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CARACTERIZACION MOLECULAR Y GERMINACION DE SEMILLAS
DE MAICES CRIOLLOS AZULES CON ENVEJECIMIENTO
ACELERADO!
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RESUMEN

Caracterizacion molecular y germinacion de semillas
de maices criollos azules con envejecimiento acelerado.
El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto del
envejecimiento acelerado en semillas de variedades criollas
de maiz azul. En los laboratorios de la Universidad Nacional
Auténoma de México y del Instituto Politécnico Nacional,
semillas de cuatro variedades criollas de maiz azul (Cuijingo,
Cocotitldn, Puebla y Oaxaca), se sometieron a dos tipos de
envejecimiento acelerado: calor himedo (41°C, 72 horas y
100% h. r.) y calor seco (60°C, 48 horas). Se evaluaron: pro-
trusion radicular de 0 a 72 horas de imbibicién y, a los siete
dfas de incubacion a 25°C, pldntulas normales, anormales y
semillas muertas. Se obtuvo la caracterizacion molecular de
los tratamientos mediante la RAPD y se construyeron los den-
dogramas respectivos. En pldntulas normales provenientes de
semillas sin envejecimiento acelerado, las variedades Oaxaca
y Puebla fueron significativamente superiores. El peso seco
en las pldntulas disminuy6 con el deterioro, siendo exigua con
calor seco. La presencia de pldntulas anormales se incrementd
con ambos tipos de deterioro en el orden: Oaxaca, Puebla,
Cocotitldn y Cuijingo. La diferenciacién de los perfiles de
bandeo entre semillas testigo y deterioradas ocurrié con la se-
cuencia: Oaxaca (31,6%), Cocotitlan (25,8%), Puebla (19,6%)
y Cuijingo (18,6%). Estos valores de similitud, a los cuales se
ramificaron los perfiles genémicos, se asociaron de manera in-
versa con el nivel de vigor de las semillas, y directamente con
la presencia de anormalidades en las pldntulas obtenidas.

Palabras clave: Zea mays, viabilidad seminal, huella
genémica, RAPDs.
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ABSTRACT

Molecular characterization and seed germination of
blue corn landraces with accelerated aging. The objective
of this work was to determine the effect of accelerated aging
on seeds of blue corn landraces. The study was conducted in
the laboratories of National Polytechnic Institute and Natio-
nal University of México. Seeds of four blue corn landraces
(Cuijingo, Cocotitldn, Puebla and Oaxaca), were subjected
to accelerated aging treatments: humid heat (HH, 41°C, 72
h, and 100% r. h.), and dry heat (DH, 60°C, 48 h. The para-
meters measured were: radicle protrusion (RP) in at 0 to 72
h of imbibition, and after seven days of incubation at 25°C,
normal seedlings (NS), abnormal seedlings (AS), and dead
seeds (DS) were counted. The molecular characterization by
RAPD was also performed and the respective dendrograms
were constructed. In normal seedlings obtained from seeds
without accelerated ageing, the varieties Oaxaca and Puebla
were significantly superior. Seedling dry weight diminished
with deterioration, being minimum under dry heat. The num-
ber of abnormal seedlings increased under both deterioration
treatments, in the order Oaxaca, Puebla, Cocotitldan and
Cuijingo. Differentiation of the band profiles among control
and deteriorated seeds occurred in the sequence: Oaxaca
(31,6%), Cocotitldn (25,8%), Puebla (19,6%) and Cuijingo
(18,6%). These similarity values were inversely related to
seed vigour, and irectly related to the presence of abnorma-
lities in seedlings.

Key words: Zea mays, seed viability, genomic finger
printing, RAPDs.
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INTRODUCCION

En Meéxico se preserva actualmente el cultivo de
maices criollos porque satisfacen necesidades especi-
ficas de la poblacién por su adaptacién, sabor o color.
Ademds, constituyen la base para la actividad agricola
tradicional y son una fuente de variabilidad para el fito-
mejoramiento de este primordial cultivo, de modo que
es prioritario su conocimiento (Herndndez y Esquivel
2004).

