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Resumen

Se exploro en forma preliminar la diversidad genética existente en las 23 razas de maiz criollo
e indigena descritas para Colombia por Roberts y colaboradores (1957), para el efecto se eva-
luaron 28 cebadores nucleares y cloroplasticos. Catorce de ellos amplificaron en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y fueron enviados para secuenciar a Macrogen Inc. (Corea).
Mediante programas bioinformaticos (BioEdit 7.1.0, ClustalW version 1.81, EditPlus Text Edi-
tor version 3.20 y Gblock 0.91b 8) se encontré que ocho de estos cebadores presentaron un
nivel alto de polimorfismo. La region genomica cloroplastica AtpB-1-RbcL-1 mostro el mayor
polimorfismo y por tanto se utilizé para evaluar 23 materiales representativos de las 23 razas
conservadas en el Banco de Germoplasma del CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento
de Maiz y Trigo) en México. Con el analisis de secuencias se revalidaron y confrontaron los
grupos raciales obtenidos en el presente estudio —tres razas primitivas, siete razas probable-
mente introducidas, y 13 razas hibridas colombianas— con aquellos establecidos por Roberts
y colaboradores, en los cuales se encontraron dos razas primitivas, nueve probablemente
introducidas y 12 hibridas colombianas y con los grupos establecidos por Cardona (2010)
utilizando la metodologia Ward-MLM para los mismos caracteres descritos por Roberts et
al. (1957), donde se encontraron cinco razas primitivas, siete probablemente introducidas y
nueve hibridas colombianas. Con base en lo anterior, en el presente trabajo se hizo un aporte
metodologico para revalidar datos historicos y redefinir grupos raciales.

Palabras clave: ADNcp, diversidad genética, Zea mays L., razas criollas, Colombia.

Abstract

In order to preliminarily explore the genetic diversity in the 23 Colombian races of maize
described by Roberts and co-workers (1957), this study evaluate 28 nuclear and chloroplast
primers. Of these, 14 amplified in the PCR, which were sent to sequencing to Macrogen Inc.
(Korea). Bioinformatics programs revealed that six of these primers had a high level of poly-
morphism. It was considered that the genomic chloroplast region atpB-rbcL-1-1 showed the
highest polymorphism, therefore was used to evaluate 23 materials, representative of the 23
races, stored in the CIMMYT germplasm bank, Mexico. By analyzing sequences we could de-
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fend and confront racial groups obtained in the present study (‘primitive races’ three, ‘probably
introduced’ seven, ‘Colombian hybrid’, 13) with those established by Roberts and co-workers
at 50, 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: cpDNA, genetic diversity, Zea mays L. maiz criollo, razas criollas, Colombia.

Introduccion

La alta diversidad de los maices en Su-
rameérica guarda relacion con su geografia
e historia. El desarrollo de las culturas de
los diferentes pueblos americanos, sus mi-
graciones, el descubrimiento de Ameérica y
el subsiguiente movimiento de europeos,
fueron factores decisivos en la creacion de la
diversidad del germoplasma de maiz (Good-
man y Bird, 1977).

Los continuos intercambios de genes
entre las poblaciones, la posterior seleccion
tanto natural como por el hombre, han man-
tenido activo el proceso de diversificacion
mediante el cual se han seleccionado y modi-
ficado caracteristicas genotipicas que dieron
formacion a nuevas poblaciones adaptadas
a diversos climas y tipos de suelos. Sanchez
et al. (2000) proponen que la interaccion
ambiente x genotipo y el aislamiento geo-
grafico también favorecieron la distribucion
geografica de nuevas variantes de maiz, prin-
cipalmente en las regiones altas (Roberts et
al., 1957).

Anderson y Cutler (1942) propusieron
una clasificacion natural de la diversidad
racial del maiz e introdujeron el concepto
de raza como el conjunto de individuos
con un numero suficiente de caracteres
en comun que permite su reconocimiento
como grupo.

