Variacion genética en maices criollos de la region Loxicha, Oaxaca Ma. del Consuelo Aragén Martinez

INTRODUCCION

México es considerado el centro de origen y uno de los centros de diversificacion de
las razas de maiz (Sanchez et al. 2000, Matsuoka et al. 2002, Bellon et al. 2003, Alvarez-
Buylla 2004, Kato et al. 2009). Asimismo, actualmente se considera uno de los ultimos
reservorios genéticos de maiz para la humanidad (Bellon y Berthaud 2004a). EI maiz juega un
papel central en la agricultura de todas las culturas indigenas de México, debido a su amplia
adaptacion a distintos ambientes; a su tolerancia y resistencia a enfermedades, plagas y
cambios en las condiciones climaticas y edaficas; a sus multiples usos como alimento o forraje
y gran variedad de productos que se obtienen de esta especie (Cleveland y Murray 1997,
Bellon y Brush 1994, Louette et al. 1997, Paliwal 2001, Herrera-Cabrera et al. 2004, Kato et

al. 2009).

En México, el maiz ha llegado a convertirse en un elemento de gran interés por las
caracteristicas fisiologicas de la planta, pero aun mas por el trabajo de domesticacion y
conocimiento tradicional de los agricultores durante miles de afios, que da como resultado una
diversidad morfolégica que va desde sus antecesores silvestres a razas mas avanzadas,
pasando por las variedades criollas y los cultivares mejorados mantenidos durante
generaciones por los agricultores (Wellhausen y Hernandez-X 1951, Paliwal 2001). Esta
diversidad fisiologica y morfologica se asocia a los distintos usos del maiz. Si bien el uso
principal es para el consumo humano, existen variedades exclusivas para determinados usos,
por ejemplo, variedades de uso forrajero (Ortega-Paczka 2003). Por otra parte, en la actualidad
la industria lo utiliza para obtencion de compuestos quimicos como miel y azUcar de maiz,

dextrosa, almidon o fécula, aceite, color caramelo, dextrina, malato dextrina, acido lactico
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sorbito, y etanol que son comercializados en alimentos, medicinas, cosméticos y otros
productos industriales. Al obtener el etanol se le considera al maiz un recurso renovable

(Barkin 2003, Kato et al. 2009).

Desde el punto de vista cultural, el cultivo del maiz no implica solo a la planta, sino
también la organizacion y creacion de innumerables técnicas para cultivarlo, el surgimiento y
persistencia de creencias y el simbolismo en ceremonias religiosas, su uso en regalos de bodas
0 como retribucién al trabajo comunitario. Las sociedades y organizaciones occidentales
consideran a las variedades criollas como parte del patrimonio comin de la humanidad

(Cleveland y Murray 1997, Esteva 2003, Kato et al. 2009).

Diversidad de razas de maiz en México

Anderson y Cutler (1942) introdujeron el concepto de razas de maiz; cada raza
representa un grupo de individuos relacionados con suficientes caracteristicas en comun como

para permitir su reconocimiento como grupo, teniendo un alto nimero de genes comunes.

En 1951, Wellhausen y Herndndez-X realizaron una descripcion de las razas
agrondémicas de maices criollos en México basandose en el rango de altitudes al que se
adaptan, caracteristicas vegetativas de la planta, de la espiga, de la mazorca y del grano, asi
como caracteres fisiologicos, genéticos y citoldgicos. Reportando 25 razas mas 7 como no
definidas. Ortega et al. (1991) reconocen 41 razas y Sanchez et al. (2000), integran los
trabajos anteriores y reconocen 59 razas que se agruparon tomando en cuenta su adaptacion
agroecoldgica, las caracteristicas de la mazorca, del grano y sus usos. En el occidente de

México y sur de Mesoamerica (Oaxaca, Chiapas y Guatemala) es donde actualmente se
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presenta la mayor variacion racial (27 razas de México mas las guatemaltecas) (Kato et al.

2009).

Algunas razas muestran una amplia adaptabilidad y han proporcionado material
genético que se encuentra en casi todos los ambientes tropicales. Una de ellas es el Tuxpefio,
que se encuentra en varios maices mejorados que se originan directamente de esta raza o en

combinacion con otros materiales (Paliwal 2001, Kato et al. 2009).

Estudios de maiz en Oaxaca

Kato y colaboradores (2009) realizaron una extensa revision sobre el origen y
diversificacion del maiz, en el cual contraponen principalmente dos teorias: 1) La teoria
unicéntrica que define un evento Unico de domesticacion que ocurrié en la cuenca del Rio
Balsas, a partir del cual se produce la diversificacion. Esto concuerda con la evidencia
arqueoldgica de maiz mas antigua encontrada en las tierras altas de Oaxaca (Sanchez et al.
2000, Matsuoka et al. 2002, Pressoir y Berthaud 2004a). 2) La teoria multicéntrica que
propone que el origen y domesticacion del maiz no solo ocurrié en un sitio y tiempo dado sino
que pudo haber sucedido en varios lugares y tiempos. Se mencionan 5 centros de
domesticacion localizados entre México y Guatemala (Mesoamérica), siendo 1) la Mesa
central de México (se origina el Complejo Mesa Central); 2) la Region de altura media en los
estados de Morelos, Mexico, Guerrero y sus alrededores (Complejo Pepitilla); 3) la Region
centro norte de Oaxaca (Complejo Tuxpefio); 4) Oaxaca y Chiapas (Complejo Zapalote); y 5)

la Region alta de Guatemala (Complejo altos de Guatemala) (Kato et al. 2009). Ambos
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enfoques consideran a Oaxaca como un centro de domesticacion, por tal motivo, este estado

resulta fundamental para el estudio de la variacion actual de maiz criollo®.

A pesar de esto, es deficiente la informacion de la diversidad de maices nativos en el
estado. En 1951 Wellhausen y Hernandez-X reportaron para el estado de Oaxaca sélo siete
razas. Aragon et al. (2005) realizaron una recopilacion del estudio anterior con los de Sanchez
et al. (2000) y Ortega-Paczka (2003) y reportan 30 razas. En el 2006, Aragon y colaboradores
realizaron un estudio detallado de la informacidn existente en los bancos de germoplasma del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y del Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) sobre los maices criollos de
Oaxaca Yy colectaron muestras de maiz en comunidades poco exploradas de la region del
Papaloapan, Bajo Mixe y Chinantla Baja, reportando 35 razas. Este nimero demuestra la gran
diversidad local de maices criollos y representa el 70% de toda la diversidad de razas de

México.

Existen estudios que han abordado el manejo de la milpa en diferentes localidades de
este estado y generalmente hacen referencia a las variedades criollas mas que a las razas. Asi,
se han reportado para Oaxaca las variedades criollas amarillo, blanco, blanco delgado, bolita,
conejo, chaparro, chaparrén, delgado moradito, hueso, maguellanes, maizon, morado, pinto,
pifiero, rojo, tablita, tepecente, tempranero, veracruzano y negro (Ruiz y Silva 1999, Cardoso
2004, Aguilera 2005, Rendon 2011). La mayoria se han enfocado en el estudio de la

importancia del manejo tradicional, el intercambio de semilla que realiza el agricultor y la

" El término criollo lo utilizan los agricultores en la regiéon Loxicha, Oaxaca para referirse a sus maices
nativos, por lo cual se decidié respetarlo.
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diversidad morfolégica (Ruiz y Silva 1999, Bellon 2001, Bellon et al. 2003, Pressoir y

Berthaud 2004b, Bellon et al. 2006).

Si bien existe una gran diversidad de razas y variedades criollas de maiz en Oaxaca,
hasta el momento existen pocos trabajos que analicen aspectos de diversidad genética en este
estado y en general en todo el pais, tanto con marcadores morfolégicos como moleculares para
comprender el mantenimiento de la diversidad de maiz y flujo génico (Pressoir y Berthaud
2004a). Recientemente, la importancia se ha centrado en la deteccion de transgenes (Quist y

Chapela 2001, Ortiz-Garcia et al. 2005).

La influencia mas importante y menos conocida sobre la diversidad genética y el
“mantenimiento” de las razas® y/o las variedades criollas® es el manejo tradicional que
practican los agricultores, en particular el proceso de seleccion de la semilla que siembra cada
ciclo agricola. Los estudios enfocados en la importancia de las practicas de manejo realizadas
con las razas y/o las variedades criollas revelan una gran cantidad de genes en movimiento.
Este movimiento se puede producir por la adquisicion o el intercambio de semilla entre los
agricultores de la misma comunidad, por conducto de las variedades compradas en los
mercados locales y regionales. Por otra parte, fendbmenos naturales como la dispersion del
polen por los insectos y el viento también juegan un papel importante (Bellon y Berthaud
2004b, Hellin 2006). Asimismo, se ha observado que los agricultores de Oaxaca, de inmediato

notan cuando hubo endogamia en su maiz durante demasiadas generaciones y baja el

* El concepto de raza se define de acuerdo a Anderson y Cutler en 1942, como los individuos relacionados
con suficientes caracteristicas en comin como para permitir su reconocimiento como grupo, siendo una
clasificacion principalmente agronémica.

3 El concepto de “variedad criolla” es el tipo de maiz que reconoce el agricultor bajo un mismo nombre y
como parte de una misma unidad (Louette 1995, Rice et al. 1998).
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rendimiento, 1o que se sefiala al decir que el “maiz se ha cansado” y buscan otras variedades
criollas para cruzarlo y mantener un buen rendimiento. Del mismo modo, las razas criollas
evolucionan constantemente mientras los agricultores mantienen las caracteristicas que desean

(Bellon et al. 2003, Berthaud y Gepts 2004, Bellon y Berthaud 2004b, Aragoén et al. 2005).

Lo anterior ha llevado a que ocurra un proceso llamado “acriollamiento” porque existe
un manejo de las variedades modernas dentro de los sistemas tradicionales, donde los
agricultores aplican el mismo tipo de manejo y mezclan los dos tipos de variedades (Bellon y
Risopoulos 2001, Bellon et al. 2006). Por ejemplo, en la region Loxicha se encuentran las
variedades chaparro y chaparron, que en algunas comunidades las consideran todavia como
hibridos que les proporcionaron en algin programa estatal, pero en otras se consideran
acriolladas porque se entrecruzaron con las variedades criollas del lugar, ademas de que ya
tienen mucho tiempo sembrandolas de manera tradicional y se han adaptado a los ambientes

de la region reflejando el flujo génico entre variedades.

La zona mas estudiada en Oaxaca, en términos de diversidad genética han sido los
Valles Centrales, donde se describe la diversidad genética del complejo Bolita, utilizando
caracteristicas morfologicas. Ademas encontraron que la diversidad que existe en el area no es
accidental, sino un reflejo de un proceso de coevolucion entre el agricultor y su cultivo

(Aguirre et al. 1999, Bellon et al. 2003).

