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Resumen

El objetivo del trabajo fue determinar la diversidad genética una poblaciéon de maiz
criollo (Zea mays L.) en Tierralta Coérdoba—Colombia usando marcadores
microsatélites. Se tomaron muestras de 30 accesiones de Z. mays, las cuales fueron
deshidratadas con silica gel. La extraccion de ADN fue realizada con el kit de
extraccion Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA). El estudio de la
diversidad se realiz6 utilizando 12 marcadores microsatélites. Los productos de PCR
se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 8%, revelados
mediante tincién con nitrato de plata. Todos los microsatélites mostraron un alto grado
de polimorfismo. Se detectaron entre 2 y 12 alelos, con un promedio de 5.83 y un total
de 70 alelos. El numero efectivo de alelos promedio fue de 3.5. Los valores del PIC
oscilaron entre 0.33 y 0.88 para los marcadores Phi059 y Bnlg1740 respectivamente.
Las pruebas para el equilibrio Hardy Weinberg indic6 que la poblacion estaba en
desequilibrio (p<0.05). El promedio de la heterocigosidad esperada fue de 0.65, siendo
este un indicador de alta variabilidad. La poblacion de maiz criollo presentd una alta
diversidad genética. Los marcadores microsatélites fueron muy informativos y pueden
ser utilizados para posteriores estudios de diversidad genética en esta especie.
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Abstract

The aims of this work was to determine the genetic diversity of a population of Creole
maize (Zea mays L.) in Tierralta Cérdoba-Colombia using microsatellite markers.
Samples were taken from 30 accessions of Z. mays, which were dehydrated with silica
gel. DNA extraction was performed with the Wizard® Genomic DNA Purification
extraction kit (PROMEGA). The study of diversity was carried out using 12
microsatellite markers. The PCR products obtained were separated by electrophoresis
in 8% polyacrylamide gels, revealed by staining with silver nitrate. All the
microsatellites showed a high degree of polymorphism. Between 2 and 12 alleles were
detected, with an average of 5.83 and a total of 70 alleles. The effective number of
average alleles was 3.5. The PIC values ranged between 0.33 and 0.88 for the markers
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Phi059 and Bnlg1740 respectively. Testing for Hardy—Weinberg equilibrium indicated
that the population was imbalanced (p <0.05). The average of the expected
heterozygosity was 0.65, being an indicator of high variability. The population of Creole
corn presented a high genetic diversity. The microsatellite markers were very
informative and can be used for further studies of genetic diversity in this species.

Key words: Zea mays, genetic diversity, microsatellites, heterozygosity, variability
Introduccion

El maiz fue de las primeras plantas cultivadas a nivel mundial desde hace 7000 a
10000 afios, pues se encontraron unas pequefias mazorcas de maiz dentro de
cavernas de poblaciones primitivas en lugares arqueolégicos de México?.

La variacion y la evolucion del maiz a través del tiempo, se ha dado como un proceso
evolutivo incesante, que incluye la seleccion voluntaria e involuntaria del hombre, la
variacion climatica y geografica y el flujo génico, lo cual ha conllevado a la adaptacion
del maiz a diversos sistemas de produccién que se realizan en las diversas
condiciones que ofrece el medio ambiente, adaptandose a condiciones
heterogéneas?.

Se han reconocido para Colombia un total de 23 razas3 clasificadas en tres
categorias: la primera comprende incluye las llamadas Razas Primitivas con
caracteristicas como plantas bajas y relativamente precoces, mazorcas pequefias y
granos translicidos y diminutos. La segunda fue denominada como Probablemente
Introducidas, corresponden al germoplasma introducido desde otros paises como:
Venezuela, Brasil, Ecuador, Peru, Norteamérica y Centroamérica y la tercera
corresponde a las llamadas Hibridas Colombianas, resultantes de procesos de
hibridacion sobre todo entre las Probablemente Introducidas.

En Colombia, el cultivo de maiz cuenta con unas 504.569 hectareas cultivadas y una
produccion de 1.600.000 toneladas, siendo el Caribe la zona con mas hectareas
cultivadas 133.791hectareas, seguida por el Valle del Magdalena con 115.000
hectareas*. De acuerdo a su produccion y valor agricola, es uno de los principales
cereales del mundo® de gran importancia a nivel mundial como fuente de materia
prima para la elaboracién de productos alimenticios, farmacéuticos e industriales®.

