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Caracterizacion molecular y evaluacién bioquimica de cultivares
colombianos y germoplasma elite de maiz segun contenido de aceite

Molecular characterization and biochemical evaluation of elite Colombian maize
germplasm and cultivars regarding their oil content

Maria Isabel Pefiaranda’ y Alejandro A. Navas?

Resumen: Existe evidencia que indica que algunos
cultivares de maiz colombianos poseen contenidos de
aceite similares a germoplasmas elite conocidos. Para
conocer su uso potencial en las industrias del aceite y
de los concentrados animales, y como base para pro-
gramas de mejoramiento vegetal, es preciso analizar el
germoplasma disponible mediante estudios genéticos y
fenotipicos. A tal fin se evalu6 la diversidad genética y el
contenido de aceite de 22 genotipos de maiz que inclu-
yeron cultivares criollos colombianos y germoplasma
elite; la caracterizaciéon molecular se llevo a cabo con
marcadores del tipo microsatélites (Simple Sequence Re-
peats, SSR) y analisis bioquimico. Los resultados de este
estudio mostraron amplia variabilidad genética entre
los genotipos, lo cual podria representar un potencial
de uso en programas de mejoramiento, especialmen-
te por las altas probabilidades de encontrar heterosis.
Asi mismo, la evaluacién bioquimica permiti6 identi-
ficar aquellos materiales con los mayores contenidos
de aceite, los cuales fueron evaluados adicionalmente
para el perfil de acidos grasos. Los resultados del estu-
dio muestran la utilidad de los SSR para profundizar
en el conocimiento y asignacién de grupos heteréticos
y revelar la relaciéon de parentesco. Asi mismo, aporta
evidencia adicional a favor que la caracterizacién mo-
lecular permite la estimacion de la variabilidad gené-
tica, la cual, combinada con caracteres fenotipicos de
interés, puede convertirse en una herramienta util que
apoye el mejoramiento genético convencional.

Palabras clave adicionales: Microsatélites, va-
riabilidad genética, mejoramiento, fingerprinting, het-
erosis, cultivares criollos.

Abstract: Evaluating germplasm by DNA fingerprin-
ting or phenotyping represent necessary, commonly-
used practices in improvement programmes. Mole-
cular characterisation using microsatellite molecular
markers, such as simple sequence repeats (SSR), and
biochemical analysis allowed genetic diversity and oil
content to be evaluated in 22 maize genotypes, inclu-
ding Colombian inbred germplasm and elite lines. The
results presented broad genetic variability amongst
genotypes, representing great potential for using the
Colombian Maize germplasm bank in improvement
programmes, especially in terms of generating a good
hybrid. Biochemical evaluation allowed material ha-
ving greater oil content to be identified and then eva-
luated regarding fatty acid profile. This study illustrated
the use of SSR in gaining knowledge about heterotic
groups, allocating them and revealing ancestral relatio-
nships among genotypes having known characteristics
or pedigree. This further indicates that molecular cha-
racterisation allows genetic variability to be estimated
and that it can be a useful tool for supporting conven-
tional genetic improvement when combined with phe-
notypical characteristics of interest.

Additional key words: Microsatellite, genetic
variability, breeding, fingerprinting, heterosis, na-
tive cultivars.
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Introduccion

EL MA{z ES UN CULTIVO econémicamente importante para
muchos paises, lo cual ha llamado la atencion de los fi-
tomejoradores a nivel mundial. La producciéon global de
maiz blanco y amarillo alcanza 605 millones de tonela-
das métricas por afio (FAOSTAT, 2003). Su demanda a nivel
mundial, esta sujeta a los requerimientos de la industria de
cereales, tanto para consumo humano como animal, bien
como forraje o en concentrados y para cientos de propo-
sitos industriales; presenta amplia distribucion global, bajo
precio en relacion con otros cereales y posee propiedades
biolégicas e industriales (TEC, 2003). En Colombia, la
produccioén en areas de economia campesina se destina
basicamente para consumo humano y la produccion de
cultivos mecanizados abastece de forma parcial la indus-
tria de concentrados; las importaciones abastecen los re-
querimientos manteniendo restringidos los cultivos nacio-
nales y generando la salida de divisas; por lo cual se hace
necesario aumentar la produccion de manera competitiva
tanto en calidad, como en cantidad.

El contenido de aceite es una variable agronémica de
tipo cuantitativo de gran importancia por su uso poten-
cial en la industria; el aceite proporciona mayor cantidad
de calorias por unidad de peso que los carbohidratos. In-
vestigaciones realizadas en cerdos y pollos demostraron
la eficiencia en la alimentacién animal del utilizar maiz
con alto contenido de aceite, comparado con maices nor-
males (Thomison y Geyer, 2001). Otros estudios en ali-
mentacion de ganado bovino mostraron que su inclusion
en dietas mejora la ganancia diaria de peso y reduce los
costos adicionales de engorde, con respecto a dietas de
maiz amarillo normal (Dekalb, 1997). Adicionalmente, el
aceite de maiz es reconocido por su estabilidad y energia
metabolizable, gracias a la distribucion proporcional de
sus acidos grasos, especialmente los acidos oleico y estea-
rico (Thomison ¢t al., 2003).