En los Valles Altos Centrales de México (Puebla,
Tlaxcala, México e Hidalgo) se cultivan alrededor de
1,5 millones de hectareas de maiz, de las cuales el 85%
es de temporal y el 35% de los productores siembra
maiz criollo pigmentado (azul principalmente), del
que se estima una cosecha anual de 300 mil toneladas
(Antonio et al. 2004). Los distintos colores del maiz
pigmentado (negro, morado, azul o rojo) se atribuyen a
la presencia de antocianinas en la capa de aleurona y/o
en el pericarpio de la semilla (Salinas et al. 1999). En
particular, la antocianina azul se encuentra en la capa
de aleurona (Beltrdan er al. 2001). Las antocianinas se
derivan de la cianidina y la pelargonidina, los cuales
son compuestos fendlicos del grupo de los flavonoides
(Harborne y Gavazzi 1969). Son croméforos solubles
en agua y estdn relacionados con la reduccién de co-
lesterol y triglicéridos en el torrente sanguineo huma-
no, por lo que se recomienda su ingesta para prevenir
o tratar afecciones cardiacas.

De las antocianinas del maiz se obtienen colo-
rantes de vinos, mermeladas y jugos de fruta (Maltros
et al. 1999). Los flavonoides también presentes en el
maiz azul son antioxidantes (Dickerson 1990). Ade-
mds, el maiz azul con endospermo harinoso contiene
mayor contenido de proteinas, minerales y aminod-
cidos esenciales que el blanco o amarillo (Dickerson
1990). El maiz azul posee un exdético y atractivo color,
lo cual se suma a su mejor sabor (Antonio et al. 2004),
y por estos atributos sensoriales se ha elevado su de-
manda en el mercado y alcanza mejores precios que el
maiz amarillo o incluso blanco (Durdn 2008).

A pesar de la existencia de numerosas variedades
criollas de maiz azul y ser muy apreciado por los
productores de autoconsumo y recientemente por con-
sumidores urbanos, esta variante adolece de serias li-
mitantes para su produccion y almacenamiento, ya que
presenta alta susceptibilidad a las plagas de almacén
y rapida pérdida de vigor y viabilidad de sus semillas
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(Durdn 2008), ademds de carecer de una descripcion
varietal precisa.

Por lo anterior, en el presente estudio se analizé
la existencia de variacién genética para longevidad de
semilla en maices criollos azules, se utilizé el sistema
de envejecimiento artificial o acelerado (Fragoso et al.
2006), en el cual se emplean calor y/o humedad para
inducir dafios similares a los ocurridos en las semillas
durante su almacenamiento.

Son diversas las alteraciones causadas por el en-
vejecimiento, considerdndose entre las principales a
las ocurridas en la estructura y funcionalidad del ADN
(McDonald 1999), las cuales eventualmente pueden
ser reparadas durante la imbibicién seminal (Elder y
Osborne 1993) con una eficiencia dependiente del ge-
notipo y de la intensidad de los dafios (Gutiérrez et al.
1993). Fisiolégicamente estas anomalias se expresan
en germinacion lenta, plantulas malformadas, escasez
de biomasa y pérdida de vigor.

Por otra parte, la identificacién de las variedades
de cultivo tradicionalmente se ha basado en aspectos
morfolégicos (Zhang et al. 1996), los cuales en su
mayoria son caracteres continuos, lo cual significa que
estdn presentes en todas las variedades sdlo que fluctia
su nivel de expresién, mismo que es afectado por el
ambiente (Cooke 1999). Estudios sefalan las limita-
ciones intrinsecas de las metodologias convencionales
de caracterizacion varietal (Guti€rrez et al. 2009).
También se ha seflalado que las técnicas moleculares
de identificacién genotipica no interaccionan con
el ambiente, reconocen directamente las diferencias
genéticas entre individuos a nivel del ADN y se ob-
tiene un perfil genédmico especifico para cada variedad
(Morell et al. 1995, Zhang et al. 1996, Marcos-Filho
y McDonald 1998).