En Colombia se han identificadas 23
razas de maiz, agrupadas en tres categorias
en relacion con su origen probable, reconoci-
das por Roberts et al. (1957). Se definen dos
razas primitivas, nueve razas probablemente
introducidas y 12 razas hibridas originadas
en Colombia. Estos autores identificaron,
ademas, cuatro factores de evolucion que
contribuyeron a la formacion de dichas razas:
aislamiento geografico, hibridacion interra-

cial, hibridacion con maices contaminados
con teocintle procedentes de México, e hi-
bridacion de maiz con su pariente silvestre
Tripsacum.

Actualmente, factores como el cambio de
uso del suelo en funcion del mercado, éxodos
de poblacion debidos a fenémenos sociales y
naturales, la ausencia de programas publicos
de conservacion in situ, y algunos eventos
relacionados con los procesos evolutivos
propios de especies panmiticas como deriva
genética, mutaciones o hibridacién con ma-
teriales mejorados, posiblemente favorecieron
una redistribucion geografica o la pérdida en
su diversidad genética de las razas identifi-
cadas por Roberts et al. (1957).

Los analisis moleculares con secuencias
de ADN en maiz criollo e indigena colombiano
son escasas. Para el analisis de la diversidad
genética, Penaranda et al. (2005) realizaron
una caracterizacion molecular con marca-
dores de tipo SSR de 22 accesiones criollas
colombianas de maiz, para determinar los
contenidos de aceite en grano.

El objetivo principal en este trabajo fue
evaluar una metodologia para estudiar la
diversidad genética en maiz criollo colom-
biano, con una técnica molecular a partir de
una region genémica de alto polimorfismo, y
revalidar los grupos raciales propuestos por
Roberts et al. (1957) y Cardona (2010).

Materiales y métodos

Se utilizaron accesiones representativas de
las 23 razas caracterizadas por Roberts et al.
(1957) en el territorio colombiano (Cuadro 1,
Figura 1). Las semillas de estas accesiones
fueron tomadas de las colecciones almacena-
das en el Banco de Germoplasma del Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT) en México.
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Cuadro 1. Datos de pasaporte de las introducciones de maiz (Zea mays L.) utilizadas en el estudio.

Orden Grupo racial Departamento Municipio Raza Latitud Longitud Altitud
(m.s.n.m.)
Primitivas Cundinamarca Ubaté Pira 5,19 -73,49 2377
2 Cundinamarca Zipaquira Pollo 5 -74 2570
3 Probable- N. Santander Mutiscua Sabanero 7,1748 -72,4447 2709
mente
4 introducidas Putumayo Puerto Legui- Andaqui 0,12 -74,46 185
zamo
Tolima San Luis Clavo 4,0721 -75,0517 435
Cundinamarca La Palma Harinoso Den- 5,2152 -74,24 1549
tado
Narifio Buesaco Pira Naranja 1,23 -77,09 1646
Magdalena Guirua 10,5424 -74,0247 1397
Narifio Tangua Maiz Dulce 1,0552 -77,2313 2515
10 Coérdoba Monteria Cariaco 8,43 -75,53 17
11 Sabana Bo- Imbricado
gota
12 Hibridas N. Santander =~ Pamplona Cabuya 7,2229 -72,3915 2378
13 colombianas Antioquia La Ceja Montana 6,0208 -75,2557 2144
14 Cauca Popayan Amagaceno 2,27 -76,36 1609
15 Valle Pradera Comun 3,25 -76,15 1043
16 Santander Charala Cacao 6,1702 -73,0905 1251
17 Tolima Las Piedras Yucatan 4,3244 -74,5243 387
18 Atlantico Campo de la Costeno 10,2244 -74,521 9
Cruz
19 Magdalena Magdalena Negrito 11,3048 -72,5203 8
20 Cesar Aguachica Puya 8,19 -73,38 125
21 N. Santander  Salazar Puyagrande 7,4705 -73 796
22 Choco Infiernito-Rio Chococeno 5,3614 -77,0058 37
Nauca
23 Putumayo Sibundoy Maiz Capio 1,10365 -78,54536 2096