Los cultivos de maiz criollo en el departamento de Cérdoba, se exponen a un peligro
de erosién genética debido a las altas probabilidades de contaminacion con
transgenes provenientes de maices genéticamente modificados, teniendo en cuenta
que la region Caribe ha sido considerada un lugar de consolidacion para la
implantacion de este tipo de tecnologia’. Es por eso que el conocimiento y la
caracterizacion de la diversidad de las variedades de maiz generan informacion
valiosa que permite identificar usos novedosos, todas estas acciones proporcionan el
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conocimiento cientifico que requiere el impulso estratégico de la siembra de maices
criollo, lo que puede contribuir notablemente a su conservacion in situ8.

La variabilidad genética de maiz constituye una riqueza para la poblacion mundial, y
puede ser la base para lograr la soberania alimentaria en especial ante los cambios
climaticos®. De tal forma que, las variedades criollas tienen transcendencia en la
agricultura dado que contienen una enorme diversidad genética y también son
relevante para las formas sustentable de agricultura, que mantienen los niveles de
rendimiento de las cosechas™®.

Los marcadores moleculares tipo microsatélites son una poderosa herramienta eficaz
de discriminacién de genotipos!! que presentan multiples ventajas como:
codominancia, multialelismo y alta heterocigosidad; ademas requieren una cantidad
minima de ADN para su estudio y realizan una discriminacion precisa entre individuos
altamente emparentados gracias a su alto nivel polimérfico'?. Estos marcadores se
han usado extensamente para la caracterizacion de la diversidad genética y en la
descripcion de estructura genética de poblaciones, por tener alta confiablidad,
reproducibilidad y automatizacion?s.

El andlisis de la diversidad genética de la especie Z. mays mediante marcadores
microsatélites, proporciona conocimientos sobre los recursos genéticos de la especie
para el disefio de estrategias con fines de caracterizacion, produccion vy
conservacion4,

El conocimiento que se tiene sobre diversidad genética en maiz criollo en Colombia,
utilizando marcadores microsatélites es escaso, destacandose los trabajos de'®
quienes caracterizaron molecular bioquimicamente, cultivares colombianos y
germoplasma elite de maiz, Jiménez 16 realiz6 una caracterizaciéon de razas criollas
por medio de marcadores moleculares SSR y Pefial’ determiné variables
morfométricas y andlisis molecular para la identificacion de razas colombianas de
Maiz (Zea mays L); a nivel de Cérdoba se desconoce la diversidad genética del maiz
criollo. Esta situacion afecta al sector agrario y a la comunidad cientifica ante la
posibilidad de presentar informacién que permita seleccionar cultivares de mayor
productividad.

Por lo anterior, este estudio tiene como objetivo evaluar la diversidad genética
presente en 30 accesiones de una poblacion de maiz criollo (Zea mays) proveniente
de Tierralta (Cérdoba), empleando 12 marcadores microsatélites, para ampliar el
conocimiento sobre diversidad genética y contribuir a la conservacion y producciéon de
esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La procedencia del material vegetal fue colectada en el municipio
de Tierralta (8°10°34" N, 76°03’46" W) en el departamento de Cordoba, Colombia.



Py
| ,_‘n ]
\ ﬁ Bistua:Revista de la Facultad de Ciencias Basicas.2017.15(2):96-107 fcb

99

Recoleccion de la muestra. Se tomaron muestras de 30 accesiones de maiz en
Tierralta, se depositaron en bolsas ziplock, donde se le agregé gel de silica para su
deshidratacion; se rotularon y se transportaron al Laboratorio de Genética de la
Universidad de Cérdoba, para el analisis correspondiente.

Extraccion de ADN gendmico. Se colocaron fragmentos de tejido foliar seco en una
capsula de porcelana con nitrogeno liquido, se maceraron cada una de las muestras
hasta obtener un polvo muy fino y se conservaron a -20° C hasta su posterior
utilizacion. La extraccion del ADN gendmico, se llevo a partir de 75 mg del material
macerado, empleando el kit de extraccion y purificacion de Wizard® Genomic DNA
Purification (PROMEGA).