En la region del Istmo de Tehuantepec, Lopez y colaboradores (2005), reportan a nivel
fenotipico que la variedad maiz chico corresponde a la raza Zapalote chico mientras que la

variedad maiz grande corresponde a una amplia base de la raza Zapalote chico, con
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introgresion de las razas Vandefio, Tepecintle y Tuxpefio; tambien se encontré que la
variacion genética se relaciona con la variacion ambiental (altitud, humedad relativa y
disponibilidad de humedad en el suelo). Se revela que los grupos de maiz grande
evolucionaron hacia poblaciones tardias y los de maiz chico hacia poblaciones precoces y
tardias. Se concluye que en la region existe variacion genética a nivel de raza y entre

poblaciones de la raza Zapalote chico.

Estos estudios dejan ver que el flujo de genes entre poblaciones de maiz es
cuantitativamente importante, pero que el manejo que los campesinos hacen de las semillas es

lo que mantiene una marcada diferenciacion agromorfoldgica entre las poblaciones del grano.

Uso de marcadores moleculares en estudios de maiz

Los estudios sobre manejo y caracteristicas morfoldgicas coinciden con los analisis de
isoenzimas y ADN en cuanto a que las razas se organizan en un continuo y su diferenciacién
obedece, en parte, a un aislamiento producto de la distancia (Berthaud y Gepts 2004), aunque

la forma de manejo de las poblaciones también tiene efecto sobre la misma.

A partir del reconocimiento que los agricultores hacen de la variacién en las razas o
variedades locales principalmente por el color y forma del grano, ademéas de algunas
caracteristicas morfolégicas de la mazorca, diversos autores han utilizado marcadores
moleculares como las isoenzimas, los AFLP, los RAPD y los microsatélites (SSR) para
analizar la diversidad genética del maiz y del teocintle. En general, las poblaciones de maiz
estudiadas para México y otros paises, tienen una alta diversidad dentro de las poblaciones y

su distribucion no es al azar, sino que estd asociada a condiciones agroecoldgicas (Pressoir y
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Berthaud 2004a, Perales et al. 2005, Vigouroux et al. 2005, Hartings et al. 2008, Ignjatovi¢-

Mici¢ et al. 2008, Qi-Lun et al. 2008, Vigouroux et al. 2008, Solomon et al. 2010) (Tabla 1).

Hay variedades que presentan baja diversidad porque tienen un uso especial (pozole,
pinole, tamales, elotes, palomitas y dulce de maiz) y son sembradas a partir de semillas de
unas cuantas mazorcas, en areas muy pequefias (Sanchez et al. 2000). El analisis de datos
moleculares revela que el manejo del maiz adoptado por los agricultores ha contribuido a
mantener la variabilidad genética y desde el aislamiento en el campo, la practica regula la
identidad de la variedad y la conserva (Doebley y Goodman 1984, Sanchez et al. 2000, Perales
et al. 2005, Vigouroux et al. 2005, Reif et al. 2006, Hartings et al. 2008, Qi-Lun et al. 2008,

Bracco et al. 2009, Lia et al. 2009, Solomon et al. 2010).

Pressoir y Berthaud (2004a), realizaron un estudio en los Valles Centrales de Oaxaca
para evaluar la diversidad genética, la estructura poblacional y el impacto del manejo
tradicional que realiza el agricultor en razas locales de maiz. Trabajaron en 6 municipios muy
cercanos geograficamente y solo tipificaron un individuo de cada una de las 31 poblaciones
por medio de microsatélites, secuenciacién y marcadores citoplasmicos. Encontraron una baja
diferenciacion entre poblaciones (Fst = 0.011) y sorprendentemente, no hay un aislamiento
por distancia. Sin embargo, dentro de las poblaciones hay una gran diferenciacion debido a un

exceso de homocigotos.
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Tabla 1. Estudios realizados con diferentes marcadores moleculares que reportan diversidad
genética y estructura genética en maiz.

Marcador . ~ . . " Estructura
Referencia Tamafio de muestra Diversidad genética (H) u, .u
molecular genética
Isoenzimas Doebley et al. 56 colecciones Teosintle = 0.155 - 0.311
1984 (México) (teosintle y razas) Razas = 0.247 — 0.336
5 colecciones (maiz)  Maiz =0.311
Séanchez et al. 209 colecciones Colecciones = 0.212 G,=0.000 - 0.331
2000 (México) (59 razas) Razas = 0.243
Maiz = 0.269
Perales et al. 566 muestras Fst=0.0019
2005 (Tzotzil y Tzeltal)
(Chiapas, Méx.)
Lopez et al. 40 poblaciones Razas = 0.22 Gsr=0.154
2010 (Razas)
(Oaxaca, Méx.)
AFLP Hartings et al. 54 colecciones Fst=0.25
2008 (Italia) (razas nativas)
SSRy Pressoir y 31 poblaciones SSR=0.71 Fstn=0.011
citoplasmico  Berthaud 2004a Citoplasmico = 0.49 Fstc.=0.028
(Oaxaca, Méx.)
SSR Vigouroux et al. 45 teosintle Teosintle = 0.74 Fst=0.071
2005 (América) 45 maiz Maiz = 0.64
Reif et al. 25 colecciones Razas = 0.61 Gsr=0.21
2006 (México) (24 razas)
Ignjatovi¢-Mici¢ 21 poblaciones Poblacion = 0.502 Gsr=0.360
etal. (21 razas)
2008(Yugoslavia)
Qi-Lun et al. 124 razas nativas Razas = 0.70 Fsr=0.13
2008 (China)
Vigouroux et al. 945 colecciones Razas =0.707 — 0.814 Fsr=0.027 —
2008 (América) (310 razas) 0.053
Liaetal. 144 individuos Poblaciones = 0.571 Fst=0.146
2009 (Argentina) (8 poblaciones)
Bracco et al. 131 individuos Poblaciones = 0.370 Fs1=0.338
2009 (Argentina) (6 poblaciones)
Morales et al. 26 lineas Razas = 0.68
2010 (Argentina)  (razas locales)
Solomon et al. 2 poblaciones Grupos = 0.48 - 0.66 Gst=0.03-0.23

2010 (Australia)

(5 grupos, ciclos)
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Lopez y colaboradores (2010), evaluaron el polimorfismo isoenzimatico de
poblaciones de maiz del Istmo de Tehuantepec, Oaxaca, area de distribucion de la raza
Zapalote chico, en 40 poblaciones nativas y 10 representativas de otras razas. La
diferenciacion genética (Gst) mostro que la mayor variacion se encuentra dentro de las
poblaciones (88%) y solo el 12% se encuentra entre ellas. Un analisis de conglomerados
separa las poblaciones en dos grupos: el primero, integra a las poblaciones de la raza Zapalote
chico y el segundo agrupé a las conocidas localmente como maiz grande, con influencia de las

razas Zapalote chico e introgresion de Tuxpefio, Vandefio y Tepecintle.

Con los RAPD vy los ISSR se han caracterizado rasgos cuantitativos importantes en
maiz; se han investigado las interacciones genéticas entre loci que determinan la variabilidad
fenotipica y han analizado la divergencia genética entre lineas puras y clones de maiz

(Domenyuk et al. 2002; Osipova et al. 2003).

Estudios en la Region Loxicha

Hacia la Sierra Sur de Oaxaca se encuentra la Region Loxicha habitada por zapotecos,
los cuales tienen una interaccion milenaria con su ambiente, que se aprecia no sélo en las
tradiciones y creencias, sino también en los procesos de transformacion y apropiacion del
entorno natural, asi como en los sistemas de clasificacion y nomenclatura folk (Luna-José
2001, Montalvo 2002, de Avila 2004, Garcia-Mendoza 2004, Montalvo 2006, Luna-José
2008, Ventura-Aquino 2008). En términos de la diversidad de maices cultivados en esta
region, Cardoso (2004) y Aguilera (2005) reportan para los municipios de Candelaria Loxicha

y San Agustin Loxicha, respectivamente, la presencia de al menos 12 variedades criollas entre

10
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los dos municipios. Estos estudios mostraron que existe una amplia gama de variedades
criollas de maiz y un intercambio de semillas, asociado a los requerimientos agroecolégicos de
cada variedad. Sin embargo, no se analizo detalladamente el efecto de la dindAmica del manejo
de las variedades criollas a través del tiempo y espacio, asi como sobre la diversidad y
estructura genética. A partir de estas evidencias, en 2007 se realizé un monitoreo de la riqueza
de razas encontradas en cinco municipios de la region Loxicha, ubicada en la Sierra Madre del
Sur de Oaxaca. Se reportaron 46 variedades agrupadas en 10 razas agrondémicas que
representan el 20% de aquellas registradas para Oaxaca en el 2005; se incorporo el registro de
la raza VVanderfio, que no estaba reportada en otros estudios y se detectd que también hay razas
gue van migrando de estados cercanos como la raza Comiteco que proviene de una comunidad

de Chiapas y la raza Nal-Tel que proviene del estado de Yucatan (Rendon 2011).

Estos trabajos ponen en evidencia procesos que han sido mencionados previamente por
otros autores, tales como el hecho de que la utilizacion de variedades criollas por los
agricultores de esta region responde a las necesidades locales de los agricultores en términos
de su adaptacion a diferentes condiciones ambientales y este manejo tiene un efecto sobre la

variabilidad genética del maiz como lo han mencionado otros autores (Ortega-Paczka 2003).

Los estudios descritos previamente muestran la importancia cultural y ecoldgica del
maiz en las comunidades indigenas y campesinas, ademas confirma que México es un
reservorio activo de diversidad genética. En este sentido, se espera que para la region Loxicha,

ubicada en la Sierra Madre del Sur de Oaxaca, México, se encuentren niveles de diversidad

11
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genética altos a nivel poblacional* (variedades) y subpoblacional® (milpas) debido al manejo
tradicional que realizan los agricultores y al mantenimiento de variedades criollas que
responden a diferentes condiciones agroecoldgicas. Ademas, se espera que exista una baja

diferenciacion genética capaz de permitirnos separar a las variedades como poblaciones.

Este estudio parte de la necesidad de realizar estudios etnobotanicos y genéticos para
determinar el papel que juega el manejo tradicional sobre la conservacion in situ de variedades
criollas de maiz, las condiciones agroecologicas (tipo de vegetacion) en el mantenimiento de
los tipos de maiz, asi como el efecto del flujo génico entre las variedades criollas a lo largo del
gradiente altitudinal que presenta la region Loxicha. Cabe sefialar que son contados los
estudios genéticos que partan del concepto de variedad como unidad poblacional que genera el

agricultor y solo se estudia a partir de la raza que es una unidad agronémica.

OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de diversidad genética y estructura genética de variedades
criollas de maiz en funcion del gradiente altitudinal, de las condiciones agroecoldgicas, del
manejo tradicional y del flujo génico, en comunidades zapotecas de la region Loxicha, Sierra

Madre del Sur, Oaxaca, México.