El conocimiento del genoma es de gran utilidad para
el mejoramiento de caracteres de tipo cuantitativos,
tanto para estimar la variabilidad, como para efectos
de mejora genética por cruzamiento o recombinacion,
puesto que estos parametros dependen de la base gené-
tica de la poblacion y de la deteccion de grupos hete-
roticos (Smith, 2000). La estimacién de la similaridad
genética (GS) parece ser efectiva para evaluar la diver-
sidad genética entre genotipos de maiz, seleccionar ma-

teriales y hacer inferencias acerca de los mejores cruza-
mientos (Enoki ez al., 2002).
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Colombia cuenta con un gran potencial genético
en maiz compuesto por la colecciéon nacional (2.200
accesiones) y de materiales extranjeros (2.000 acce-
siones) cuya custodia reposa en el banco genético de
CoRPOICA; estos materiales son susceptibles de ser va-
lorados y utilizados en programas de mejoramiento.
Para hacer selecciéon de cultivares en mejoramiento,
es esencial tener una descripciéon exacta del germo-
plasma. Existen evidencias que indican que algunos
materiales criollos colombianos poseen alto conteni-
do de aceite. En el afio 2000, Pioneer-Dupont publico
los resultados de un estudio en la base de datos Maize
DB (2000) de Missouri, sobre el contenido de aceite en
9.000 accesiones del banco de germoplasma de Ames,
Towa (USA), empleando tecnologia NIRS (Near Infrared
Reflectance Spectroscopy) lo cual permiti6 la identificacion
de materiales colombianos con altos contenidos de
aceite en grano.

Para la fase de caracterizacién molecular del ger-
moplasma se han realizado estudios comparativos de
marcadores en plantas que demostraron la eficiencia
de los microsatélites (Simple Sequence Repeats, SSR) so-
bre otros marcadores (Powell ¢t al., 1996), lo cual pro-
porciona una poderosa metodologia para discriminar
aquellos genotipos con una significativa contribucién
de diversidad alélica (Djé et al., 2000). En este traba-
jo se realizé una aglomeracion jerarquica mediante el
método de Ward con el fin de disponer de una estima-
cién del namero de grupos e inferir sobre las relacio-
nes de filogenia entre los materiales. Este método es
apropiado porque incorpora el criterio de proximida,
que consiste en buscar el par de grupos mas proximos
entre si para formar un nuevo grupo en cada etapa,
de forma que el incremento de la varianza intragrupal
sea lo mas pequeno posible. El método Ward (Procedi-
miento Jerarquico Aglomerativo) ha sido ampliamente
probado en la caracterizaciéon de germoplasma exoti-
co y mejorado de maiz por Franco ef al. (1998, 1999) y
por Iranco y Crossa (2002). Sus resultados, que usaron
la estrategia de la Ward-MLM, mostraron una clara
distincién entre grupos y una prediccion eficaz del na-
mero verdadero de subpoblaciones.

La valoracion genética realizada en este estudio,
que utiliz6 marcadores del tipo SSR, permiti6 es-
timar la variabilidad genética y la potencialidad de
heterosis entre un grupo de variedades criollas y al-
gunas lineas de maiz elite; adicionalmente, se estimo
el contenido de aceite en ambos grupos. El reto hacia
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el futuro es gestionar recursos que permitan la conti-
nuacion de este tipo de estudios.

Materiales y métodos

Material vegetal

En este estudio se evaluaron accesiones criollas co-
lombianas de maiz con contenidos de aceite altos en
grano, ademas de una variedad de grano comercial
aceitero proveniente de un genotipo hibrido importa-
do de Estados Unidos que se seleccioné como testigo

y fue aumentado en campo, y del cual se obtuvo se-
gregacion fértil; éste se denominéd “Importado USA”.
Asl mismo, se us6 germoplasma elite con contenido
normal de aceite que fue seleccionado por sus caracte-
risticas de interés tales como alto rendimiento, adapta-
ci16n, calidad de grano y capacidad para generar bue-
nos hibridos. Finalmente, se evaluaron dos genotipos
cerosos (Waxy 100% amilopectina en grano) identifi-
cados por Sarmiento (2002, comunicacién personal) y
tres materiales (las lineas QPM-161 y QPM-165, y la
linea 210) identificados por Pabén (2002, comunica-
ci6n personal) (Tabla 1).

Tabla 1. Genotipos de maiz caracterizados molecular y bioquimicamente. Incluye accesiones colombianas, lineas elite del
CimMmyT, lineas elite de CorroICA, variedades ICA- CORPOICA y grano de maiz testigo aceitero USA.

CULTIVAR ORIGEN GENEALOGIA CARACTERISTICAS

Antioquia 442 Accesién colombiana Grupo racial Dulce Amarillo Endospermo Dulce

Cundinamarca 316 Accesion colombiana Grupo racial Cabuya Amarillo Endospermo Harinoso

(6rdoba 342 Accesion colombiana Grupo racial Cariaco Amarillo Endospermo Harinoso

Dulee Accesion colombiana Grupo racial Dulce Amarillo Endospermo Dulce

(6rdoba 338 Accesion colombiana Grupo racial Cariaco Endospermo Amarillo adaptacion 200 m.s.n.m.