Cuantificacion del ADN. Con el fin de evaluar la calidad y estimar la cantidad del
ADN obtenido en la extraccion, se realizé un gel de agarosa al 1% en una camara de
electroforesis horizontal (Multi Sub Choice Trio) y se corrié a 100w durante 40 min. Se
sembraron 5 ul de ADN de cada muestra y 5 pul de marcador de peso molecular con
rango 100- 10000 pb, GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). Se
estimé la concentracién del ADN extraido comparando las bandas del marcador de
peso molecular.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y analisis de fragmentos. Los
marcadores microsatélites (Tabla 1) se amplificaron mediante la técnica de PCR. La
mezcla de la reaccién tuvo un volumen final de 25 ul, que incluy6 0.2 uM de dNTPs,
1.5 X de Buffer, 1.5 yM de MgClI2, 0.5 uM de cada uno de los cebadores (Forward y
reverse) ,0.05 U/ul de enzima Taq polimerasa, 3.33 ng/ul de ADN gendémico y agua
estéril para alcanzar el volumen final.

La reaccion de PCR se realizé en un termociclador Bio-Rad T100™ mediante la
técnica PCR Tochdown, que consistié de una fase de desnaturalizacion inicial de 95°C
durante 3 min, 12 ciclos de: 30 s de desnaturalizacién a 95°C, 30 s de temperatura de
anillamiento de 62 °C - 57°C reduciendo 1°C cada 2 ciclos y una extensién a 72°C por
1 min; 23 ciclos con 30 s de desnaturalizacién a 95°C, 56°C de anillamiento por 30 s
y extension a 72°C por 1 min; y una extension final de 5 min a 72°C.

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis vertical en gel de
poliacrilamida al 10% (acrilamida: bisacrilamida, 29:1) desnaturalizado (6 mol L-1 de
urea), en una camara Mini-Protean 1l Biorad® (Applied Biosystems, Foster City, EUA.)
(Tsang et al., 1986). Las bandas se visualizaron por tincién con nitrato de plata (Qiu
et al., 2012), utilizando DNA ladder, donde el rango del marcador de peso molecular
utilizado oscilé entre 50 y 500 bp. Los geles fueron fotografiados con una camara
CANON ELPH180 IS y la determinacion del tamafio alélico se efectu6 mediante el
programa ImageJ'® donde por pixelaje de las bandas amplificadas, se determinaron
los tamarios alélicos utilizando el software Past 3.14°,
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Andlisis estadistico. Con la informacién obtenida a partir de los geles y utilizando el
software GENALEX 6.5%° se calculd: nimero de alelos, nimero efectivo de alelos (Na),
frecuencias alélicas, valores de heterocigosidad observada y esperada (Ho y He),
indice de fijacién (F) y equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). El PIC (contenido de
informacion polimérfica) de cada microsatélite se determind mediante el programa
CERVUS v. 3.0%.

Resultados

Los 12 marcadores microsatélites analizados presentaron un total de 70 alelos, con
un nimero promedio de 5.83, el nimero de alelos obtenidos oscilé entre 2 (Phi059) y
12 (Bnlg1740) por locus. (Tabla 1).

Para la heterocigosidad observada (Ho), los resultados obtenidos fluctuaron entre
0.172 y 0.466 correspondientes a Bnlgl520 y Phi056, respectivamente, con un
promedio de 0.280. Los valores de heterocigosidad esperada (He), oscilaron entre
0.420 (Phi059) y 0.897 (Bnlg1740), con un promedio de 0.655 (Tabla 2). El promedio
del numero efectivo de alelos fue 3.5, el marcador con el mayor nimero efectivo de
alelos fue Bnlg1740 con 9.73 y el microsatélite que presentd el menor niumero efectivo
de alelos fue Phi059 con 1.7 (Tabla 2).

El contenido de informacién polimérfica (PIC) para la poblacién varié entre 0.33
(Phi059) y 0.88 (Bnlg1740), correspondiendo estos valores con los marcadores que
presentaron el menor y el mayor numero de alelos. El numero promedio del (PIC) fue
de 0.608 (Tabla 2). En este estudio, 9 marcadores pueden ser considerados muy
informativos (PIC>0.5) y 3 medianamente informativo (PIC> 0.25). La poblacion
mostro ausencia del equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.05) (Tabla 2).