4 . . » . . . . .
La poblacion se refiere a la “variedad” que definimos como el tipo de maiz que reconoce el agricultor bajo
un mismo nombre.
> La subpoblacion se refiere a la “milpa” que es el sitio donde se propaga determinada o determinadas
variedades.

12
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Obijetivos particulares

1) Analizar la diversidad y la estructura genética con los marcadores ISSR, de

variedades criollas de maiz a lo largo del gradiente altitudinal.

2) Determinar el papel que juega el manejo tradicional, el gradiente altitudinal y la
distancia entre las subpoblaciones (milpas) en la estructura genética y flujo génico de

variedades criollas de maiz.

METODO

Zona de estudio

Se seleccionaron siete comunidades zapotecas de Oaxaca, ubicadas dentro de la Region
Terrestre Prioritaria N° 129 y comprende los municipios de San Agustin Loxicha y Candelaria
Loxicha (Tabla 2, Figura 1), con base en la cantidad de variedades criollas encontradas a lo

largo del gradiente altitudinal, asi como del manejo tradicional que realizan los agricultores.

13
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Tabla 2. Descripcion de las comunidades de estudio (Modificado de: Luna-José 2006).

_ . Altitud Tipos de Cultivos Variedades
Municipio ~ Comunidad L L
(m.s.n.m.) Vegetacion principales
San Magdalena 330 SBC Maiz asociado con  Chaparrény
Agustin Loxicha jamaica y frijol tablita
Loxicha
San Francisco 480 SMsubP,  Café, maiz Tablita, conejo 'y
Loxicha BMM asociado con pinto
jamaica y frijol
San Vicente 1460 BP, BE Maiz asociado con  Coloradito,
Yogondoy variedades de blanco, pifiero,
calabaza y frijol pinto, hueso
conejoy
chaparrén
Juquilita 2050 BPE Maiz asociado con  Blanco y pinto
variedades de
calabaza y frijol
Candelaria  Los Horcones 200 SBC Maiz asociado con  Tablita,
Loxicha jamaica tepecente,
chaparrény
tempranero
El Chilar 240 SBC Maiz asociado con  Regular, conejoy
palma de conejo grande
sollamiche y
Jamaica
Rio Molino 820 SMsubP, Café Tepecente
BMM

Tipos de vegetacion: SBC=Selva baja caducifolia, SMsubP= Selva mediana subperennifolia,
BMM= Bosque mesoéfilo de montafia, BPE= Bosque de pino-encino, BP= Bosque de pino y BE=
Bosqgue de encino.

14
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Figura 1. Zona de estudio. Elaborado por el Biol. Migue
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Figura 2. Ubicacién de las milpas. Elaborado por Bidl.
Gilberto Hernandez Céardenas.

De las 12 variedades criollas registradas en estudios previos, se eligieron cinco: conejo,
pinto, tepecente, hueso y tablita, las cuales se colectaron en funcion de su distribucion
altitudinal, conformando tres rangos: bajo de 0 a 500 m.s.n.m., medio de 501 a 1000 m.s.n.m.,
y alto para mayores de 1000 m.s.n.m. También se consider0 su frecuencia de uso, basandonos
en el numero de comunidades en que se encuentra la variedad. Para las variedades de amplia

distribucion, se eligieron dos comunidades que se localizaban en los dos municipios que
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comprende el area de estudio. Existen otras variedades de distribucion media que solamente
estan registradas dentro de un municipio pero que estan presentes en dos comunidades. En el
caso de aquellas variedades que solamente estaban en una sola comunidad, se triplico el

numero de milpas (Tabla 3, Figura 2).

Tabla 3. Tamafio de muestra por variedad.

Rango Duracion Node  Ind./ Ind.

Variedad Municipio Comunidades Altitudinal  del ciclo . . totales

. milpas milpa

(m.s.n.m.) agricola / var.
Tablita™" CL, SAL H, ML 203-436  Ciclo medio 6 30 180
Conejo™ SAL SFL,SVY  336-1214 Ciclo corto 6 30 180
Pinto”™ SAL SVvY,J 1255-2000 Ciclo largo 5 30 150
Tepecente™  CL, SAL RM, SVY 781-1419  Ciclo largo 5 30 150
Hueso™ SAL SvY 1458-1496 Ciclo medio 6 30 180
Total 203 - 2000 840

“variedad de amplia distribucion, ~ variedad de distribucion media, “variedad de baja distribucién.
CL= Candelaria Loxicha, SAL = San Aguntin Loxicha, ML = Magdalena Loxicha, SFL = San
Francisco Loxicha, J = Juquilita, SVY = San Vicente Yogondoy, H = Los Horcones y RM = Rio
Molino

Colecta de material

En este trabajo se usaron los conceptos de: “variedad” como el tipo de maiz que
reconoce el agricultor bajo un mismo nombre; “milpa” es el sitio donde se propaga
determinada o determinadas variedades y el “lote de semilla”, como los granos de cada

variedad que el agricultor selecciona para la siembra.

Se colectaron en la “milpa” hojas que corresponden al “lote de semillas” que el

productor selecciono de la cosecha del ciclo agricola del 2007, por lo que para fines de este
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estudio el término de “milpa” y “lote de semilla” lo usamos como sinénimo. Debido a que
existen variedades de ciclo corto (entre tres y tres y medio meses), asi como de ciclos medios
y largos (entre seis y ocho meses), se decidio realizar la colecta en un periodo intermedio. De

cada milpa se registro la ubicacion geografica y la altitud con el GPS.

Se colectaron hojas jovenes, que no tuvieran manchas o indicios de hongos y se cortd
el primer tercio de la hoja, del apice a la base. De cada milpa se tomaron 30 hojas por
duplicado y cada una se envolvio en papel aluminio, para diferenciar las milpas se metieron en
bolsas ziploc. Para transportar las muestras sin que se degradara el ADN se guardaron en un
termo con nitrégeno liquido (Figura 3). Las muestras y sus duplicados se almacenaron en dos

ultracongeladores diferentes a -80° C.
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Manejo tradicional del cultivo de maiz

Los datos de manejo se obtuvieron mediante una encuesta mixta conformada por
preguntas abiertas y cerradas (Alexiades 1996, Smale et al. 1999, Badstue et al. 2002), que se
aplico a 20 agricultores en cada una de las comunidades, es decir, a los duefios de las milpas
en las cuales colectamos y a otros agricultores de la comunidad. Se incluyeron preguntas sobre
uso, destino (autoconsumo y venta), procedencia, seleccidén, almacenamiento, uso de
insecticidas para almacenar y forma de cultivo de las variedades criollas de maiz. En las
encuestas donde no colectamos material, no se incluy6 la ubicacion y altitud de la milpa

(Anexo I).

Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de 834 individuos, utilizando el método CTAB (bromuro hexadecil
trimetil amonio) (Doyle and Doyle 1987) modificado (Anexo Il). Para observar la integridad
del ADN se realizd una electroforesis del extracto en geles de agarosa al 0.8 %, a 90V por 90
min. El gel se tifid con bromuro de etidio por aproximadamente 10 min. y se realizé la lectura
en el fotodocumentador (UVP Biolmaging Systems) con el programa LabWorks ver. 4.0.08.
Se realizaron alicuotas de 20 pl del extracto y el resto del ADN se conservé a -20°C como

respaldo.

La concentracion de ADN se cuantifico en un biofotometro (BioPhotometer,

Eppendorf) para hacer diluciones a una concentracion de 30 ng/ul.
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Amplificacion de ISSR (Inter Simple Sequence Reapeats)

Osipova et al. (2003) y Domenyuk et al. (2002) utilizaron para sus estudios de maiz
marcadores ISSR, los cuales son marcadores dominantes, es decir, que no pueden diferenciar a
los heterocigos de los homocigos dominantes pero nos permiten evaluar los niveles de
variacion genética asumiendo que la poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Se ha visto que los ISSR amplifican entre 25 y 50 bandas en una sola reaccion, por lo que el
polimorfismo entre individuos de una misma poblacion puede detectarse, ya que el analisis es
sensible a la presencia/ausencia del elemento genémico reconocido por el oligo y a la longitud
de la secuencia intermedia amplificada. No se requiere de altas cantidades de ADN, son
sencillos de montar, rapidos, eficientes, son reproducibles por las altas temperaturas de
alineacion utilizadas y son poco costosos (Wolfe 2000, Gonzalez y Aguirre 2007,

http://www.biosci.ohio-state.edu/~awolfe/ISSR/ISSR.html).

A partir de estos estudios se eligieron cuatro oligos para probar, a los cuales
denominamos MO01, [(AC)s CG] y el M10, [(CA)s RG] (Osipova et al. 2003); el D01, [(AG)qy
C] y el D02, [(AC)s G] (Domenyuk et al. 2002). De éstos cuatro oligos se escogieron los tres

con mas bandas, es decir, los que tienen mas loci polimorficos.

Las condiciones de amplificacién optimizadas para el M01, D01 y D02 fueron las
siguientes: el buffer de PCR (New England) [1X] 2.5ul, MgCl, (New England) [2.5mM]
2.5ul, dNTPs (New England) [0.5mM] 1.25ul, Oligo (Invitrogen) [0.5 mM] 1.25ul, DNA

[30ng] 0.5 6 1l (segun el oligo y la variedad), Taq (New England) [1U] 0.2ul y solucién Q

20


http://www.biosci.ohio-state.edu/~awolfe/ISSR/ISSR.html

Variacion genética en maices criollos de la region Loxicha, Oaxaca Ma. del Consuelo Aragén Martinez

(Qiagen) de 1 a 0.5ul (segun el oligo y la variedad). Los programas de amplificacion

optimizados para los oligos M01, D01 y D02 se observan en la tabla 4, respectivamente.

Tabla 4. Programas de amplificacion para los oligos.

Oligo Etapa Temperatura  Tiempo Ciclos
Precalentamiento 94 °C 2 min. 1
Desnaturalizacién 94 °C 40 seg.

MO1 y D02 Alineamiento 55 °C 40 seg. 35
Polimerizacion 72°C 1 min.

Extension 72°C 5 min. 1

Precalentamiento 94 °C 2 min. 1
Desnaturalizacion 94 °C 40 seg.

D01 Alineamiento 53 °C 30 seg. 30
Polimerizacion 72°C 2 min.

Extension 72°C 5 min. 1

Se llevo a cabo una electroforesis de los productos de PCR en geles de agarosa al 1.5%
con buffer TBE al 1X, a 90V por 3 hrs. Se tifio el gel con bromuro de etidio para obtener la
imagen en el fotodocumentador y conocer el tamafio de las bandas tomando como referencia

la escalera 100bp DNA Ladder (Invitrogen).

Se analizaron visualmente los patrones de bandeo como presencia y ausencia para
realizar una matriz binaria de 0 y 1, de todos los individuos para el mismo oligo por poblacion
(variedad) y subpoblacion (milpa), por lo que cada individuo obtuvo un patron de bandeo que

representa su genotipo.
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Analisis estadistico

Analisis del manejo del cultivo de maiz

Los datos obtenidos en la encuesta se analizaron para ver la importancia del manejo
tradicional de las variedades e inferir su papel en los niveles y distribucion de la diversidad
genética. También ayudé a describir de manera general las caracteristicas agroecoldgicas a las
que responde cada variedad de maiz y el efecto de algunos factores socioeconémicos en el

manejo de las variedades criollas. Este analisis se realizo por medio de tablas de frecuencia.