Choco 328 Accesidn colombiana Grupo racial Chococefio Endospermo Amarillo adaptacion 80 m.s.n.m.

Cariaco Tipico Accesién colombiana Grupo racial Cariaco Endospermo Amarillo adaptacidn 80 m.s.n.m.

Grano comercial aceitero de EUA  Genotipo aceitero USA  T(Blend ® Endospermo Amarillo. Alfo contenido de aceite en grano.

(ML 144 Poblacién 62 Pob62c5H(182-2-1-2-B-B-3-1-#-# Linea QPM de alta endogamia. Endospermo blanco. CIMMYT

(ML 159 Poblacidn 63 Pob632H(5-1-3-1-B-2-1-1-B-# Linea QPM de alta endogamia. Endospermo blanco. CIMMYT

L 161 Poblacicn P25 QPM 6250c18MH520-1-1#-1-2#-5-3-8-1-B-B-B-B-# L':ree”mgr’g\efEI‘t’]'[zgoe”g;ﬁ\“Tﬁpgl”c‘i‘?u":;?;’u”m'{llz" Hembra
., Linea QPM de alta endogamia. Endospermo amarillo. Macho

UHL165 Foblactn 66 Pobé6cIHC144-3-1-1-8-8-1-8-8-# purentgl del hibrido QPI\% “Corpoica TUFr]ipund H-112'.

(ML176 Poblacion 63 y 67 (Pob63-12-2-1/P67-5-1-1)-1-2-B-B Linéa QPM de alta endogamia. Endospermo blanco. CIMMYT
LA 44 Poblacién SA3 SA CAHC(16°25)-2-4-3-6-B-B-B-8-B-B 5gfﬁfﬁﬁé'g‘:r:’p’l';“gl'r‘;o:‘c’:fﬁ”{38" sulos dido. Faren'ol macho
. y . Endospermo amarillo cristalino, tolerante a suelos dcidos.

A4 Poblacin 37 SMZHC(21726)-1-2-2-1-8-8-8-8-8-8 Purent[zll macho del hibrido triple Corpoica Altillanura H-111

Poblaciones 26,27 Mezcla balanceada de maices: La méquina 27, lagoas 28, ‘ ‘ N
ICAV-109 28.35 o Across 28, Swan 26, Sta. Cruz parillo y Tocumen 35 de VT Variedad de endospermo amarillo. Alto rendimiento.
’ #13 de CIMMYT

ICAV-156 Poblacion 21 Mezcla Tuxpefio (MPR)-1-4H2# Variedad de endospermo blanco. Alto rendimiento.

ICA SIKUANI

V-110 Poblacidn SA3 SA3 HCI Variedad de endospermo amarillo, tolerante a suelos dcidos.
Linea S3. Endospermo amarillo, tolerante a suelos dcidos y bajos

LASP2 Poblacion SA5 SA5 H(1-3-9-2-B contenidos de fosforo. Parental de la hembra del hibrido Corpoica
H-108 y Corpoica Altillanura H-111.
Linea S3. Endospermo amarillo, tolerante a suelos dcidos y bajos

LASP3 Poblacion SA5 SA5 HC1-5-1-3-B contenidos de fésforo. Parental de la hembra del hibrido Corpoica
H-108 y Corpoica Altillanura H-111.

LINEA 210 Accesion colombiana Linga de alta endogamia Amarillo Endospermo Harinoso.

Waxy Brasil Accesion brasilefia Grupo racial Waxy Endospermo 100% amilopectina

Waxy Nacional Accesion colombiana

Grupo racial Waxy

Endospermo 100% amilopectina

*No incluido en la caracterizacion molecular. Fuente; Corpoica, C.I. Tibaitatd, 2002.
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Extraccion del ADN

Muestras aleatorias de tejido vegetal (tres plantas por
genotipo) fueron tomadas y liofilizadas siguiendo el
protocolo de Hoisington et al. (1993). La extraccion del
ADN se realizé utilizando la metodologia modificada
de Saghai-Maroof ez al. (199). E1 ADN fue cualificado
en gel agarosa al 0,8%.

Amplificacion del ADN

Se realiz6 un barrido molecular con un grupo de mar-
cadores del tipo SSR reportados por Maize DB (2003).
La seleccion de iniciadores se hizo teniendo en cuenta
su distribucién uniforme en el genoma. Se fabricé una
mezcla balanceada o bulk de ADN, previa identificaciéon
del polimorfismo intravarietal (Ribaut ez al., 1997). La
amplificacién de SSR permitié la obtencién del pa-
tron de bandas para establecer el fingerprinting. El pro-
cedimiento de PCR fue realizado en un termociclador
programable (Ericomp TwinBlock™ System Thermo-
cycler); el volumen de reacciéon fue de 20 pl que con-
tenian 10 ng de ADN genémico. Las condiciones de
amplificacion fueron las mismas a excepcion de la tem-
peratura, que oscil6 entre 50 y 60° C. El establecimiento
de patrones de bandas fue revelado utilizando geles de
agarosa al 3% (1,5% Metaphor - 1,5% Seakem) corrido
a 100 voltios en TBE 5X (Tris/acido bérico/EDTA),
buffer (basado en el método de Hoisington ¢t al., 1993);
éstos fueron tenidos con bromuro de etidio para su vi-
sualizaciéon bajo luz ultravioleta.

