020 0,016 0,015 0,025 0,017 0,012 0,017 0,020 0,018

14ZmPiraNaranja 0,026 0,017 0,018 0,018 0,016 0,018 0,018 0,012 0,017 0,019 0,017 0,019 0,018 0,022 0,009 0,020

42ZmpPollo 0,026 0,019 0,017 0,012 0,014 0,016 0,015 0,010 0,015 0,023 0,006 0,017 0,016 0,022 0,012 0,017 0,018

31ZmPuya 0,019 0,014 0,015 0,011 0,012 0,016 0,011 0,008 0,012 0,015 0,012 0,017 0,016 0,014 0,004 0,016 0,011 0,012
33ZmPuyaGrande 0,023 0,014 0,011 0,014 0,009 0,009 0,014 0,004 0,012 0,016 0,006 0,011 0,008 0,017 0,011 0,012 0,016 0,009 0,011
27ZmSabanero 0,023 0,007 0,012 0,017 0,011 0,008 0,012 0,004 0,012 0,011 0,008 0,015 0,010 0,016 0,012 0,017 0,014 0,014 0,012 0,007
10ZmYucatan 0,026 0,018 0,019 0,012 0,015 0,014 0,016 0,015 0,015 0,018 0,009 0,018 0,015 0,019 0,012 0,019 0,016 0,009 0,015 0,012 0,012

Anexo 4. Frecuencias Yy sustitucién de las acidos nucleicos para el marcador AtpB-1—
RbcL-1.

Domain: Zea mays L
TU) C A G Total T-1C-1 A-1 G-1 Pos#l

54ZmCapio 33,4 15,9 33,4 17,4 938,0 37 15,0 31,6 16,3 313,0
23ZmAmagaceo 33,9 16,4 33,6 16,1 929,0 38 158 31,6 14,8 310,0
21ZmCabuya 33,6 16,5 33,6 16,4 923,0 37 16,6 31,8 14,6 308,0
26ZmCacao 33,2 16,4 33,5 16,9 934,0 38 15,7 31,7 15,1 312,0
18ZmCariaco 34,6 15,9 33,7 15,9 940,0 38 15,9 31,5 14,3 314,0
36ZmChocoseo 34,4 16,0 33,5 16,2 934,0 38 15,7 32,4 14,1 312,0
09ZmClavo 33,6 16,1 34,1 16,2 926,0 37 15,8 32,6 14,8 310,0
24ZmComun 33,8 16,6 33,8 15,7 928,0 38 16,2 32,0 14,2 309,0
29ZmCosteo 33,8 16,6 33,7 159 923,0 38 16,3 31,3 14,7 307,0
16ZmGuira 34,3 16,3 33,2 16,1 918,0 38 16,0 31,7 14,7 306,0
20ZmImbrincado 33,4 16,6 33,9 16,1 930,0 37 16,4 31,8 14,5 311,0
17ZmMaizDulce 33,7 16,6 33,3 16,4 918,0 36 16,7 32,0 15,0 306,0
11ZmMaizHarinosoDentado = 34,4 15,9 33,9 15,9 933,0 37 16,1 32,8 14,5 311,0
22ZmMontaa 33,8 16,5 33,2 16,6 930,0 38 15,6 31,6 14,7 307,0
30ZmNegrito 33,4 16,4 34,0 16,2 934,0 38 16,0 31,6 14,7 313,0
13ZmPira 33,9 16,6 33,4 16,1 917,0 37 17,3 32,0 14,1 306,0
1l4ZmPiraNaranja 33,9 16,4 34,3 154 939,0 38 16,1 32,3 13,9 316,0
42ZmPollo 33,2 16,1 34,5 16,3 940,0 38 15,6 32,4 14,3 315,0
31ZmPuya 33,5 16,6 34,1 158 928,0 38 16,1 31,8 14,1 311,0
33ZmPuyaGrande 33,5 16,4 34,1 16,0 938,0 37 16,3 32,3 14,4 313,0
27ZmSabanero 34,3 16,4 33,4 159 922,0 38 16,3 31,7 14,4 306,0
10ZmYucatan 34,1 16,2 33,8 16,0 927,0 39 155 31,6 14,2 310,0

Awg. 33,8 16,3 33,7 16,2 929,5 37 16,0 31,9 14,6 310,3



Anexo 5. Protocolo de extraccion de (Doyle y Doyle, 1987 a base de CTAB 1%,
modificado por el CIMMYT, 2006).

1 Calentar la solucién de amortiguadora CTAB a 65°C.

2. Colocar 50 mg de tejido liofilizado y molido en un tubo de 2 ml (como se utilizd
un tubo de 1.5 ml, se redujeron todos los volimenes en un 25%).

3. Agregar 750 ul de la solucion amortiguadora CTAB. Mezclar por inversion, para
homogenizar el tejido con la solucién amortiguadora.

4 Incubar y mover los tubos con suavidad en un agitador de balance en un horno a
65°C durante 90 minutos.

5 Retirar los tubos del horno y enfriar durante 5-10 minutos a temperatura ambiente.

6 Agregar 375 ul de fenol cloroformo alcohol isoamilico (FCI, 24:24:1). Agitar los tubos
por inmersién durante 10 minutos a temperatura ambiente.

7 Centrifugar a 13.200 rpm a temperatura ambiente por 5 minutos para formar una
fase acuosa (liquido de color amarillo) y una fase orgénica (color verde oscuro).

8 Recuperar aproximadamente 563 ul de la fase acuosa y vaciela en un tubo nuevo
de 1.5 ml.

9 Agregar 375 ul de cloroformo alcohol isoamilico (C:l, 24:1). Agitar los tubos por
inversién durante 5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 13.200 rpm
durante 5 minutos.

10 Recuperar la fase acuosa en un tubo nuevo.

11 Agregar 1 volumen de isopropanol al 100% previamente enfriado en un
refrigerador a -20°C. Mezclar por inversién para favorecer la precipitaciéon del DNA e
incubar por 1 hora a -20°C. Paso opcional: incubar las muestras a -20°C durante toda
la noche, sobre todo si no es visible el DNA precipitado.

12 Centrifugar a 13.200 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos para
precipitar y formar la pastilla de DNA en el fondo del tubo. Desechar el isopropanol por
decantacion.

13 Agregar 750 ul de etanol al 75%. Lavar suavemente la pastilla de DNA. Desechar
el alcohol por decantacion. Dejar que el alcohol se seque a temperatura ambiente
hasta que la pastilla se seque. Si todavia se siente olor a alcohol, esto indica que la
pastilla no esta completamente seca.



14 Resuspender la pastilla en 50 ul de TE1X

15 Adicionar 0.5 ul de RNAsa a cada muestra e incubar a 37°C durante 30 minutos,
agitandolos periédicamente.

16 Almacenar a -20°C para sus posteriores usos.