Para determinar la relacién entre los hibridos® y las variedades criollas, se obtuvo el
siguiente indice: numero de hibridos/ numero de criollos, en donde un valor de uno indica la
misma proporcién de ambos tipos, un valor arriba de uno indica dominio de hibridos y por

debajo de uno indica dominio de variedades criollas.

Se realizd6 un analisis de componentes principales (ACP) de 140 informantes
considerando 8 variables, que fueron: variedad utilizada, procedencia de la semilla (ciclo
anterior, comprada, regalada, intercambio), distancia de las comunidades a Pochutla que
corresponde a la cabecera distrital donde se distribuyen la mayoria de los productos para esta
region, destino de la variedad (autoconsumo, venta y forraje), tipo de almacenamiento
(mazorca o semilla), asi como el sistema de cultivo (monocultivo o policultivo). Este analisis

se realizd para determinar la relacion entre la distancia y la comercializacion del maiz, asi

6 : I Il . ’ .
Se consideré un hibrido a la variedad chaparron o chaparro de acuerdo a como los agricultores lo
consideran en su comunidad.
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como el uso de quimicos influenciado por la cercania a la cabecera distrital. Para realizar el

analisis se utilizo el programa Multi-Variate Statistical Package (MVSP 3.1).

Analisis genético

Se realizo el andlisis genético considerando a la “milpa” como la subpoblaciéon y a la

“variedad” como la “poblacion”.

La interpretacion de las bandas para medir la variacion genética en marcadores
dominantes multilocus, como los ISSRs, se obtuvo realizando una matriz de
presencia/ausencia que se analiz6 mediante diversos programas estadisticos (POPGENE,
TFPGA, Arlequin) para obtener diversos parametros de diversidad genética, estructura

genética y flujo génico.

Diversidad genética

Se evaluaron los siguientes parametros:

Porcentaje de loci polimorficos (%P).- Un locus se consideréd polimorfico si la
frecuencia del alelo dominante es menor a 0.95. El porcentaje polimorfico se calculé como el
numero de loci polimarficos entre el numero total de loci analizados por 100. Un valor de cero

indica que los loci muestreados son monomorficos, mientras que un valor de 100 sefiala que
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todos los loci son polimdrficos y por lo tanto existe una alta diversidad genética (Hedrick
2000). Nei (1987), propone usar el criterio del 95% cuando la muestra presenta una n<50,
porque si un alelo tiene una frecuencia en la poblacion menor a 1/2n no estara representado en

la muestra colectada. Para este analisis se utiliz6 el programa TFPGA ver.1.3 (Miller 1997).

Heterocigosis esperada (H.).- Se calcul6 usando las frecuencias alélicas, la ausencia de

la banda representa el homacigo recesivo para los marcadores dominantes (Tabla 5).

Tabla 5. Determinacion de las frecuencias alélicas para cada alelo.

Frecuencia alélica Alelo Genotipo
p’ AA  Homocigo dominante _
) Presencia de la banda
2pq Aa Heterocigo
0 aa Homocigo recesivo Ausencia de la banda

Donde la raiz cuadrada de g* es la frecuencia de los homécigos recesivos y la

pob

frecuencia del alelo dominante p es 1-g. Se calculé a nivel poblacional (H.™"), a nivel

subpoblacional (He) y para la especie (He').

La diversidad genética no sesgada de Nei (Hs) para marcadores dominantes requiere de
un factor que reduzca el sesgo estadistico, por lo que se utilizd la correccion propuesta por
Lynch y Milligan (1994), en donde se analizan solo las bandas cuya frecuencia observada es
menor a 1-(3/N) y supone que estan en equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto se realizo con el

programa TFPGA ver. 1.3 (Miller 1997), para calcular la He y la Hs a partir de los homdcigos
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pob

recesivos. También se calculd a nivel poblacional (Hs **) y para la especie (Hs').

Se calculé el indice de Shannon para estimar la diversidad genotipica de la siguiente

manera,

Ishannon

=-X pi logy pi

Donde pi es la frecuencia de la presencia o ausencia de la banda por subpoblacién y
poblacién. La estimacion de la diversidad fenotipica equivale aproximadamente a la
diversidad genética (Lewontin 1972), usando el programa POPGENE version 3.2 (Yeh et al.

1997).

Estructura genética

Las poblaciones naturales frecuentemente se encuentran subdivididas dentro de
subpoblaciones, por lo que la diversidad dentro y entre las subpoblaciones se estimd mediante
el método de Nei (1973), donde la Gst se calcula a partir de la diversidad genética total de la

poblacién (H+), y la diversidad genética dentro de las subpoblaciones (Hs),

25



Variacion genética en maices criollos de la region Loxicha, Oaxaca Ma. del Consuelo Aragén Martinez

Un valor de Ggt cercano a uno sefiala que las subpoblaciones son distintas y cuando
tiende a cero indica que comparten la mayoria de los genotipos encontrados (Lowe et al.
2004). Para los marcadores dominantes la Gst muestra la proporcion de la diversidad genética
entre las poblaciones (Nei 1973), y es equivalente a la Fst. Se obtuvo con el programa

POPGENE version 3.2 (Yeh et al. 1997).

Se calculé un estimado de los Fst, que es el coeficiente de coancestria (6) con el
método de Weir y Cockerham (1984), en el que se supone que la poblacion esta en equilibrio y
se define como la probabilidad de que dos alelos tomados al azar de una poblacion sean
idénticos por descendencia; por lo tanto indica el grado de diferenciacién entre las poblaciones
(Reynolds et al. 1983). El programa TFPGA da dos valores de 6 cuando existe una jerarquia
en los datos, en este caso da un valor de 6° que indica la diferenciacion de las subpoblaciones
dentro de la poblacion y 6° indica la diferenciacion entre las poblaciones. Este programa
también arroja estimadores de la variacion de 0 usando jacknife y bootstrap para generar

intervalos de confianza (IC) del 95% realizando 5000 iteraciones.

Otra manera para analizar la estructura genética y como se distribuye la variacion de
las poblaciones y subpoblaciones es mediante el Analisis de VVarianza Molecular (AMOVA) al
sustituir la tradicional suma de cuadrados por la suma de diferencias al cuadrado de todos los
pares de haplotipos, que calcula usando una matriz de distancias genéticas y asume la
proporcidn que varia dentro y entre grupos predefinidos. El andlisis se realizé jerarquicamente
entre poblaciones divididas en subpoblaciones con el programa Arlequin version 3.5

(Excoffier 2009).
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Distancia genética

Se obtuvo una matriz con las distancias genéticas de (1972) entre milpas y se realizo6
un dendograma basado en las distancias genéticas usando el UPGMA, mediante el programa

POPGENE version 3.2 (Yeh et al. 1997).

Se realiz6 un analisis de aislamiento por distancia con la prueba de Mantel (Sokal y
Rohlf 1995), la cual analiza si existe una correlacion entre dos matrices, una de distancias
genéticas (calculada con el programa TFPGA) y una de distancia geografica en km (obtenidas
a partir de las coordenadas geograficas, mediante el programa ArcGIS 9.1), usando el
programa TFPGA ver. 1.3 (Miller 1997). Una correlacion de r =1 indica que las
subpoblaciones mas cercanas deberian de ser las mas parecidas y no existe correlacion (r = 0)

cuando la similitud entre las subpoblaciones no depende de la distancia geogréafica.

Estimacion de flujo genico

La estimacion de flujo genico (Nm) se calculd de la siguiente manera (Slatkin y Barton

1989, McDermott y McDonald 1993):
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Con el programa POPGENE version 3.2 (Yeh et al. 1997). Wright (1943) propone que
si Nm es mucho mayor a 1 no hay diferenciacion local, al homogeneizar la variacion genética,

pero si Nm es de 1 0 menor se puede considerar a las poblaciones independientes.

RESULTADOS

Manejo Tradicional del cultivo de maiz

El tamafio del area destinada al cultivo de maiz por unidad familiar es mucho mayor en
las comunidades con altitudes bajas y medias asociadas a selva baja o selva mediana, que en
las comunidades ubicadas en altitudes altas con vegetacion templada, esto en parte debido a
gue existe un acuerdo comunitario de no abrir grandes extensiones al manejo agricola. El
tamafio del area destinada al cultivo del maiz en todas las comunidades va de una a mas
hectareas, siendo Juquilita la Gnica comunidad que siembra en areas menores a una hectarea

(Figura 4).
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Figura 4. Tamafo del area destinada al cultivo del maiz en cada
una de las comunidades.

El uso de las variedades de maiz es principalmente de autoconsumo y se destina para la
comida (tortillas, atole, tamales) y el forraje (gallinas, pollos, conejos, burros). No existen
variedades de uso exclusivo en la region Loxicha. Existe una tendencia de los habitantes de las

comunidades de altitudes bajas a destinar una minima parte para la venta (Figura 5a).

Todas las variedades son destinadas para preparar tortillas y atole principalmente,
aungue si hay diferencias en cuanto al tiempo de coccién de éstas y las caracteristicas de las

tortillas. En las comunidades de El Chilar y Juquilita la gente que siembra el maiz pinto, es
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porque les gusta que sus tortillas tengan ese color, aunque en todas las comunidades prefieren

que las tortillas sean de maiz blanco, porque son mas suavecitas.

En lo que respecta al manejo de la semilla, generalmente los agricultores siembran la
de la cosecha anterior. Cuando obtienen una baja produccion de maiz no alcanza para guardar
semilla para el siguiente ciclo de siembra y la compran con familiares o gente de la misma
comunidad, procurando mantener el mismo tipo de variedad criolla que ellos tenian (Figura
5b). Cabe resaltar el caso de Magdalena Loxicha, Juquilita y San Vicente Yogondoy porque
son las Unicas comunidades que conservan siempre la semilla de la cosecha anterior y dentro
de la comunidad, mientras que en San Francisco Loxicha, EI Chilar, Los Horcones y Rio

Molino la gente ocasionalmente compra semillas de las comunidades cercanas.

La mayoria de las semillas que siembran corresponden a variedades criollas existentes
en las comunidades, pero se reporta el uso de algunos hibridos. El caso particular es la
variedad chaparrdn, que para algunos agricultores es un hibrido pero para otros ya no porque
se ha mezclado con las especies nativas. Este tipo de maiz se conoce como maiz acriollado

(Bellon y Risopoulos 2001, Bellon et al. 2006).