Analisis estadistico de datos moleculares

El agrupamiento de los genotipos se bas6 en el Méto-
do de Minimas Varianzas de Ward (SAS® V8e). El in-
dice contenido de polimorfismo (PIC) para cada locus
microsatélite fue determinado como lo describe Smith
(2000), y es una medida de la diversidad alélica para
un locus igual a 1-Zh’ , donde h, es la frecuencia de
Kth alelo. Cuando se calcula de esta manera, PIC es
sinébnimo de diversidad genética (Enoki et al., 2002),
donde el valor de uno ‘1’, corresponde al maximo de
variabilidad genética y cero ‘0’ corresponde al mono-
morfismo total.

Analisis bioquimico

Determinacion del contenido de aceite. Los genotipos fueron
sembrados en una misma localidad (C.I. Turipana), en la
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misma época y bajo condiciones de riego vy fertilizacion
similares a fin de aislar el efecto de la interaccion genotipo
X ambiente; ello permitié la generacion de semilla fresca
para realizar el andlisis de aceite. Las semillas fueron to-
madas a partir de la mezcla de los aumentos de semilla
realizados en la primera siembra del 2002. La seleccion
de la semilla fue un procedimiento al azar, puesto que
algunos estudios sugieren que el contenido de aceite del
grano procedente de la regiéon media de la mazorca es
mas alto que el de granos provenientes de los extremos de
la mazorca (Alexander y Lambert, 1968). Las muestras (5
g de semilla por accesion), con tres réplicas por accesion,
fueron molidas, desecadas y pesadas para posterior ex-
traccion de grasa con éter de petroleo mediante la elimi-
nacion del solvente por evaporacién. La grasa obtenida
se peso y recupero para realizar posterior determinacion
del porcentaje de aceite (AOAC, 1986). Un genotipo adi-
cional (CML 170) proveniente del Centro Internacional
de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMY'T, 1996) fue
incluido en este estudio.

Establecumiento del perfil de deidos grasos. Se realiz6 cuantifica-
ci6n directa de los acidos grasos palmitico, estearico, olei-
co, linoleico y linolénico, mediante cromatografia de gases;
ello requiri6 esterificacion (derivatizacion pre-columna de
la muestra). Para preparar los ésteres metilicos, se pesaron
50 mg del aceite por muestra, se adicionaron 0,5 mL de
una solucion 1N de KOH en metanol y se agit6 vigorosa-
mente. Se adicion6 0,7 mL de xileno y se dej6 en reposo
hasta la separacion de las dos fases. De la fase oleosa se
tomo6 una muestra (5 pll) para ser inyectada directamente
en el cromatografo de gases. Se utiliz6 una columna Su-
pelco™ 2330 capilar 30 X 0, 25 mm X 0, 2 um y como
gas de arrastre N, a 15 mL - min”, con velocidades entre
0-20° G/min y temperaturas entre 150 y 240° C.

Resultados y discusioén

Estimacion de la diversidad genética

Fueron utilizados en este estudio marcadores mole-
culares del tipo microsatélite para caracterizar el ger-
moplasma de maiz. Pero mas alla de esto, se pretendio
agruparlos en funcién de su similaridad genética con el
proposito de estimar grupos heteréticos e inferir posi-
bles loci asociados con contenidos y/o calidad de aceite.
Una matriz de datos generada a partir del fingerprintig
permiti6 identificar marcadores polimoérficos entre cul-
tivares criollos y germoplasma elite.

Agronomia Colombiana Vol. 23 - No. 1



Polimorfismo dentro de genotipos

El polimorfismo intravarietal mostré que las variedades
muestran un perfil molecular heterogéneo y heteroci-
goto. La variacion fue detectada por identificacion de
diferentes bandas dentro de una misma variedad. La
mezcla balanceada (bulk) de ADN incremento6 la confia-
bilidad del estudio por el aumento de la probabilidad de
identificar diferentes alelos.

Polimorfismo entre genotipos

Se encontr6 alta divergencia en la frecuencia alélica
entre los materiales (Figura 1). De los 90 primers SSR
seleccionados, 4 resultaron monomorficos; se obtuvo un
total de 391 bandas y el nivel de polimorfismos oscilo
entre 2 y 9 bandas por SSR, con un promedio 4,3 alelos
por primer y un peso promedio de 145,7 pb. El analisis
estimativo de los pesos de bandas fue determinado por
interpolacién entre las bandas de un marcador de peso
conocido (25 Kb) y los productos de la amplificacion.
El procedimiento fue realizado utilizando el programa
GeneTools® de Singene (Synophtics Ltda.).

Mismo genotipo

Figura 1. Productos de amplificaciéon procedentes de dife-
rentes genotipos usando como primers flanqueantes SSR ob-
tenidas de la base de datos de maiz. Obsérvese el nivel de
polimorfismo para un mismo marcador.

Fuente: Corpoica, C.I. Tibaitatd, 2002.