La produccion de plantulas se realizo en
el Laboratorio de Citogenética y el estudio
molecular en el Laboratorio de Biologia Mole-
cular de la Universidad Nacional de Colombia
sede Palmira. Para el efecto se utilizaron 20
semillas por accesion, las cuales se colocaron
a germinar en papel peridodico y agua. Cinco
dias después de la germinacion se extrajo el
ADN de hojas jovenes poco desarrolladas. La
extraccion se realiz6 mediante los métodos
propuestos por Dellaporta et al. (1983) modi-
ficado por el Laboratorio de Biologia Molecu-
lar de la Universidad Nacional sede Palmira,
Doyle y Doyle (1987) modificado por CIMMYT
(1996), Fulton et al. (1995), y el kit dNTPs
Promega de extracciéon de ADN para plantas,
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no obstante el método de Doyle y Doyle (1987)
modificado por CIMMYT (2006) fue el que
permitio extraer ADN de buena calidad, con
una concentracion, promedio de S0ng/ul en
todas las introducciones evaluadas.

Para evaluar la cantidad y la calidad del
ADN se prepararon geles de agarosa al 0.8%
corridos en tampéon TBE 0.5X (Tris-borato
0045M; EDTA 0.001M) y tenniidos con bromu-
ro de etidio a una concentracién final de 0.5
ng/ml. Las concentraciones se determinaron
por comparacion de concentraciones de ADN
del bacteriofago Lambda a 30, 60 y 90 ng/
ul. Se efectudé una base de datos computari-
zada donde se registr6 la mayor cantidad de
informacioén disponible.
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Figura 1. Razas de maiz criollo e indigena en Colombia (Roberts et al., 1957). a. Pira; b. Pollo; c. Pira naran-
ja; d. Negrito; e. Amagacefio; f. Cabuya; g. Imbricado; h. Maiz Dulce; i. Montafia; j. Sabanero;
k. Guirua; 1. Cariaco; m. Comun; n. Cacao; o. Costefio; p. Puya; q. Puya Grande; r. Chococefio;
s. Andaqui; t. Clavo; u. Yucatan; v. Maiz Harinoso Dentado; x. Capio. (Fotos: Autores).

Para la estandarizacion de las condiciones
de cada uno de los marcadores, se preparo
una mezcla de reactivos en un tubo estéril de
microcentrifuga (1.5 ml) para un volumen final
de 25 ul. Se utilizaron 2 ul de ADN genémico
a 50 ng/ul para la PCR con concentraciones

finales de tampoén taq 1X, dNTPs 0.2 mM,
cebador F Y R 0,1uM, MgCl, de 3 mM, y 2.5
unidades de Taq polimerasa (Cuadro 2). Para
la amplificacion de los cebadores utilizados en
el estudio, se manej6é la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Volumen de cocteles para PCR.