El indice del uso de hibridos sobre las variedades criollas en las comunidades indica
que hay preferencia sobre las variedades criollas excepto en El Chilar, donde es
proporcionalmente equitativa esta relacion. Los productores de la region prefieren sus
variedades porque ya las conocen, ademas consideran que los hibridos son mas susceptibles a

las lluvias y al ataque de los gorgojos (Tabla 6).
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Tabla 6. indice del uso de hibridos y variedades criollas. VValores cercanos
a 0 usan poco o ningun hibrido; valores cercanos a 1 tienden a usar la
misma proporcion.
Comunidades ML SFL H C RM J SVY
#hibridos / # nativos 0.33 04 033 1 05 0 029

ML = Magdalena Loxicha, SFL = San Francisco Loxicha, H= Los Horcones, C =
El Chilar, RM= Rio Molino, J = Juquilita, SVY = San Vicente Yogondoy.

Las semillas se seleccionan para la siembra a partir de mazorcas grandes y de mejor
calidad, por lo tanto son semillas grandes, limpias, no picadas y de la parte media de la

mazorca. Son pocas las personas que no realizan esta practica.

Hay una diferencia entre las comunidades de altitudes bajas-medias y las de altitudes
altas en el tratamiento previo al almacenamiento de la mazorca o de la semilla que guardan
para el siguiente ciclo de siembra (Figura 5c). Los agricultores que almacenan la mazorca son
los de las comunidades mas humedas con vegetacion de bosque de pino encino y bosque de
pino. Las variedades que se siembran corresponden a ciclos largos, con mazorcas grandes, por
lo que requieren mayor tiempo de secado antes de desgranar. Por el contrario, en las partes
bajas-medias donde las comunidades se ubican en sitios mas calurosos con vegetacion de
selva baja y selva mediana, las variedades son de ciclos mas cortos, con mazorcas pequefas y
el tiempo de secado es mas rapido, por lo que en poco tiempo pueden almacenar los granos.
Algunos agricultores prefieren desgranar y almacenar la semilla en silos, cajones de madera,
costales de nylon o bolsas de plastico, asi evitan o reducen que se pique, ademas de que
utilizan algunos insecticidas quimicos (“pastilla” de fosfato de aluminio, Graneril, Folidol).

Sin embargo, la gente trata de evitar su uso ya que consideran que es una sustancia que los
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afectara con el tiempo y prefieren el utilizar algunas plantas, como la hierba santa, que

funciona como un bioinsecticida (Figura 5d).

"‘_

silos en la

g e L HTEARE T ' 53 S . c
Figura 6. Almacenamiento de semillas de maiz en cajones de madera o
comunidad de San Francisco Loxicha.

2>

En los Loxicha el cultivo del maiz esta asociado con otras especies, por lo que la milpa
representa para los agricultores un policultivo en donde siembran diferentes variedades de
calabazas (Cucurbita sp.), de frijoles (Phaseolus vulgaris), camote (Ipomoea batatas),
chilacayote (Cucurbita ficifolia), palma de sollamiche (Cryosophila nana), rabano (Raphanus
sativus) y cempasuchil (Tagetes erecta). Ademas dejan crecer hierbas utiles como hierbamora
(Solanum nigrum), chepiles (Crotalaria sp.), quelite (Amaranthus hybridu) y hierba negra

(Globularia vulgaris).
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Figura 7. Cultivo de maiz asociado a Jamaica en la comunidad de Los Horcones y de maiz
con calabaza en la comunidad de Magdalena Loxicha.

En las comunidades de altitudes bajas y altas, la forma de cultivo (monocultivo,
policultivo) varia segun la etapa del ciclo agricola en el que se encuentre el cultivo de maiz.
Desde los meses de mayo y junio que se siembra el maiz hasta agosto y septiembre dejan
crecer algunas hierbas que utilizan como alimento o para algin uso medicinal, después se
aplica el herbicida (Gramoxone, Tordon) se siembran otros cultivos asociados principalmente
jamaica (Hibiscus sabdariffa). Sin embargo, existen agricultores que prefieren dejar crecer
solo al maiz, tendiendo al monocultivo. En las comunidades de San Francisco Loxicha y Rio

Molino se mantiene el policultivo (Figura 5e).
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Figura 5. Graficas de porcentaje de frecuencia de distintas practicas de manejo tradicional. a)
Destino del maiz, b) Procedencia de la semilla, ¢) Forma de almacenar el maiz, d) Uso de
insecticida para el almacenamiento del maiz y e) Forma de cultivo. Comunidades: ML =
Magdalena Loxicha, H= Los Horcones, C = EIl Chilar; altitudes medias: SFL = San Francisco
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Loxicha, RM= Rio Molino; altitudes altas J = Juquilita, SVY = San Vicente Yogondoy. *
Altitudes bajas, ” altitudes medias y " altitudes altas.

Aunque los anélisis descriptivos anteriores muestran algunas tendencias en ciertos
aspectos del manejo de las variedades, el analisis de componentes principales muestra que la
variacion en el manejo del maiz esta explicada por el componente principal 1 (29.08%) dado
por la distancia de las comunidades a Pochutla (-0.57), por la altitud (-0.56) y por la forma de
almacenar el maiz (semilla o0 mazorca) (-0.36), mientras que la variacion en el componente
principal 2 (16.44%) se explica por el uso de insecticidas quimicos para almacenar la semilla
(0.63), por el sistema de siembra (monocultivo o policultivo) (-0.53) y por la forma de
almacenamiento (semilla 0 mazorca)(-0.43) (Figura 8). Los productores que usan insecticidas
son los que guardan la semilla. También existe una relacion entre el almacenamiento y la
altitud, ya que en las zonas altas que son mas himedas guardan la mazorca. Sin embargo, no
existe una relacion con la distancia de la comunidad a Pochutla, pensando que las
comunidades mas cercanas a Pochutla tienen mayor accesibilidad a los insumos quimicos que

las comunidades que estdn més lejos.
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Figura 8. Analisis de Componentes Principales. EI componente 1 explica el 29.08% vy el
componente 2 el 16.44%.

Para conocer sobre la vision del flujo génico, se pregunt6 a los agricultores si habian
observado algunas mazorcas con caracteristicas diferentes dentro de sus milpas, como tener
granos de colores mezclados en la mazorca y mazorcas de diferentes colores dentro de su
milpa. La mayoria de los agricultores contestd que si lo han observado y reconocen que es
consecuencia de la cercania de otras milpas que tienen otras variedades. Otros contestaron que
se debe a los animales que fertilizan las milpas y provocaba la germinacion de semillas
diferentes a las sembradas. En general evitan mezclar variedades ya que prefieren mantener las

caracteristicas de cada una de ellas; a otros no les gusta el sabor que produce la mezcla o
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simplemente no lo acostumbran, ademas de que asi pueden cosechar en diferentes épocas y
mantienen el control de las variedades que ya saben manejar. Algunos mezclan las semillas
ocasionalmente para experimentar. Los agricultores dicen que la mezcla de variedades afecta
el rendimiento, por que las caracteristicas que prefieren las pueden perder y el maiz ya no

responde igual a las caracteristicas agroecoldgicas.

Anélisis genético y Amplificacion de ISSR

Para el analisis genético se consider6 a la “milpa” como la subpoblacién y a la
“variedad” como la “poblacion”. Se consideran las 5 poblaciones (conejo (6), pinto (5),

tepecente (5), hueso (6) y tablita (6)) y un total de 28 subpoblaciones.

Se amplificaron 82 loci para 834 individuos de maiz, la poblacion hueso es la que tuvo

el mayor namero de loci, 70, y la poblacion conejo obtuvo solo 56 loci (Tabla 7, Figura 8).

Tabla7. Namero de loci obtenidos para las cinco variedades de maiz criollo con
cada uno de los oligos analizados con los ISSR.

NUmero de loci

Variedad
Oligo D01 Oligo D02 Oligo M01 Total
Hueso 23 25 22 70
Pinto 21 24 19 64
Tepecente 22 19 21 62
Tablita 20 20 20 60
Conejo 17 21 18 56
Total 82
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Figura 8. Fotografias de los geles de agarosa donde se amplificaron los distintos oligos.
Patrones de bandeo donde se observa el polimorfismo de los individuos con los oligos a
y d) M01, b ye) D01, cy f) DO2.

Diversidad genética

38



Variacion genética en maices criollos de la region Loxicha, Oaxaca Ma. del Consuelo Aragén Martinez

El 71.95% de loci analizados en las cinco variedades de maiz criollo fueron
polimorficos. La variedad conejo presenta el 53.65% siendo el valor mas bajo y la variedad
hueso presenta el porcentaje mas alto, 73.17% (Tabla 8). A nivel subpoblacional el porcentaje
de polimorfismo mas alto se encuentra en una milpa de la variedad hueso (79.26%) y el valor

mas bajo en una milpa de la variedad conejo (42.68%), estos datos coinciden a los dos niveles.

La heterocigosis esperada (H.') para las cinco poblaciones es de 0.2250 y una
diversidad genética de Nei (Hs') de 0.2252. La variedad hueso es la que tiene el valor més alto
de diversidad genética no sesgada (0.2422) y el mas bajo lo tiene la variedad conejo (0.1803).
A nivel subpoblacién el valor méas alto se encuentra en una milpa de la variedad hueso

(0.2975) y el mas bajo se encuentra en una milpa de la variedad tepecente (0.1437) (Tabla 8).

El indice de diversidad de Shanon para las poblaciones es de 0.3781 (Desviacién
estandar = 0.2087). Este indice mostr6 el mismo patrén que el observado para la diversidad
genética. La variedad hueso presenta el valor méas alto (0.3818) y la variedad conejo presenta

el valor méas bajo (0.2888) (Tabla 8).

Tabla 8. Valores a nivel poblacional (variedad) y subpoblacional (milpa) de numero de
individuos (n), porcentaje de loci polimorfismo (%P), heterocigosis esperada (He),
heterocigosis esperada poblacional (H"™), diversidad genética (Hs) y diversidad genética
poblacional (Hs"™), y el indice de Shannon (15"""),

Variedad Milpa Comunidad n %P He Hs | Shannon

Conejo 1 SFL 30 53.65 0.1833 0.1853 0.2774
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Poblacion 180 6341  HPP=0.2106 HPP=0.2113  0.3291

Estructura genética

Los valores de diferenciacion genética obtenida con la Gst (Tabla 9), indican que las
variedades hueso y tablita son las menos diferenciadas, mientras que las mas diferenciadas son
pinto y tepecente. Esto es similar al valor de 6 obtenido evaluando a cada una de las
variedades 6” = 0.0701, con un valor maximo de 0.1047 y un valor minimo de 0.0576 y a nivel
de la milpa subpoblacion es de 6° = 0.1748, con un valor maximo de 0.2040 y un valor
minimo de 0.1477, lo que indica que hay menor diferenciacion genética a nivel de las
variedades que a nivel de las milpas. Esto coincide con en el andlisis de varianza molecular

(AMOVA).

Tabla 9. Valores de diferenciacion genética y flujo génico.