El valor del indice de polimorfismo contenido (PIC)
oscil6 en un rango de 0,0455 y 0,86, con un promedio
de 0,7. El promedio de la medida del PIC en este es-
tudio fue similar a la reportada por Enoki et al. (2002)
(0,69) y mas alta que la determinada por Smith et al.
(1997) (0,62) y Senior et al. (1998) (0,59) en estudios
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similares. Los iniciadores mas polimérficos se destaca-
ron por tener en comun un alto nimero en secuencia
de repeticion, con valores entre 16 y 29 ‘motifs’. Los
resultados de la estimacion de este indice se presentan
en la Tabla 2. El PIC reportado indica gran diversi-
dad genética que es representada por genotipos elite
y germoplasma local con caracteristicas particulares y
diferente origen.

En general, los materiales tendieron a agruparse en
una escala de 0,01 a 0,1 de acuerdo con su centro
de origen y/o caracteristicas de interés (cultivares
criollos aceiteros), germoplasma mejorado por el CI-
MMY'T, genotipos Waxy, genotipos dulce y genoti-
pos ICA-Corroica. El resultado mas sobresaliente es
una clara separacién entre cultivares colombianos y
los materiales elite, lo cual permiti6 inferir altas pro-
babilidades de heterosis entre los dos grupos (Figura
2); el primer gran grupo fue conformado por geno-
tipos elite, el cual se ramificé en cinco subgrupos de
acuerdo con sus caracteristicas y su genealogia. Los
genotipos desarrollados por el Instituto Colombiano
Agropecuario ~ICA—, conformaron un solo cluster;
igual sucedi6é con los materiales de CIMMY'T vy los
genotipos Waxy.

Las razas criollas colombianas de maiz formaron un
subgrupo con alta cercania dentro del cual se encuentra
el genotipo aceitero Importado USA el cual, a pesar
de no ser un genotipo colombiano, parece compartir
parte del background genético de los cultivares colombia-
nos previamente seleccionados por contenido de aceite.
Esto podria indicar que el recurso genético colombiano
Cundinamarca 316 y el genotipo Importado USA, tie-
nen caracteres y genes asociados con contenido de acei-
te en el grano procedentes de un mismo origen. Gabe
destacar que la accesion Cundinamarca 316 exhibi6 la
mayor cercania con el genotipo Importado USA, aun-
que no necesariamente lo es especificamente para la
caracteristica ‘contenido de aceite’.

En el analisis del patron de bandas se encontré que
60% del total fueron comunes entre los cultivares crio-
llos y el germoplasma elite, 3% fueron exclusivas para
los genotipos Waxy y 6% exclusivas para los cultivares
criollos. Finalmente, hubo 30% del total de las bandas
exclusivas para los genotipos elite. Esta comparacion
fue realizada entre los cultivares criollos y el germoplas-
ma elite a fin de identificar alelos especificos para cada
grupo y comunes a ambos.
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Figura 2. Representacion de la diversidad genética estimada. Notese la marcada separacién entre genotipos criollos y germo-
plasma elite. Este dendograma fue construido con base en el método de agrupamiento de Ward (1963) en SAS® V8e (2000).

La similaridad genética (GS) entre pares de acce-
siones (germoplasma elite y material criollo) fue alta.
Esta correlacion representa un estimativo de diver-
gencia genética util en el proceso de mejoramiento
vegetal. La diferencia entre la similaridad genética por
pares de genotipos contrastantes revel6 que las lineas
CMLI161 y CML165 mostraron la mayor divergencia
con los cultivares criollos; ello permite inferir que el
grado de mayor heterosis podria alcanzarse a partir de
los hibridos obtenidos al cruzar estas lineas elite con
el germoplasma criollo. El genotipo criollo Antioquia
442 present6 la mayor GS con ICAV 109 e ICAV 156,
lo cual sugiere una baja posibilidad de heterosis; sin
embargo, so6lo la evaluacion en campo podra determi-
nar la calidad de estos hibridos. Los cruzamientos elite
X criollo con mayor posibilidad de heterosis fueron:
CML 165 X Antioquia 442, Cundinamarca 316, Cor-
doba 342, Cérdoba 338, Cariaco, y Dulce; y la linea
elite CML 161 con el genotipo aumentado aceitero de
USA y con Cundinamarca 316.
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Analisis bioquimico

Los resultados oscilan en un rango entre 2,59y 6,98 con
un promedio de 4,398. La desviacién estandar fue 1,00
y el coeficiente de variacion fue 22,79%. Los genotipos
donantes con mayor contenido de aceite fueron en su
orden: el grano aumentado del genotipo comercial im-
portado de USA, la accesion Antioquia 442 y la acce-
sion Dulce, los cuales mostraron variacion con relacion
a los valores obtenidos en el analisis preliminar.

Los genotipos con mayor contenido de aceite fueron en
su orden: Importado USA (aumentado del grano comercial
aceitero de USA), Dulce, la linea elite CML165 y el genoti-
po Antioquia 442 (Tabla 3), los cuales mostraron variacién
con relacién a los valores obtenidos en el analisis preliminar
en el que el mejor grano aceitero fue Antioquia 442.