El valor promedio del indice de fijacién (F) fue de 0.556, con valores que oscilaron
entre 0.169 para el marcador Phi056 y de 0.936 para el locus Phi031, revelando un
exceso de homocigotos de los individuos con respecto a la poblacion total. (Tabla 2).

Discusion

Todos los microsatélites utilizados mostraron un alto grado de polimorfismo,
evidenciado en el promedio de alelos por locus. El valor medio de alelos en el presente
estudio, resulté mayor a los datos reportados por?22316 quienes registraron un
promedio de 2.8, 3.7 y 4.2 alelos por locus respectivamente y menor al obtenido por?*

con una media de 9.1 por locus y similar al obtenido por?® quien reporté un valor
promedio de 5.8 alelos.

De acuerdo a%®, de los 12 marcadores utilizados, 9 marcadores pueden ser
considerados muy informativos (PIC>0.5) para analizar la variabilidad genética de la
poblacién de maiz en Tierralta, Cordoba y 3 medianamente informativo (PIC > 0.25),
siendo el locus Bnlg1740 de mayor valor (P= 0.888) y Phi059 (P=0.332) el de menor
valor; estos resultados demuestran que los marcadores microsatélites son apropiados
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para la evaluacion de la diversidad genética de la especie?’. El PIC promedio obtenido
en el presente estudio, resulté mayor al reportado por?%28-31 0.42, 0.58, 0.56, 0.50 y
0.41, menor al reportado por3?1> 0.82 y 0.70 y similar al reportado por332* quienes
reportaron un valor promedio de 0.60.

Nueve loci mostraron una desviacion significativa con respecto al equilibrio de Hardy-
Weinberg, revelando un exceso de homocigotos. Esto podria deberse a eventos de
endogamia®®, la cual ocasiona perdida de vigor en la descendencia conocida como
depresion de endocria®. De igual manera la ausencia de equilibrio de Hardy-Weinberg
puede ocurrir por efecto fundador (establecimiento de una poblacién nueva a partir de
unos pocos reproductores) o la existencia de una posible estructura génica por
subdivision (Efecto Wahlund).

El nimero de alelos efectivos (Na) para la poblacion de maiz criollo estudiada oscild
entre 1.72 y 9.73, con un promedio de 3.5, este resultado (Na= 3.5) fue mayor a lo
reportado por®” Na= 2.4 y menor a lo obtenido por3® Na= 4.8.

Los valores encontrados para la heterocigosidad esperada (He=0.655), revelaron alta
variabilidad genética, puesto que asi se considera cuando la misma supera un valor
de 0.5%. Este valor es similar al reportado por® He= 0.65 y mayor a los obtenidos
porl’41-43 0,567, 0.523, 0.27), 0.225.

El porcentaje de individuos heterocigotos se comporté por debajo del 50% para la
heterocigosidad media observada (Ho= 0,280), posiblemente por apareamiento
consanguineos**. Este valor es menor a lo reportado por'62840.45 0,509, 0.458, 0.366,
0.341 y mayor a lo reportado por“¢ 0.20.

En cuanto al indice de fijacion, los valores encontrados fueron positivos revelando un
déficit de heterocigotos, lo cual puede atribuirse a endogamia, cuellos de botella,
seleccion y domesticacién del material vegetal por el manejo inadecuado de las
semillas por parte de los agricultores*!. Estos eventos aumentan la probabilidad de la
pérdida de alelos para la siguiente generacion, lo que con lleva a la disminucién
progresiva de diversidad genética con el paso del tiempo?#’.

Debido a que éste es el primer trabajo en el que se intenta determinar la diversidad
genética poblacional de Zea mays en Tierralta, Colombia y al no encontrarse
informacion previa para explorar la posibilidad de pérdida de diversidad genética en el
tiempo; no se puede descartar la probabilidad de eventos endogamicos para esta
poblacion de la region del Caribe colombiano.

Conclusiones

Los microsatélites utilizados en la poblacién de maiz (Zea mays L.) en Tierralta,
Colombia fueron muy informativos, atendiendo al PIC, resultando ser apropiados para
analizar la diversidad genética en la especie. Los niveles de heterocigosidad esperada
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encontrados en el presente estudio, indican que los maices criollos presentaron alta
variabilidad genética.