Muestra [ ] inicial [] final Volumen Total
(ul) (ul * n)
TAQ S5u / ul 1,25 Mm 0.25 2.5
dNTP’s 1,25 mM 0.2 mM 4 40
MgCL, 25 mM 3 mM 3 30
Cebador F 10 uM 0,1 uM 0.25 2.5
Cebador R 10 uM 0,1 uM 0.25 2.5
Buffer TAQ 10X 1X 2.5 25
H,0 — — 13.75 137.5
DNA 10 - 100 ng/ul 10 - 100 ng/ul 1 —
Vol. total — — 25 240
TAQ = Thermus aquaticus (polimerasa Taq), dNTPs= desoxirribonucleétidos trifosfato.
MgCl2 = Cloruro de magnesio Cebador F: forward. R: reverse.
Cuadro 3. Cebadores 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 CAGTTC CAAAAAAACGTA
4 rbcLa_rev GTA AAATCA AGT CCA CCY CG Kress et al. 2005
rbcLa_for ATG TCA CCA CAAACAGAG ACT AAAGC
5 ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC Whithe et al. 1990
ITS5A CCT TAT CAT TTA GAG GAA GGA G
6 Adhc-P1 CTGCKGTKGCATGGGARGCAGGGAAGCC Small et al. 1998
Adhc-P2 GCA CAG CCACACCCCAACCCTG
7 GPDXT7F 3 GATAGATTTGGAATTGTTGAGG Strand et al. 1997
GPDX9R 3 AAGCAATTCCAGCCTTGG
8 trnQ(UUG) GCG TGG CCA AGY GGT AAG GC Shaw et al. 2007
rpS16x1 GTT GCT TTY TAC CACATCGTITT
9 TabC AAT TAG CGA CGG ACG CTA CG Taberlet et al. (1991)
TabF ATT ACT TGA GCA AG ACG GGT
10 rpL32-R: CCAATATCCCTTYYTTIT 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 GAACCCGCATC
13 atpB-1: ACATCKARTACKGGACCAATAA
rbeL-1 AACACCAGCTTTRAATCCAA
14 TabE GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC
TabF ATT ACT TGA GCA AG ACG GGT
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Para la visualizacion de los productos
PCR bajo luz ultravioleta se utilizé gel de
agarosa a una concentracion de 1.2% teni-
do 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 pre-
paro el soporte del gel con cinta adhesiva,
sellando los lados abiertos con refuerzos en
los margenes inferiores y las esquinas del
soporte del gel. Se adicionod 1.2 g de agarosa
por 150 ml de volumen de TBE 0.5X reque-
rido. Se llevé al microondas hasta que la
solucion quedo disuelta completamente y se
agrego (1ul) de bromuro de etidio por cada
100 ml de solucién de agarosa preparada.
A continuacioén se enfrié hasta que polime-
rizara en la cabina extractora de gases. Se
adiciono la mezcla DNA + buffer de corri-
da dentro de los pozos del gel sumergidos
en la camara de electroforesis. Se corrio
la electroforesis por 40 min a 80 voltios.
Finalmente, se observaron las bandas en
un foto-documentador con luz ultravioleta
UV y se tomaron fotos a las bandas de aci-
dos nucleicos excitadas por el bromuro de
etidio. La secuenciacion fue realizada en
Macrogen Inc. (Corea) conjuntamente con
la purificacion del ADN.

Para el analisis bioinformatico, las se-
cuencias fueron editadas y ensambladas
con el programa BioEdit 7.1.0, un software
para Windows 95/98. Cada region de ADN
evaluada fue alineada usando el programa
ClustalW version 1.81, con los parametros
estandar de Larkin et al. (2007). Los alinea-
mientos modificados manualmente fueron
realizados con EditPlus Text Editor version
3.20 para Windows 7 /vista/2000/2003 /XP.
Para la identificacion de bloques no informa-
tivos y regiones divergentes del alineamiento,
se utilizo el programa Gblock 0.91b 8 Cas-
tresana (2000). Cada una de las secuencias
fueron revisadas en la base de datos NCBI
con el algoritmo BLASTn para estimar el
‘score’ (puntuacion) y confirmar la especie
en estudio.

Para la evaluaciéon de los marcadores se
usaron cinco criterios: (1) se identificaron los
marcadores con un grado de facilidad en su
amplificacion y se seleccionaron S individuos
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por marcador, para evaluar la calidad de las
secuencias; (2) se calcul6 para cada locus
el numero de haplotipos, numero de sitios
polimorficos y la diversidad haplotipica de
Nei (Nei, 1973), con el soporte del programa
DNAsp (Rozas y Rozas, 1999); (3) se evalua-
ron los modelos de sustituciéon nucleotidica
a partir de los individuos que representan
las razas criollas de maiz colombianas, con
el objetivo de describir la consanguinidad
existente; (4) con el mejor marcador en la
capacidad de discriminar a nivel de grupo
racial se construyo un arbol de distancia
genética, con el apoyo del programa MEGA
version S (Tamura et al., 2011); y (5) el mar-
cador seleccionado como altamente infor-
mativo, se evalué con todas las secuencias
para observar su eficiencia en la discrimi-
nacion de especies y grupo racial. El valor
de Bootstrap de apoyo (BS) para cada clado
individual se calcul6 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.

Resultados y discusion

Entre los métodos ensayados para la extrac-
cion de ADN en maiz, el de Doyle y Doyle
(1987) modificado por CIMMYT (2006) per-
miti6 extraer ADN de buena calidad, con una
concentracion promedio de 50 ng/ul para
todos los materiales evaluados. Esto coinci-
de con lo reportado por Wang et al. (1993),
Weir et al. (1996), Henry (1997), Jewit et al.
(1998) entre otros, que han utilizado CTAB
para aislamiento de ADN de hojas maduras
para estudios de caracterizacion de especies
por RAPD.