El genotipo Importado USA mostr6 un aumento
de 6,12% a 6,98% en contenido de aceite. La segre-
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Tabla 2. Nivel de polimorfismo proporcionado por los marcadores en 22 accesiones de maiz reportadas en la Tabla 1.

Nombre BIN No/M PIC Nombre BIN No/M PIC Nombre BIN No/M PIC Nombre BIN No/M PIC
Umc1354 1 4 0.667 | Umc1399 3.07 4 075 | umc1887 6.03 3 0.667 | umc1957 9 5 0.818
Umcl021 1.03 4 0.761 | Bnlg2243 3.08 9 087 | umcl572 6.03 3 0.727 | umc279 9 ] 0
Bnlg1866 1.03 b 0.81 Bnlg1350 3.08 1 0409 | mmc0523 6.04 5 0827 | dupssié 9.02 4 0.682
Bnlg1886 1.05 3 0.833 | Bnlg1754 3.09 1 0.791 | umc1014 6.04 b 0811 | bnlg1730 9.03 1 0.5
Blg1025 1.07 4 0773 | Umc2048 31 5 0.809 | bnlg1154 6.05 5 0.782 | phi0él 9.03 3 0.561
Blg1643 1.08 5 0.755 | Umc1228 401 1 0523 | umc1520 6.06 3 0.758 | bnlg1714 9.04 ] 0.045
Umc1184 1.09 1 0 Umc1682 401 4 0.705 | umcl653 6.07 I 0.844 | umc1492 9.04 4 0.693
Umc1797 1.12 9 0838 | Umc1294 402 5 08 PHI 057 101 3 0.727 | umcl657 9.05 3 0.636
Phi109642 1 4 0.727 | Umc1550 403 3 0.667 | umc1066 101 4 0.705 | umc1357 9.05 4 0.75
Umc1165 201 1 0432 | Umcd117 4.04 4 0.716 | umcI016 102 3 0.652 | umc1310 9.06 2 0.5
Bnlg469 202 5 0.791 | Bnlg1621 4.06 3 0.652 | umcI301 103 5 0.745 | bnlg128 9.07 8 0.801
UmcT185 2.03-2.04 4 0.682 | Bnlg2291 407 6 0.788 | bnlgl666 1.04 i 0.844 | umc1277 9.08 4 0.75
Bnlg1018 204 b 0.78 | Umcl667 408 4 0.67 | umc1407 1.05 3 0.591 | phi0d1 10 3 0.568
Bnlg180 205 4 0.568 | Umct101 409 3 0.576 | umc1359 8 6 0.803 | umcI293  10.00-10.01 4 0.727
Blg1258 208 5 0.764 | Umc1503 41 5 0.664 | umc1592 8.01 4 0.739 | umc1318 10.01 3 0.652
Umc1931 3 4 0.591 | Bnlg143 501 4 0.727 | bnlg2235 802 5 0.827 | umc1432 10.02 1 0
Umc1394 30 4 0.75 | Bnlg565 5.02 6 0.78 | bnlg669 8.03 5 0.736 | bnlg1451 10.02 4 0.739
Umc1458 302 b 0.803 | Bnlg1208 5.03 6 0.742 | bnlgl19 8.04 6 086 | umcl677 10.04 5 0.718
Blg1325 303 b 0.773 | PHINT3  5.03-5.04 4 0.807 | umc1562 8.05 5 0.782 | bnlg1185 10.05 6 0.86
Blg1452 3.04 ] 0.85 | Bnlg2323 5.04 6 0.841 | bnlgééo 8.05 4 0.807 | umc 1506 10.05 4 0.75
UmcI174 3.05 5 0791 | umcI792 5.08 4 0.761 | bnlg1031 8.06 5 0.827 | bnlg1450 10.07 8 0.85
Bnlg1601 3.06 4 0.795 | bnlg249 6.01 6 0.795 | umc1384 8.07 3 0.636
Umc1489 3.07 4 0.670 | umc1625 6.01 4 0.761 | umcl663 8.09 6 0.818
*El valor de cero corresponde a primers monomorficos. )
BIN: Ubicacion en el cromosoma. - Na/M: Ndmero de alelos por marcador.  %fF: Porcentaje de la frecuencia alélica.  PIC: Indice del polimorfismo contenido por SSR.
Fuente: Corpaica, C.. Tibaitatd, Programa Nacional de Recursos Genéticos y Biotecnologfa Vegetal, 2002.

Tabla 3. Analisis bioquimico. Prueba final para la determinacién del contenido de aceite.