Poblacion Gsr O (I.C 95%) Nm
Conejo 0.1169 0.1177 (0.0823 — 0.1600) 3.78
Pinto 0.1281 0.1364 (0.1053 - 0.1714) 3.40
Tepecentle 0.1262 0.1349 (0.1080 — 0.1641) 3.46
Hueso 0.0727 0.0683 (0.0512 — 0.0880) 6.38
Tablita 0.0690 0.0634 (0.0474 — 0.0826) 6.75
Nivel de milpas 0.1737 0° 0.1748 (0.1477 — 0.2040)

Nivel de variedades 0.0701 06” 0.0797 (0.0576 — 0.1047)
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La AMOVA indica que la varianza mas alta se encuentra dentro de las subpoblaciones
(72.93%), es decir las milpas, y es menor entre poblaciones (13.30%), es decir entre

variedades y entre las subpoblaciones dentro de las poblaciones (13.77%) (Tablal0).

Tabla 10. Analisis de Varianza Molecular en tres niveles jerarquicos para las 28 milpas
que representan las cinco variedades criollas

Componentes de la

Origen de la variacion g. l variacion % de la variacion
Entre poblaciones (variedades) 4 1.72242 13.30
Entre subpoblaciones (milpas), dentro
23 1.78274 13.77
de las poblaciones (variedades)
Dentro de las subpoblaciones (milpas) 801 9.44372 72.93

Los resultados estimados de la estructura genética muestran que la mayor parte de la

variacion se encuentra dentro de las milpas, es decir entre los individuos.

Distancia genética

El dendograma obtenido con la matriz de distancias genéticas de Nei muestra una
agrupacion por variedades (Figura 9). Existe una primera division que separa a la variedad
pinto de las demas; esta variedad es la de ciclo mas largo y se encuentra en las altitudes mas
altas (1255 a 2000 m.s.n.m.). Dentro del segundo grupo se subdividen en un solo subgrupo las

variedades hueso y tablita que son de ciclo medio. La variedad tepecente queda junto al pinto
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siendo de ciclo largo también y en el extremo superior encontramos la variedad conejo, siendo

la de ciclo corto.

A nivel de milpas no se encontrd una relacion entre las distancias genéticas y las
geograficas (prueba de Mantel r = 0.1286; p = 0.0680 y p = 0.9330. Asi, aunque algunas
variedades se encuentran mas cercanas geograficamente, genéticamente estan alejadas, (e.g.,
tablita23 y tablita25 con la distancia genética mas baja (0.0122), aunque geograficamente las
mas cercanas son huesol7 y huesol8, las milpas conejo3 y pinto8 son las que estan mas
distanciadas genéticamente (0.1162), pero geograficamente las mas alejadas son pinto9 y

tablita25) (Anexo Il1) (Figura 10).
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Figura 9. Dendograma (UPGMA) realizado con las distancias genéticas de Nei (1972) de las
28 milpas. ML = Magdalena Loxicha, SFL = San Francisco Loxicha, H= Los Horcones, RM=
Rio Molino, J = Juquilita, SVY = San Vicente Yogondoy. Entre paréntesis se encuentra la
altitud de la milpa.
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Figura 10. Prueba de Mantel para las 28 milpas.

Estimacion de flujo génico

La estimacion de flujo génico para las cinco variedades es mayor a uno. Las variedades
tablita y hueso son las que presentan un valor de flujo génico mayor a las demas (Nm =6.75 y
6.38, respectivamente), y la variedad pinto es la que se encuentra con menor flujo génico

(3.40) (Tabla 9).
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DISCUSION

Manejo tradicional

El manejo tradicional que realizan los agricultores, las condiciones agroecoldgicas a lo
largo del gradiente altitudinal de la regién Loxicha, asi como las caracteristicas agronémicas
de cada variedad influyen en la conservacion, mantenimiento y diferenciacion genética de las

variedades criollas, ya que las variedades responden a estas condiciones.

Las comunidades estudiadas de la regién Loxicha, al igual que en el resto de las
comunidades indigenas de México, los agricultores tienden a sembrar en milpas de tamafio
pequefio, esto coincide con Rodriguez y colaboradores para la costa de Oaxaca (1989),
quienes reportan que el tamafio promedio de la milpa por agricultor es de 0.5 a 3 ha. Sin
importar el tamafio de la milpa, esta juega un papel muy importante para la propagacién, y por
lo tanto, la conservacion de la diversidad de variedades criollas de maiz, la diversidad de otras
especies con diversos usos, ademas de que son la base para el sostén de las familias (Aguilar et

al. 2003).

La produccion de maiz es fundamentalmente para su autoconsumo y sélo en aquellos
casos cuando existe un excedente, éste se destina a la venta (Louette 1995, Herrera-Cabrera et
al. 2004, Cardoso 2004 y Aguilera 2005). Aunque por lo general se obtienen bajos
rendimientos, esto no afecta la alta diversidad de variedades criollas, ya que el maiz para las

comunidades indigenas no solo representa el alimento si no que es parte de su cultura. Escobar
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(2006) menciona que el maiz en dos comunidades de Oaxaca mas que considerarse
unicamente como un producto mercantil que pueda ser sustituido con importaciones de granos

baratos, es considerado la base de la alimentacion, del sustento y de la cultura.

La diversidad de variedades criollas esta asociada a los diferentes usos en funcion de
sus caracteristicas, aunque el uso principal es para elaborar las tortillas. Louette (1995),
Perales et al. (2003), Ortega-Paczka (2003) y Escobar (2006), describe la frecuencia de uso
del maiz con base en su color, siendo el mas preferido el blanco, ya que ademas de las
caracteristicas (color, textura, coccion, calidad) que le da a las tortillas es el que mejor se
vende; el maiz amarillo lo usan principalmente para alimento de animales y los morados son
para realizar los antojitos que han ganado prestigio en las zonas urbanas, aunque en las
comunidades indigenas sean los que menos siembran, sin permitir que se pierda este tipo de

semillas.

Los agricultores contindan guardando y seleccionando semillas de la cosecha anterior
conservando sus recursos genéticos en el tiempo y la alta diversidad fenotipica de las
variedades criollas (Louette 1995, Rice et al. 1998, Smale et al. 1999, Bellon y Risopoulos
2001, Aragon et al. 2005, Bellon et al. 2003, Badstue et al. 2006). Cardoso (2004) y Aguilera
(2005) reportan para dos comunidades de la region Loxicha, que cuando el agricultor pierde su
semilla o no tiene el rendimiento suficiente para guardarla, la consigue con los vecinos de la
misma comunidad o en las comunidades vecinas siendo también semillas criollas. Esta
actividad de seleccion promueve que las variedades conserven sus caracteristicas a pesar de
que exista un gran flujo génico entre ellas, conservando los recursos genéticos (Ortega-Paczka

2003).
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Para visualizar el flujo génico Louette (1995), realizé un estudio en la comunidad de
Cuzalapa, Jalisco donde sembrd en 7 parcelas situadas a menos de 200 m unas de otras,
diferentes variedades de maiz durante tres ciclos agricolas y observo que existian mazorcas de
granos blancos con granos negros; esta observacion también la realizan los agricultores de la
region Loxicha, pero a pesar de que exista un entrecruzamiento entre ellas, los agricultores se
encargan de seleccionar la semillas y conservar las caracteristicas morfologicas de cada

variedad e implicitamente las caracteristicas genéticas.

A pesar de que han entrado maices hibridos o mejorados durante la Revolucion Verde,
la forma de manejo tradicional en los cultivos y el control sobre las semillas que ingresan a
una comunidad, ocurre un proceso de acriollamiento en el cual las semillas nuevas son
adoptadas y tratadas bajo el mismo manejo con que son tratadas las variedades criollas hasta
que se adaptan a las condiciones agroecoldgicas y llegan a tener caracteristicas que les gustan
a los agricultores y las llaman criollas (Bellon et al. 2006). Tal es el caso de la variedad
chaparrén que en algunas comunidades se sigue considerando un hibrido y en otras ya es un

criollo.

Ademas del manejo y de los procesos de acriollamiento, el gradiente altitudinal influye
tambien en que exista la diversidad de maices. Caraballoso-Torrecilla et al. (2000) analizaron
19 poblaciones de los Valles Altos de Mexico que formaron 4 grupos de acuerdo a la altitud,
reconociendo la importancia del ambiente de origen de la colecta al determinar la constitucion
genética y fenotipica de las poblaciones de maiz. Arias et al. (2007) y Aguilar et al. (2003)
reconocen que las comunidades de las zonas altas y himedas siembran variedades de ciclos

largos, guardan la mazorca o la dejan secar en las milpas y no utilizan quimicos para
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almacenar. Por el contrario, en las comunidades de las zonas bajas y célidas donde las
variedades son de ciclos medios o cortos, tratan de desgranar para almacenar su semilla y la
conservan con quimicos para que no se pique. Este mismo manejo se encontro en el presente

estudio.

Si bien el manejo tradicional ha mantenido altos niveles de diversidad genética dentro
y entre las variedades, la existencia de plagas de almacenamiento representa un problema para
algunas de ellas, observandose variacion en la respuesta de las variedades dependiendo de
ciertas condiciones ambientales. Esto ha sido reportado previamente por otros autores. Perales
et al. (2003), muestra que en las zonas de altitudes altas (2400 msnm) solo el 4% de la gente
utiliza insecticidas para almacenar la semilla, mientras que para las zonas de altitudes medias
(1200 msnm) lo hace el 75% de la gente, lo que coincide con la regién Loxicha. Yupit et al.
(2004) describen para el estado de Yucatan la preferencia de los agricultores para almacenar
su maiz en mazorca, a diferencia de la region Loxicha en la que sélo en las zonas humedas la
guardan como mazorca. Ademas de que en Yucatan usan poca cantidad de insecticida
comercial y la mayoria utiliza cal para almacenar sus mazorcas. Estas practicas del manejo
tradicional se reporta en el andlisis de componentes principales como componentes
importantes para determinar la variacion. Ademas de que resalta que el gradiente altitudinal es

un factor muy importante para determinar el tipo de variedad que se siembra.

Diversidad genética

La diversidad genética dentro de las poblaciones nativas de maiz se conserva por el

manejo tradicional que realizan los agricultores, al conservar la semilla y renovarla por
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semillas criollas y de la misma comunidad cuando baja el rendimiento. Ademas los
agricultores reconocen las condiciones agroecologicas para cada una de las variedades criollas

de maiz.

Lopez et al. (2010), en su estudio realizado en el Istmo de Tehuantepec, Oaxaca
analizan las poblaciones de maiz que unicamente pertenecen a la raza Zapalote chico y otras
poblaciones de maiz grande que pertenecen a varias razas siendo mayor el valor de porcentaje
polimorfico para las poblaciones de maiz grande que agrupa a varias razas (68%). Los datos
obtenidos en la region Loxicha pertenecen también a varias razas, presentando un porcentaje

mayor de loci polimérfico de 71.95%.