La tasa de éxito en la amplificacién por
PCR de los cebadores mostré que seis de ellos
presentaron problemas en su amplificacion.
Estos incluyen: ITS4-ITS5A, Adhc-P1-Adhc-P2,
GPDX7F-GPDXO9R, TabC-TabF, rpL32-R-ndhF
y nad1-BF2-nad 1-BF3. Amplificaron los ceba-
dores rpS16x2F2-trnK(UUU)x, psbA3’f-trnHf,
trnL(UAG)-rpL32-F, rbcLa-rbcLb, trnQ(UU-
G)-rpS16x1, trnG2G-F-trnG-R, TabE-TabF y
atpB-1-rbcL-1 (Figura 2).
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MP O29E O31E O34E O35E O039E O41E O44E OS55E 133E TE O029F 031F O034F O35F O39F 041F 044F O55F 133F

MP 029G 031G 034G 035G 039G041G 044G 055G 133G TG 029H O031H 034HO35H 039H 041H 044H O55H

Figura 2. Resolucion electroforética de los productos amplificados con los pares de primers evaluados en este estudio; el

marcador de peso fue de 100 pb.

Prueba preliminar de variacion de
secuencias

La estadistica descriptiva para los ocho ceba-
dores evaluados se presenta en el Cuadro 4. El
marcador AtpB-1-RbcL-1 present6 el mayor

numero de sitios polimorficos (182), siendo
el mas informativo entre los evaluados. Pos-
teriormente, con este par de cebadores se
hicieron las evaluaciones en las 23 accesiones
utilizadas en este estudio.

Cuadro 4. Estadistica descriptiva para los ocho cebadores evaluados en Zea mays L.

Orden Cebador S Hd

1 rpS16x2F2-trnK(UUU)x1 4 0.972
2 PpsbA3’f-trnHf 12 0.83
3 trnL(UAG)-rpL32-F 33 0.72
4 rbcLa_rev-rbcLa_for 15 0.66
8 trnQ(UUG)-rpS16x1 19 0.86
12 trnG2G-F-trnG-R 4 0.400
13 AtpB-1- RbcL-1 182 0.143
14 TabE-TabF 45 0.677

S: Sitios polimoérficos, Hd: Diversidad haplotipica.

Modelo de sustitucion y frecuencia
nucleotidica

Para la evaluacion se eliminaron todas las
posiciones que contienen ‘gaps’ (vacios) y
datos faltantes. En total se evaluaron 24
modelos de sustitucion nucleotidica a partir
de los representantes de las razas colombia-
nas de maiz. De acuerdo con los criterios
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de sustitucién nucleotidica, el modelo con
el puntaje mas bajo de BIC (Criterio de In-
formacién Bayesiana) se considera el mas
adecuado para describir la consanguinidad
existente entre los individuos y crear el
arbol filogenético para la investigacion. En
este estudio el modelo T92 (Tamura 3-pa-
rameter) obtuvo un BIC de 4338.8, siendo



el valor mas bajo entre los 24 modelos
evaluados.

La frecuencia nucleotidica estima el con-
tenido de adenina (A), citosina (C) guanina (G)
y tiamina (T). Para la region AtpB-1-RbcL-1
se observo un contenido alto de (A) y (T) con
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una frecuencia del 67.56%, respectivamente.
Sin embargo, para C y G se consider6é una
frecuencia del 32.44% siendo menor que la
relacion (A-T). Para la evaluacion se estimo
un total de 897 posiciones en el conjunto de
datos finales (Cuadro 5).

Cuadro 5. Modelo de sustitucién y frecuencia nucleotidica en la region AtpB-1-RbcL-1.