N T % EE SD N T % EE SD N T % EE SD
Importado USA D 6,984 0,25 | WAXY BRASIL D 4,8391 0,091 (mL144 R 3,7754 0,144
(ORDOBA 342 D 3,5778 0,966 | WAXY NACIONAL D 4,629 0,064 ICA210 R 4,3728 0,139
DULCE D 5171 0,054 ML176 R 5,055 0,008 ICAV109 R 3,9668 0,337
ANTIOQUIA 442 D 5184 0,237 MLT65 R 5,464 0,310 ICA SIKUANIV-110 R 4,7707 0,047
CUNDINAMARCA 316 D 3,6272 0,005 MmL161 R 2,7204 0,135 ICAV156 R 4,3994 0,089
CARIACO TIPICO D 4,378 0,237 ML159 R 4,4413 0,054 LASP3 R 3,1847 0,04
(HOCO 328 D 2,5924 1,845 (LA44 R 4,8887 0,449 (A1 R 3,3514 0,045
(ORDOBA 338 D 4,2728 0,093 LASP2 R 3,863 0,373 amer7o R 3,3812 0,337

N: nombre accesién; % EE: porcentaje de aceite obtenido por extraccion con éter de petroleo.
SD: Desviaci6n estdndar de muestra.

gaciéon del Importado USA, aumentado en Colom-
bia, exhibi6 niveles de aceite alrededor 2% y 3% mas
altos al ser comparado con los genotipos normales;
estos resultados coinciden con los reportados por
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Thomison y Geyer (2001) al evaluar el grano comer-
cial aceitero TCBlend®. El alto contenido de aceite
en este genotipo puede deberse a que la mayoria de
polinizaciones fueron efectivas para el macho acei-
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tero y no para la linea androestéril. Antioquia 442
mostré diferencia de 1,06% entre la primera y se-
gunda evaluacidn; esta variaciéon puede atribuirse a
que esta accesion fue aumentada en campo a 2.400
m.s.n.m. en la primera evaluacién, en tanto fue cose-
chado a 28 m.s.n.m. en la segunda. El cultivar Dulce
fue cosechado a 28 m.s.n.m para ambas evaluaciones
y mostr6 una diferencia de 0,37%.

Los genotipos recurrentes GML 176 y CML 165 mos-
traron valores de 5% y 5,4% respectivamente, valores
altos teniendo en cuenta que se trata de genotipos nor-
males; ello indica que pueden dar origen a genotipos
con alto contenido de aceite en menor tiempo. Por tan-
to, las posibilidades de heterosis entre estos genotipos y
los tres mejores donantes aceiteros son altas.

Respecto del contenido de aceite, se encontr6 varia-
cién entre los resultados obtenidos en los analisis reali-
zados (afios 2000 y 2001) empleando la misma metodo-
logia y el analisis final (afio 2002) (Tabla 4). Es posible
que diversos factores tales como la magnitud de la in-
fluencia ambiental, la ocurrencia de efectos génicos (de
los tipos aditivo y no aditivo) y la interaccién genotipo-

incluidos en este analisis. Los niveles de los acidos pal-
mitico y oleico mostraron los valores mas bajos (Ta-
bla 3) en el genotipo importado de USA derivado del
“TCBlend®™, mientras que mostraron el nivel mas alto
de acido linoleico (51,8%); por su parte, el genotipo
CML 176 mostr6 el mayor contenido de acido linolé-
nico (2,52%). Es preciso sefialar que los acidos grasos
insaturados con mas de una instauracion (linoleico vy li-
nolénico) no pueden ser sintetizados por el organismo
y deben ser suministrados en la dieta. Thomison et al.
(2003) encontraron un nivel de acido palmitico similar
para cultivares normales y TCBlend® y niveles de acido
estearico y oleico mas altos. El contenido de acido lino-
lénico es concordante si se compara con los resultados
de Thomison en 1999 (datos no mostrados) y los de este
estudio; por supuesto, fue superior el contenido para
los genotipos con contenidos normales de aceite. Los
genotipos criollos Antioquia 442 y Dulce, se destacan

Tabla 4. Variacion en el contenido de aceite bajo diferentes
metodologias y periodos. El indice de correlaciéon estimado
entre la técnica de NIRS y EE tiene un valor de 0,8163.

a’mbiente .es‘EéI.l afectando la e'xpresi(’)n de esEa caracte- 3 COFI:::'% ) % NIRS % E % E
ristica poligénica. Debe considerarse ademas, que los Accesion semilla (afi0 2000) (a0 2001)  (afio 2002)
genotipos fueron sembrados en una sola localidad con andiisis (NIRS)
una elevacion de 28 m y las accesiones provienen de  Anfioquia 442 9] 6,24 518
origenes diferentes con elevaciones diferentes de hasta Cundinamarca 316 1994 7,6 3,39 3,63
2.200 m (Tabla 1), lo cual sugiere que presiones clima-  (grdoba 342 1953 6,3 351 3,58
tico-ambientales pudieron afectar la expresion de la ca- Dulce 1989 77 615 5,78
racteristica bajo estudio. Dulee R Col 67 4,01
Establecimiento del perfil de acidos grasos Cirobo 338 1953 b3 321 o
(hoco 328 1994 6,6 3,63 2,9
Este analisis fue realizado s6lo para los genotipos con Cariaco tipico 1959 6,6 3,55 4,31
contenidos de aceite superiores a 5%. Los cultivares  Importado USA ; ; 6,12 6,98
Waxy (100% amilopectina en grano) también fueron  ICAVI09 - - 333 3,97
Tabla 5. Comparacion del porcentaje de dcidos grasos en granos de maiz: normal, QPM, alto aceite y Waxy.
Accesion Caracteristica de calidad de grano €16:0 Palmitico C18:0 Estedrico C18:1 Oleico C18:2 Linoleico C18:3 Linolénico