Los indices de diversidad genética (He) realizados en estudios sobre maiz donde
utilizaron marcadores codominantes principalmente SSR varian entre 0.221 y 0.83 (Vigouroux
et al. 2005, Reif et al. 2006, Ignjatovic-Micic et al. 2008, Qi-Lun et al. 2008, Vigouroux et al.
2005, Bracco et al. 2009, Lia et al. 2009, Morales et al. 2010, Solomon et al. 2010), siendo

valores altos en relacion con los obtenidos en este estudio (0.1386 y 0.2985).

Los estudios de diversidad genética realizados en México que utilizaron marcadores
codominantes dan valores de heterocigosis esperada de 0.311 (Doebley et al. 1984), 0.269
(Sanchez et al. 2000) y 0.21 (Lopez et al. 2010) muy cercanos a los obtenidos (0.2250) con

marcadores dominantes.

Estructura genética
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La diferenciacion genética se infirié con tres métodos la Gst, 1a 6 y la AMOVA dando
valores muy parecidos entre los tres métodos. Las variedades hueso y tablita son las menos
diferenciadas, son variedades de uso mas frecuente y de ciclo medio por lo que podrian ser
mas factibles a la polinizacion de otras variedades. En contraste con la variedad pinto que es la
que presenta el valor de diferenciacion mas alto, siendo menos frecuente encontrarla y su ciclo

es largo.

Los estudios realizados con marcadores codominantes reportan una diferenciacion
relativamente alta entre las poblaciones maiz de Yugoslavia (Ignjatovic-Micic et al. 2008;
Gs7=0.360), México (Reif et al. 2006; Gst= 0.21), y moderada para Argentina (Lia et al.
2009; Fs7t=0.146), China (Qi-Lun et al. 2008; Fsr= 0.13) y Oaxaca, México (Lopez et al.
2010; Gs1=0.126). De acuerdo con Lépez y colaboradores (2010), que usan el criterio de
divergencia genética moderada para valores de Gst de 0.05 a 0.15 y alta de 0.15 a 0.25 la
region Loxicha presenta un valor de Gst alto (0.1737), y por lo tanto si existe una

diferenciacion entre las milpas y una diferenciacion moderada de 0.0701 para las variedades.

Para el analisis de varianza molecular (AMOVA) los resultados coinciden con otros
estudios en que la mayor parte de la variacion se encuentra dentro de las poblaciones. Hartings
et al. (2008) reportan en su estudio realizado con marcadores dominantes (AFLP), que existen
niveles bajos de variacion entre grupos (4.5%), valores medios entre poblaciones (21.4%) y
los valores mas altos dentro de las poblaciones (74.1%). Lépez et al. (2010) en su estudio del
Istmo de Tehuantepec realizado con isoenzimas también reporta niveles del 88% de la

variacion se encuentra dentro de las poblaciones y el 12% entre ellas.
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La mayor variacion genetica detectada dentro de las milpas, puede deberse a la
polinizacién abierta que presenta el maiz y a que las plantas reciben polen de las milpas
cercanas. Por el contrario, la menor variacion genética detectada entre las variedades, puede
deberse a la seleccion que realizan los agricultores, la cual promueve el aislamiento mediante
variaciones en la respuesta fenologica de las mismas a ciertas condiciones de altitud, suelo,
temperatura, asi como a las mismas condiciones topograficas de la zona. En la comunidad de
San Vicente Yogondoy fue donde se muestrearon milpas de cuatro variedades de maiz, esto
puede ser un factor importante por lo que la diferenciacion entre variedades es bajo, ya que el

flujo génico entre ellas puede ser mayor.

Distancia genética y flujo génico

El dendograma de distancias genéticas separa claramente a las variedades, lo que
refuerza que la seleccion que realizan los agricultores con base en sus caracteristicas
morfolégicas y su respuesta agroecol6gica mantiene como unidades a cada una de la

variedades, ademas de que el concepto de variedad esta dado por el agricultor.

Bracco et al. (2009) en un estudio realizado con poblaciones del noroeste y noreste de
Argentina encuentra que la diferenciacién genética no estd dada por un aislamiento por
distancia. Pressoir y Berthaud (2004a) coinciden con que la distancia geografica
aparentemente no determina la diferenciaciéon poblacional, lo que refuerza la importancia del

manejo tradicional que realizan los agricultores para mantener a las variedades diferenciadas.
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El flujo génico en las plantas de maiz esta determinado principalmente por la
polinizacién abierta por viento y el intercambio de semilla, aunque esta practica casi no se
realiza en la region Loxicha porque conservan las semillas de el ciclo anterior. La cercania
entre las milpas provoca una baja diferenciacion, si existe flujo génico y la lejania deberia de
promover una alta diferenciacion al menos que el flujo génico sea alto y entonces estarian
poco diferenciadas. Para las cinco variedades criollas se registraron valores altos de flujo
génico (3.40 a 6.75) y niveles de diferenciacion genética bajos, sin existir un patron de
aislamiento por distancia. La variedad tepecente tiene un flujo génico de 3.46 teniendo sus
milpas en dos municipios y estando un poco mas diferenciadas genéticamente comparado con
las milpas de la variedad tablita que también estan en dos municipios pero el flujo es mayor
(6.75) y estan menos diferenciadas genéticamente. En contraste la variedad hueso presenta sus
milpas en la misma comunidad y estan menos diferenciadas ya que el valor de flujo génico es
de 6.38. El hecho de que exista una baja diferenciacion entre las milpas se debe a la
polinizacion abierta que tiene naturalmente el maiz y a que los agricultores no ponen barreras
a sus milpas para separar una variedad de otra pero mantienen las variedades diferenciadas al

seleccionar la semilla que siembran.

CONCLUSION

Los agricultores de la region Loxicha mantienen las variedades criollas de maiz
realizando un manejo tradicional que les permite una gran diversidad morfoldgica,

influenciada principalmente por la seleccion de semilla. También mantienen una alta
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diversidad genética, al ir renovando las semillas criollas cuando observan que disminuye su
rendimiento, al no haber un aislamiento por distancia permitiendo el flujo génico y al
conservar distintas variedades. Los agricultores siembran variedades criollas de zonas altas,
medias y bajas, como respuesta a las condiciones agroecoldgicas que se refleja en el manejo
tradicional que recibe cada variedad. A pesar de que exista una alta diferenciacion
morfologica, las variedades estdn poco diferenciadas genéticamente por la seleccion de
semillas, aunque las milpas presenten mayor diferenciacién por el flujo génico que representa

la polinizacion abierta.

La seleccion de semilla con base en el color, ademas de otros atributos de la mazorca y
el grano han permitido la diversidad morfolégica y genética, ademas de conocer las
necesidades agroecologicas (tipo de vegetacion) que requiere cada una de la variedades a lo
largo del gradiente altitudinal. Si bien en todas las comunidades se prefiere el maiz blanco
para las tortillas, ademas de ser el que mejor se vende, se siguen conservando los maices de
color porque ocasionalmente a la gente también le gusta comer tortillas de color o usan los

granos para otro tipo de alimento (e.g. tamales de color, elotes tiernos amarillos).

Existe un proceso de acriollamiento en la region al permitir la entrada de hibridos
como el chaparron que adoptaron como variedad criolla al someterlo al mismo manejo
tradicional y permitir que se cruce con las demas variedades. Esto coincide con la idea de que
el agricultor evita el aislamiento geogréafico entre las variedades. Sin embargo, la fenologia de

cada variedad se mantiene, lo que evitan que se mezclen.
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La variedad con menor diversidad genética y genotipica (indice de Shannon) es conejo
la cual es de ciclo corto y de altitudes bajas a medias, mientras que la variedad hueso, que
podria considerarse de distribucion restringida, al s6lo encontrarse en una comunidad es la que
presenta mayor diversidad genética y fenotipica, siendo de ciclo medio y de altitudes altas. La
diversidad genetica del maiz no es accidental, se mantiene por las practicas tradicionales que

realizan los agricultores.

Las caracteristicas agroecoldgicas y la topografia encontradas a lo largo del gradiente
altitudinal influyen en la alta o baja diferenciacion de las milpas, siendo aquellas sembradas
con la variedad pinto las mas diferenciadas y presentando bajo flujo génico estimado; por el
contrario, las menos diferenciadas son las de tablita, que presentan alto flujo génico, ademas
de que es la variedad mas comunmente sembrada en la regién, encontrandose en todo el
gradiente altitudinal y en todos los tipos de vegetacion. Las variedades de maiz se encuentran
distanciadas geograficamente, pero los indices de flujo génico demuestran que hay
intercambio de genes entre ellas y se ve reflejado en los valores de Gst que expresan una baja

diferenciacion genética entre las variedades.

El andlisis de distancia genética nos demuestra que las variedades como unidad de
clasificacion del agricultor estan definidas, siendo el ciclo de vida de cada variedad y algunas
caracteristicas asociadas (no analizadas) como el tamafio de la mazorca, lo que determina la
diferenciacion. Asi, la variedad pinto, que es de ciclo largo y mazorca mas grande se separa
completamente de la variedad conejo que es de ciclo corto y mazorca pequefia, quedando en
medio hueso, tablita y tepecente de ciclo medio y mazorcas de medianas a grandes. Ademas

las variedades mas parecidas son el hueso y el tablita que morfolégicamente se parecen pero
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crecen en zonas distintas, ya que tablita se encuentra a lo largo de todo el gradiente y hueso

solo se encuentra en altitudes altas.

EL conocimiento tradicional que los agricultores tienen sobre las caracteristicas del
maiz ha permitido que hasta la actualidad se mantenga una gran diversidad fenotipica y
genética. Siendo el campo su laboratorio para mejorar las semillas basandose en las

caracteristicas morfologicas de los individuos y en las condiciones ambientales.
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ANEXO |

Formato de encuesta que se aplico a los agricultores de las comunidades de la region Loxicha.

Nombre: Localidad
Variedad N° Milpa Tipo de vegetacion:
Coordenadas: Altitud:

Lo que sembrd en este afio 2007

Nombre Nombre | Criolla | Usos Procedencia Periodicidad | Terreno
Variedad Zapoteco | hibrido | (comestible, | (ciclo anterior, | (cuando fue la | destinado
(sembradas) forraje, intercambio, Glitima  vez | (ha)
magico- comprada) que la
religioso ;donde? sembra)
Existe alguna variedad que prefieran sembrar sola. ¢Por qué?
¢Qué caracteristicas son importantes para seleccionar la mazorca?
¢Qué caracteristicas son importantes para seleccionar la semilla?
¢Amacena la semilla o la mazorca?
¢Utilizan alguna sustancia para almacenar? ¢utiliza algun sitio?
¢Qué otras plantas siembra o deja crecer en la milpa?
Ha observado mazorcas con caracteristicas de dos variedades Usted ha hecho estas mezclas

Variedades

Y si no, ¢por qué no lo hace?
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ANEXO II

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN PARA HOJAS DE MAIZ

1. Macerar suavemente en el mortero frio un fragmento de hoja de aproximadamente 100 mg con 1
ml de CTAB 2X, en la campana de extraccion.