Orden Modelo BIC Freq A Freq T Freq C Freq G
1 T92+G+I 4338.9 0.3378 0.3378 0.1622 0.1622
2 HKY+G+I 4356.8 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
3 HKY+I 4362.5 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
4 TN93+G+I 4364.1 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
5 JC+G+I 4428 0.25 0.25 0.25 0.25
6 K2+G+I 4437.2 0.25 0.25 0.25 0.25
7 GTR+I 4447 .4 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
8 T92+G 4507.2 0.3378 0.3378 0.1622 0.1622
9 HKY+G 4525.4 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
10 TN93+G 4531.6 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
11 GTR+G 4549.2 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
12 GTR+G+I 4559.1 0.3472 0.3284 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 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
16 T92 4908.5 0.3378 0.3378 0.1622 0.1622
17 T92+1 4918.4 0.3378 0.3378 0.1622 0.1622
18 HKY 4927.2 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
19 TN93 4930.6 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
20 GTR 4950.9 0.3472 0.3284 0.1586 0.1658
21 JC+I 4971.6 0.25 0.25 0.25 0.25
22 K2+1 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.

Abreviaturas: GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei;
T92: Tamura 3-parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor.

Analisis descriptivo

De acuerdo con la evaluacion de los marca-
dores, AtpB-1-RbcL-1 ofreci6 mayor favora-
bilidad al momento de realizar un estudio
filogenético a nivel de especie para Z. mays,
esto con base en la facilidad de amplificacion
y mayor numero de sitios informativos res-
pecto a los demas marcadores evaluados. Se
construyo un arbol filogenético para observar
el nivel de consanguinidad. Segun el den-
drograma, basado en el método de Tamura

3-parameter, se observo un patroén claro de
separacion a nivel de grupo racial, conside-
rando los tres grupos raciales propuestos por
Roberts et al. (1957): ‘Primitivas’, ‘Probable-
mente Introducidas’ e ‘Hibridas Colombianas’
(Figura 3); no obstante, se encontro diferencia
en la ubicacién de algunas introducciones
de maices a lo propuesto inicialmente por
Roberts et al. (1957).

El primer agrupamiento identific6 un
nivel de consanguinidad entre Imbricado,
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Pollo y Pira, clasificandolas como primitivas.
Un segundo agrupamiento asocié a Clavo,
Guirua, Cabuya, Yucatan, Costeno y Caria-
co como razas probablemente introducidas.
Por ultimo, se conformo un grupo entre maiz
Harinoso Dentado, Puya Grande, Chococeno,

a7
il Jl 42ZmPollo Razas primitivas
o M 09ZmClavo i
w 16ZmGuira
1 Razas
- 10ZmYucatan i‘:\"t"rgzz'ceidmai"te
s 29ZmCostefio
2 18ZmCariaco J
85 11ZmMaizHarinosoDentado
51 36ZmChocosefio
0 33ZmPuyaGrande
1 | 2TZmSabanero
3 24ZmComun
o 58 22ZmMontafia Razas hibridas
23ZmAmagacefio colombianas
81 14ZmPiraNaranja
50 30ZmMNegrito
MMZmPuya
51 1TEZEmMaizDulce
S4ZmCapio
o0z

Comun, Sabanero, Montana, Amagaceno,
Pira Naranja, Negrito, Puya, Maiz Dulce, Ca-
pio y Cacao como razas hibridas colombianas.
El valor de Bootstrap para la conformacion
del arbol filogenético fue de S00 repeticiones
(Figura 3).

Figura 3. Estructura genética construida a partir del método Tamura 3 parameter, mediante la regiéon

cloroplastica AtpB-1-RbcL-1.

Cardona (2010) utilizando la estrategia
Ward-MLM (Franco y Crossa 2002), clasifico
los grupos raciales de acuerdo con métodos
estadisticos cuantitativos tomando como
referencia el trabajo de Roberts et al. (1957).
El presente estudio contrasto las tres clasifi-
caciones, en donde se observan similitudes y
diferencias. Roberts et al. (1957) clasificaron
las razas Pollo y Pira como primitivas, mien-
tras que Cardona (2010) amplié este grupo
con tres razas mas: Pira Naranja, Clavo e Im-
bricado; sin embargo, en el presente estudio
se identificaron Pollo, Pira e Imbricado como
razas primitivas (Cuadro 5).