Imp. USA aumentado Aceitero 12,72 3,22 30,7 51,8 1,58

Dulce Aceitero 17,91 4. 38,4 37,6 1,84
Antd42 Aceitero 15,42 4,02 36,8 423 1,38
(ML176 Normal 15,22 513 31,7 45,5 2,52
(ML165 QPM 14,91 2,31 31,8 50,1 0,81

Waxy Brasil Normal, 100% amilopectina 13,87 2,81 38,9 43 1,39

Waxy nacional Normal, 100% amilopectina 18,14 3,01 30,7 46,8 1,29
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por su alto contenido de acido oleico (importante en la
dieta alimenticia de monogastricos), a partir de lo cual
se puede inferir que son apropiados por contenido y ca-
lidad de aceite. El genotipo Importado USA presento
los valores mas bajos de acido palmitico y el genotipo
CML 156 mostro los valores mas bajos de acido estea-
rico, lo cual es positivo puesto que se trata de acidos
grasos saturados.

Discusion

Los datos SSR permiten estimar la diversidad genética
entre y dentro las accesiones de muchas especies y pue-
den ser tutiles para dilucidar estrategias de manejo de
colecciones de germoplasma (Garland et al., 1999). El
bulk de ADN permiti6 la identificacion rapida de la di-
versidad alélica intra-cultivar para el caso de materiales
heterogéneos-heterocigotos como las variedades crio-
llas; ello incrementa la confiabilidad en la identificacion
de cultivares. Sin embargo, es necesario determinar el
tamafio de la muestra para razas criollas, a fin de que se
represente la variabilidad existente en la poblacion.

El nimero de marcadores utilizados permitié esti-
mar la diversidad genética de la poblacion. Enoki et al.
(2002), reportaron que la precisiéon en la estimaciéon de
la similaridad genética aumenta en tanto se incrementa
el nimero de loci que son evaluados. Por lo tanto, es
presiso incurrir en altos costos y una labor intensiva de
ADN-marcadores a fin de seleccionar los marcadores
mas informativos y estimar el minimo nimero de mar-
cadores que se requieren para obtener un buen nivel de
precision en la estimacion de GS.

El contenido de aceite en maiz esta sujeto a influen-
cias de tipo genético y ambiental. Segiin Hellum et al.
(1996), las practicas agronémicas pueden influir en el
contenido de aceite y la composiciéon de los acidos gra-
sos; éstas diferencias pueden ser explicadas por efectos
genéticos, ambientales y, de interaccién genotipo-am-
biente, que puede ser ejercido sobre caracteres de he-
rencia poligénica.

El ambiente ejerce su efecto no sobre los genes sino so-
bre sus productos (expresion fenotipica del gen) lo cual
puede verse reflejado en la heredabilidad de caracteres
y, por tanto, en el desempefio agronémico de un culti-
vo. En condiciones inapropiadas o de estrés ambiental
estos valores pueden ser bajos, situacion que cambia en
experiencias de campo bien planeadas; asi, bajo exce-
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lentes condiciones es posible maximizar la expresion del
caracter y hacer maxima la ganancia por seleccion de
los mejores individuos (Kuruvadi et al., 1998).

Conclusiones

El uso de primers de tipo SSR permiti6 estimar la va-
riabilidad y la organizacién del material genético entre
cultivares. Todos los genotipos fueron asignados a clusters
especificos. Se observo una clara asignacion de los cul-
tivares criollos y germoplasma elite a clusters diferentes;
este nivel de disimilaridad dentro del poo/ de genes fue el
esperado teniendo en cuenta el origen y caracteristicas
de los genotipos. Ello indica que el analisis mediante
SSR proporciona suficiente precision para estimar la
variabilidad genética, lo cual muestra su utilidad en la
caracterizacion y estimacion de la base genética como
base para estrategias de mejoramiento exitosas.

Se observé una amplia divergencia en el contenido de
aceite en este estudio. Los cultivares criollos Antioquia
442 y Dulce fueron seleccionados como los mejores cul-
tivares para la caracteristica aceite, junto con el testigo
Importado USA. Estos genotipos representan un precio-
so recurso para adelantar programas de mejoramiento
destinadoa regiones del tropico bajo colombiano.

Los resultados obtenidos proporcionan un criterio tutil
para la exploracion e introduccién de genotipos, y para
formar buenos hibridos con alto contenido de aceite,
adaptados al tropico bajo colombiano. Los genotipos
elite CML 161 y CML 165 mostraron el menor indice
de similaridad genética con los cultivares criollos; asi,
estos materiales podrian emplearse como probadores
dentro de un esquema de mejoramiento; los individuos
resultantes de tales cruzas pueden exhibir buenas com-
binaciones alélicas (heterosis).

En este estudio se identificaron poblaciones base para
desarrollar genotipos y/o lineas endocriadas con carac-
teristicas especiales de industria y/o gran valor nutri-
cional. La variabilidad de la muestra de trabajo repre-
senta un gran potencial de utilizaciéon en el desarrollo
de programas de mejoramiento con base en disefos de
cruzamientos y retrocruzamientos.
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