El exceso de homocigotos presente en la poblacion es ocasionado por endogamia,
por tanto, se sugiere emprender acciones importantes dentro de programas de
conservacion para asegurar los recursos genéticos de maices criollo, que contribuyan
a la produccion, seleccion y manejo de semilla para mantener las caracteristicas
valiosas de la especie.
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Tabla 1. Caracteristicas de los iniciadores microsatélites de Zea mays L. (12). secuencia de iniciadores. nimero de
alelo y rango alélico ( pb)

. Temperaturade Numerode  Rango alélico
Locus Secuencia anillallomiento (°C) alelos (pb)
Umc1225 F: CTAGCTCCGTGTGAGTGAGTGAGT - 7 85-120
R: TTCCTTCTTTCTTTCCTGTGCAAC
Umcl335 F: ATGGCATGCATGTGTTTGTTTTAC &5 g 119-150
R: ACAGACGTCGCTAATTCCTGAAAG
Umcl424  F: CCGGCTGCAGGGGTAGTAGTAG 56 7 126-138
R: ATGGTCAGGGGCTACGAGGAG
Umcl165 F: TATCTTCAGACCCAAACATCGTCC 56 6 155-181
R: GTCGATTGATTTCCCGATGTTAAA
Umc1403  F: GTACAACGGAGGCATTCTCAAGTT - 6 120-162
R:TGTACATGGTGGTCTTGTTGAGGT
Phil27 F:ATATGCATTGCCTGGAACTGGAAGGA 56 6 97-130
R: AATTCAAACACGCCTCCCGAGTGT
Phi059 F: AAGCTAATTAAGGCCGGTCATCCC &7 ) 147-157
R: TCCGTGTACTCGGCGGACTC
Bnlgl520 F: TCCTCTTGCTCTCCATGTCC &5 6 178-198
R:ACAGCTGCGTAGCTTCTTCC
Bnlgl740 F: TTTTCTCCTTGAGTTCGTTCG
R: ACAGGCAGAGCTCTCACACA 56 12 112-167
Phill5 F:GCTCCGTGTTTCGCCTGAA
57 4 295-314
R:ACCATCACCTGAATCCATCACA
Phi031 F:GCAACAGGTTACATGAGCTGACGA - 3 190-199
R:CCAGCGTGCTGTTCCAGTAGTT
Phi056 F: ACTTGCTTGCCTGCCGTTAC &7 3 81.88
R:CGCACACCACTTCCCAGAA
Promedio - 5.83333333 -
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Tabla 2. Parametros genéticos calculados en Zea mays L.

Locus Na Ho He PIC H-W F
Umc1225 5.096 0.3 0.803 0.779 0.000"*** 0.626
Umc1335 3.492 0.285 0.713 0.687 0.000"*** 0.599
Umcl424 3.822 0.233 0.738 0.7 0.000"*** 0.683
Umcl1165 2.675 0.2 0.626 0.591 0.000"*** 0.680
Umc1403 2.853 0.266 0.649 0.591 0.000"*** 0.589
Phil127 2.209 0.333 0.547 0.519 0.009'** 0.390
Phi059 1.724 0.333 0.420 0.332 0.258'ns 0.206
Bnlg1520 2.941 0.172 0.659 0.618 0.000"*** 0.738
Bnlg1740 9.730 0.366 0.897 0.888 0.000"*** 0.591
Phil15 3.204 0.370 0.687 0.631 0.001** 0.461
Phi031 2.302 0.035 0.565 0.492 0.000"*** 0.936
Phi056 2.281 0.466 0.561 0.472 0.211'ns 0.169
Promedio 3.5627 0.280 0.655 0.6084 - 0.556

Na: Numero efectivo de alelo. Ho: Heterocigosidad observada. He: Heterocigosidad esperada
PIC: Contenido de informacion polimérfica. HW: Equilibrio de Hardy Weinberg
* P<0.05. ** P<0.01. *** P<0.001. F: indice de fijacion

*Para citar este articulo: Pardo Pérez E.; Jiménez Ramirez M.; Cavadia Martinez T. Genetic
diversity in a population of creole maize (Zea mays L.) evaluated using microsatellite markers
in Tierralta, Cordoba-Colombia.Revista Bistua.2017.15(2):96-107
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