En el segundo grupo racial, de acuerdo
con Roberts et al. (1957), siete razas son pro-
bablemente introducidas: Guirta, Andaqui,
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Pira Naranja, Cariaco, Clavo, Imbricado y Sa-
banero. Cardona (2010), por otra parte, con-
forma este grupo con igual nimero de razas
(7), pero s6lo dos (Gliirda y Andaqui) estan
en el mismo grupo propuesto por Roberts et
al. (1957). Las otras cinco estan conformadas
por Amagaceno, Comun, Yucatan, Cacao y
Puya Grande. En este trabajo, comparado con
el trabajo de Roberts et al. (1957), se tienen
en comun las razas Guirua, Clavo y Cariaco.
El grupo lo completan las razas Yucatan,
Costenio y Cabuya (Cuadro 5).

El tercer y ultimo grupo racial, de acuer-
do con Roberts et al. (1957), esta conformado
por catorce razas (Montana, Cabuya, Capio,
Costeno, Negrito, Puya, Chococenno, Amaga-
ceno, Comun, Yucatan, Puya grande, Cacao,



Harinoso Dentado, Maiz Dulce) y de acuerdo
con este trabajo se tiene una similaridad de
once razas con respecto a la referencia. A su

Estudio molecular preliminar de accesiones de maiz (Zea mays L.) criollo
e indigena Colombiano, utilizando una regién de ADN cloroplastico

vez, el estudio de Cardona (2010) solo pre-
sent6 similaridad con cinco razas (Montana,
Capio, Negrito, Puya y Chococenio) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Agrupamientos propuestos por Roberts et al. (1957) y Cardona (2010), mediante la estrategia WardMLM, frente a

los obtenidos en el estudio con CpDNA.

Grupo Racial Roberts et al. (1957) Cardona (2010) cpDNA
(razas) (razas) (razas)
Primitivas Pollo Pollo Pollo
Pira Pira Pira
— Imbricado Imbricado
— Pira Naranja —
— Clavo —
Probablemente Clavo — Clavo
introducidas Guirta Guirua Guirta
Andaqui Andaqui —
Pira Naranja — —
Cariaco — Cariaco
Imbricado — —
Sabanero — —
— Amagaceno —
— Comun —
— Yucatan Yucatan
— Cacao —
— — Costefio
— — Cabuya
— Puya Grande —
Hibridas Montana Montana Montana
colombianas Cabuya Cabuya —
Capio Capio Capio
Costeno Costeno —
Negrito Negrito Negrito
Puya Puya Puya
Chococeno Chococeno Chococeno
Yucatan — —
— — Pira Naranja
— Sabanero Sabanero
Amagaceno — Amagaceno
Comun — Comun
Puya Grande — Puya Grande
Cacao — Cacao
Harinoso Dentado — Harinoso Dentado
Maiz Dulce — Maiz Dulce
— Cariaco -
Conclusiones inicialmente por Roberts et al. (1957), aun-

El analisis entre grupos raciales mostro
similitudes y diferencias de acuerdo con
los estudios realizados por Roberts et al.
(1957) mediante caracterizacion mor-
foloégica y Cardona (2010) utilizando la
estrategia Ward-MLM (Franco y Crossa
2002). Sin embargo, se conservan los tres
grupos raciales colombianos identificados

que con variaciones entre las razas que
conforman los grupos.

Segun la evaluacion realizada en el estu-
dio a nivel de marcadores moleculares,
AtpB-1-RbcL-1 de origen cloroplastico,
presento eficiencia en la identificacion a
nivel de grupos raciales, demostrando ser
un potente marcador para futuros trabajos
en diversidad genética para maiz.

81



Acta Agronémica. 64 (1) 2015, p 72-82

Agradecimientos

A los doctores Suketoshi Taba (CIMMYT, Mé-
xico) y Luis Alberto Narro (CIMMYT Surameé-
rica), Jaime Eduardo Munoz (UN-Palmira).

Referencias

Anderson E. y Cutler H. C. 1942. Races of Zea mays
L.: I. Their recognition and classification. Ann.
Missouri Bot. Gard. 29:69 - 89.

Cardona, J. O. 2010. Analisis de diversidad genéti-
ca de las razas colombianas de maiz a partir de
datos Roberts et al. (1957) usando la estrategia
Ward-MLM. CienciAgro 2(1).