2. Incubar a 55 °C por 5 min.

3. Mezclar por inversion e incubar 5 min a temperatura ambiente.

4. Incubar 5 Min en hielo.

5. Agregar 20 pl de RNAsa, mezclar por inversion e incubar por 20 Min a 37 °C. Durante la
incubacion invertir los tubos dos o tres veces.

6.  Agregar 10 ul de proteinasa K, mezclar por inversion e incubar a 60 °C por 20 Min. Durante la
incubacion invertir los tubos dos o tres veces.

7. Incubar 5 Min en hielo.

8.  Agregar 600 pl de fenol: cloroformo: isoamilico

9.  Agitar por inversion. No se obtiene un homogeneizado total debido a que las diferentes fases se separan
facilmente, basta con que en el momento de mezclar se vea la union de fases.

10. Centrifugar a 10000 Rpm a 8°C, por 12 Min.

11.  Recuperar con cuidado 200 pl del sobrenadante y ponerlo en un tubo nuevo. Es importante no

acarrear parte del material que se encuentra dividiendo las dos fases, solamente el sobrenadante transparente. Si el

sobrenadante se encuentra turbio, sera necesario repetir los pasos del 7 al 10.

12.  Agregar 50 pl de acetato de amonio 10M y mezclar por inversion varias veces.

13.  Agregar 500 pl de isopropanol que se encuentra a -20 °C y mezclar por inversion varias veces.
14. Dejar que el ADN se precipite a -20 °C durante 2 hrs.

15.  Centrifugar a 10600 Rpm a 8°C, por 5 Min.

16. Eliminar el sobrenadante.

17.  Agregar 1 ml de etanol al 70 % que se encuentra a -20 °C.

18.  Mezclar por inversion y dejar reposar 5 Min a temperatura ambiente.

19. Centrifugar a 10000 Rpm a 8 °C, por 5 Min.

20.  Eliminar el sobrenadante teniendo cuidado de que no se deseche el botdn que contiene al ADN.
21. Colocar los microtubos abierto boca abajo todo un dia para que se evaporen los restos de etanol.
22. Revisar que el boton de ADN se encuentra completamente seco.

23. Rehidratar el ADN en 100 pl de agua inyectable.
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ANEXO 111

Matriz de distancias geograficas arriba de la diagonal y distancias genéticas debajo de la
diagonal

C1 C2 C3 C4 C5 C6 P7 P8 P9 P10 P11
Ci Frx 7.87 4.18 19.08 19.15 19.02 11.56 12.11 19.75 18.96 18.87
C2 0.039 Fhx 10.77 11.38 11.46 11.60 6.32 6.73 12.11 11.36 11.24
C3 0.042 0.017 il 22.14 22.22 22.34 15.45 15.99 22.88 22.13 22.01
C4 0.037 0.020 0.021 Frx 0.14 2.02 9.45 9.08 0.91 0.85 0.71
C5 0.039 0.028 0.027 0.015 el 1.92 9.46 9.08 0.79 0.75 0.63
C6 0.044 0.034 0.045 0.033 0.029 falalad 8.54 8.09 1.61 1.18 1.34
P7 0.078 0.092 0.095 0.085 0.068 0.060 Fhk 0.55 9.78 8.96 8.95
P8 0.087 0.108 0.116 0.103 0.089 0.074 0.046 Fx*x 9.37 8.56 8.55
P9 0.071 0.075 0.078 0.075 0.058 0.067 0.030 0.062 Fr*x 0.83 0.89
P10 0.064 0.071 0.078 0.060 0.045 0.043 0.027 0.061 0.039 Fxx 0.19
P11 0.071 0.076 0.083 0.083 0.071 0.080 0.061 0.081 0.037 0.045 Skl
Tel2 0.069 0.064 0.080 0.075 0.068 0.057 0.050 0.083 0.049 0.060 0.069
Tel3 0.067 0.072 0.090 0.072 0.076 0.078 0.073 0.100 0.078 0.066 0.082
Tel4d 0.053 0.067 0.075 0.055 0.053 0.056 0.056 0.078 0.063 0.044 0.068
Telb5 0.048 0.058 0.069 0.054 0.049 0.051 0.058 0.086 0.064 0.049 0.064
Tel6 0.079 0.093 0.102 0.085 0.086 0.080 0.063 0.077 0.060 0.068 0.062
H17 0.067 0.067 0.080 0.063 0.067 0.041 0.065 0.049 0.064 0.059 0.073
H18 0.065 0.061 0.070 0.049 0.050 0.044 0.057 0.067 0.066 0.036 0.076
H19 0.053 0.051 0.058 0.042 0.038 0.039 0.051 0.077 0.065 0.029 0.071
H20 0.064 0.060 0.070 0.047 0.039 0.041 0.052 0.069 0.053 0.028 0.072
H21 0.057 0.049 0.060 0.043 0.051 0.051 0.068 0.079 0.070 0.048 0.067
H22 0.053 0.054 0.067 0.040 0.038 0.031 0.054 0.059 0.065 0.030 0.069
Ta23 0.045 0.047 0.049 0.041 0.044 0.040 0.067 0.088 0.078 0.055 0.072
Ta24 0.044 0.046 0.051 0.045 0.050 0.040 0.066 0.088 0.084 0.054 0.080
Ta25 0.042 0.049 0.052 0.040 0.044 0.047 0.082 0.092 0.079 0.058 0.071
Ta26 0.056 0.058 0.067 0.055 0.053 0.058 0.087 0.102 0.075 0.065 0.066
Ta27 0.044 0.053 0.052 0.043 0.047 0.051 0.069 0.100 0.077 0.053 0.079
Ta28 0.053 0.060 0.073 0.052 0.049 0.054 0.071 0.094 0.071 0.056 0.072
Continuacion...
Tepl2 Tepl3 Tepld Tepl5 Teple H17 H18 H19 H20 H21 H22
C1 10.36 10.08 10.73 18.37 19.05 17.24 17.25 17.29 17.35 17.26 17.16
C2 12.04 11.70 12.20 10.79 11.42 9.65 9.66 9.66 9.89 9.80 9.58
C3 14.26 14.00 14.65 21.56 22.19 20.42 20.43 20.43 20.63 20.54 20.35
C4 18.76 18.49 18.66 1.22 0.66 2.01 1.99 1.85 2.32 2.40 2.08
C5 18.75 18.49 18.65 1.18 0.55 2.03 2.02 1.89 2.31 2.39 2.10
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C6 17.62 1738 1749  1.19 1.37 2.12 2.11 2.26 1.71 1.80 2.17
P7 9.36 9.08 9.30 8.36 9.12 7.46 7.47 7.66 7.19 7.10 7.39
P8 9.69 9.42 9.61 7.96 8.72 7.10 7.11 7.32 6.79 6.71 7.03
P9 19.00 1875 18.89  1.44 0.71 2.52 251 2.46 2.59 2.68 2.60
P10 1820 1795 18.09  0.61 0.21 1.72 1.71 1.70 1.77 1.86 1.80
P11 1821 1795 1810  0.59 0.18 1.63 1.62 1.58 1.76 1.84 1.71
Tel2 Hokk 0.35 042 1762 1838 1678 16.80 17.00 1645 16.37 16.72
Tel3 0.041  *** 065 17.36 1812 1652 16,53 1673 1620 16.11  16.45
Teld 0.045 0.031  *** 1751 1827 1670 1671 16.92 1635 16.27 16.63
Tel5 0.040 0.051 0.031  *** 0.76 1.14 1.14 1.18 1.17 1.26 1.21
Tel6 0.048 0.053 0.045 0.036  *** 1.82 1.80 1.76 1.93 2.02 1.89
H17 0.064 0.081 0.060 0.062 0.064  *** 0.02 0.30 0.73 0.74 0.07
H18 0.058 0.063 0.046 0.054 0.063 0.032  *** 0.29 0.74 0.75 0.09
H19 0.053 0.050 0.033 0.031 0.064 0.044 0.028  *** 1.02 1.04 0.34
H20 0.056 0.053 0.033 0.039 0.062 0.041 0.032 0.020  *** 0.09 0.73
H21 0.062 0.049 0.039 0.046 0.054 0.035 0.033 0.030 0.026  *** 0.73
H22 0.055 0.054 0.036 0.038 0.061 0.031 0.024 0.013 0.016 0.021  ***
Ta23 0.049 0.057 0.036 0.029 0.053 0.055 0.048 0.030 0.040 0.035 0.035
Ta24 0.059 0075 0.051 0.039 0071 0.058 0.056 0.028 0.051 0.043  0.040
Ta25 0.065 0.068 0.038 0.040 0.065 0.059 0.059 0.036 0.041 0.038 0.039
Ta26 0.049 0.058 0.045 0.046 0.069 0064 0.059 0.041 0.045 0.042  0.040
Ta27 0.063 0.052 0.033 0.038 0.065 0067 0.050 0.026 0.040 0.036  0.040
Ta28 0.047 0.057 0.040 0.035 0061 0.061 0052 0.032 0.036 0.041 0.035

Continuacién

Tab23 Tab24 Tab25 Tab26 Tab27 Tab2s

c1 10.10  7.23 7.99 7.98 7.68 9.89

c2 10.81 1510 1586 1585 1540  9.85

C3 8.14 6.08 6.54 6.54 7.52 8.42

c4 2029 2623 27.03 2701 2625 19.14

C5 2040 2630 27.09 27.08 2631 19.25

C6 21.21 2604 26.85 26.83 2591  20.08

P7 17.09 18.09 1892 1890 17.71  16.16

P8 1753 1864 19.47 1945 1824 16.59

P9 21.17 26.87 2767 27.65 26.83 20.02

P10 2059 26.06 26.87 2685 26.02 19.45

P11 2043 2598 2678 2676 2595  19.29

Tel2 19.94 1340 1415 1413 1210 1945

Tel3 19.62 1327 1403 1401 1201 19.13

Teld 20.26 13.82 1457 1454 1251 19.76
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Telb
Tel6
H17
H18
H19
H20
H21
H22
Ta23
Ta24
Ta25
Ta26
Ta27
Ta28

20.15
20.57
19.09
19.10
18.98
19.56
19.50
19.04
0.015
0.012
0.027
0.021
0.019

25.46
26.16
24.34
24.36
24.42
24.40
2431
24.27
14.13
-
0.018
0.036
0.025
0.026

26.27
26.96
25.15
25.16
25.22
25.21
25.12
25.07
14.47
0.83
**k*
0.021
0.020
0.019

26.25
26.95
25.13
25.14
25.20
25.20
25.11
25.06
14.48
0.81
0.03
-
0.027
0.021

2541
26.13
24.32
24.33
2441
24.32
24.23
24.24
15.66
1.97
2.37
2.35

*k*

0.028

19.02
19.43
17.96
17.97
17.85
18.44
18.38
17.91
1.16
14.48
14.88
14.89
15.92

*k%k
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