Castresana J. 2000. Selection of conserved blocks
from multiple alignments for their use in phylo-
genetic analysis. Mol. Biol. Evol. CIMMYT (Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo).
2006. Protocolos de laboratorio: Laboratorio de
Genética Molecular Aplicada del CIMMYT. Tercera
edicion. México, D.F.: CIMMYT.

Dellaporta S. L.; Wood J. J. y Hicks, J. B. 1983. A
plant DNA minipreparation: Version II. Plant Mol.
Biol. Rep. 1(14):19 - 21.

Doyle, J. J. y Doyle J. L. 1987. A rapid DNA isolation
procedure for small quantities of fresh leaf tissue.
Phytochem. Bull. 19:11 - 15.

Franco, J. y Crossa, J. 2002. The modified location
model for classifying genetics resources: 1. As-
sociation between categorical and continuous
variables. Crop Sci. 42:1719 - 1726.

Fulton, T. M.; Chunwongse, J.; y Tanksley, S .D.
1995. Micropep protocol for extraction of DNA
from tomato and other herbaceous. Plant Mol.
Biol. Rep. 13 (3):207 - 209.

Goodman M. M. y Bird R. M. 1977. Races of maize IV:
tentative groupings of 219 latin american races.
Econ. Bot. 31:204 - 221.

Henry, R. J. 1997. Useful routine protocols in plant
molecular biology. En: Practical applications
of plant molecular biology. Chapman and Hall,
Londres.

Jewit, S.; Puddephat, I.; Coveney, J.; Davey, M. R.;
Alderson, P. G.; Lowe K. C.; y Power, J. B. 1998.

82

Extraction of Quercus DNA from leaves is suit-
able for RAPD-PCR studies. The biotechnology
towards the millennium. CAB Abstracts (1998).
p- 351 - 357.

Larkin, M. A. et al. 2007. Clustal W and Clustal X
version 2.0 In: Bioinformatics. Bd. 23, S. 2947
- 2948

Nei, M. 1973. Analysis of gene diversity in subdivided
populations. Proceedings of the Natural Academy
of Sciences. EE.UU. 70:3321 - 3323.

Pefiaranda, M. y Navas, A. 2005. Caracterizacion
molecular y evaluacién bioquimica de cultivares
colombianos y germoplasma elite de maiz segun
contenido de aceite Programa Nacional de Recur-
sos Genéticos y Biotecnologia Vegetal. Corpora-
cion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(Corpoica). C. I. Tibaitata, Bogota.

Rozas, J. y Rozas, R. 1999. DnaSP, Version 3: An
integrated program for molecular population
genetics and molecular evolution analysis. Bioin-
formatics 15:174 — 175.

Roberts, L. M.; Grant, U. J.; Ramirez, R. E.; Ha-
theway, W. H.; Smith, D. L.; y Mangelsdorf, P. C.
1957. Razas de maiz en Colombia. Departamento
de Investigacion Agricola (DIA). Colombia. Minis-
terio de Agricultura. Editorial Maxima. Bogota.
Bol. Tec. No. 2.

Sanchez, G.; Stuber, C. W.; y Goodman, M. M. 2000.
Isozymatic diversity of the races of maize of Ame-
ricas. Maydica 45:185 - 203

Tamura, K.; Peterson, D.; Peterson, N.; Stecher, G.;
Nei, M.; y Kumar, S. 2011. MEGAS: Molecular
evolutionary genetics analysis using maximum
likelihood, evolutionary distance, and maximum
parsimony methods. Mol. Biol. Evol. 28:2731 -
2739.

Wang, H.; Meiging, Q. A.; y Cutler, J. 1993. A sim-
ple method of preparing plant simples for PCR.
Nucleic Acids. Res. 21:4153 - 4154.

Weir, B. R.; Pierre, P.; y Chibbar, N. 1996. Isola-
tion of DNA for RAPD. Analysis from leaves of
the saskatoon (Amelanchier alnifolia Nutt) and
other horticultural crops. Can. J. Plant Sci.
76:819 - 824.