En este trabajo también se abordé la caracteriza-
cién molecular de los maices azules y se empled la
amplificacion aleatoria del ADN polimérfico (RAPD,
en inglés), la cual ha sido documentada como un pro-
cedimiento confiable para la determinacién de la iden-
tidad genética de las especies de cultivo (McDonald
et al. 1994), y en particular para maiz (Zifiiga 2007,
Duran 2008, Gutiérrez et al. 2009).

La metodologia de la RAPD fue propuesta por
Williams et al. (1990), quienes sugieren utilizar ini-
ciadores de diez nucledtidos de longitud y con una
composicién de guanina y citosina mayor del 50%, los
cuales se alinean con el ADN gendmico y se aparean
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las bases complementarias; mediante variaciones cicli-
cas de temperatura, se sintetizan bandas o amplicones
de 200 a 2000 pb por la accién de una enzima ADN
polimerasa termoestable (Williams et al. 1990, Klein-
Lankhorst et al. 1991, McDonald et al. 1994).

Los fragmentos amplificados se despliegan segtin
su peso molecular durante la electroforesis en agarosa o
poliacrilamida, algunos de ellos pueden ser genotipico-
especificos y por tanto ttiles para determinar la identi-
dad varietal (Zhang et al. 1996), asi como para el fito-
mejoramiento asistido por marcadores moleculares.

Los polimorfismos entre genotipos se manifiestan
por la presencia o ausencia de una o mds bandas por
lo que se consideran dominantes (Williams et al. 1990,
Penner 1996), de manera que no es posible distinguir
si se trata de un locus heterocigético u homocigético
(Valadez y Kahl 1999).

Las bandas diferenciales entre genotipos se origi-
nan por el cambio de un par de bases, por rupturas y
fragmentaciones estructurales, por deleciones que modi-
fican o eliminan el sitio de insercién del iniciador, o por
translocaciones que separan los sitios de acoplamiento
del iniciador a una distancia mayor a 2500 nucledtidos,
a la cual ya no hay amplificacién (Xena 2000).

Las sefialadas variaciones estructurales en el ADN
ocurren durante la evolucidn de la especie o son causa-
das por el envejecimiento de las semillas, inclusive se
ha reportado la existencia de segmentos del ADN con
mayor susceptibilidad a la degradacién (Marcos-Filho
y McDonald 1998).

El objetivo del presente estudio fue determinar el
efecto del envejecimiento acelerado sobre la germina-
cién y el vigor de semillas de variedades criollas de
maiz azul.

MATERIALES Y METODOS

El estudio aqui descrito se efectud durante el 2008
en el Laboratorio de Biotecnologia Molecular de la
Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia
(UPIBI) del Instituto Politécnico Nacional (IPN) y en
la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM).

Se utilizaron semillas de cuatro variedades criollas
de maiz con aleurona azul (Cuijingo, Cocotitldn, Puebla
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y Oaxaca), proporcionadas por el Programa de Maiz del
Campo Experimental Valle de México perteneciente al
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agri-
colas y Pecuarias, localizado en Chapingo, México.

Tratamientos

Las semillas se sometieron a dos modalidades de
envejecimiento artificial: calor himedo (CH, 41°C y
100% h. 1., 72 h) y calor seco (CS, 60°C, 48 h), para
cada variedad se incluyd su correspondiente testigo
(semillas recién cosechadas sin envejecimiento artifi-
cial), de modo que se generaron doce tratamientos.

Protrusion radicular

Para determinar la protrusion radicular (PR), se
colocaron las semillas con el embrién hacia abajo en
cajas Petri con papel filtro y 10 ml de agua bidestilada,
se incubaron a 25°C y cada 24 horas se hizo el conteo
hasta que ya no ocurrieron brotaciones (72 horas). El
criterio para considerar que la radicula habfa protruido
fue que tuviera una longitud minima de 3 mm (Fragoso
et al. 20006).

Prueba de germinacion normal

Se realizé la prueba de germinacién normal o
estandar (ISTA 1995). Las semillas se colocaron sobre
toallas de papel himedo las cuales se enrollaron y se
colocaron verticalmente dentro de bolsas de pldstico a
25 +4°C. A los siete dias se evalud el nimero de plan-
tulas normales (PN), y anormales (PA) y la presencia
de semillas muertas (SM). Ademds, se cuantifico el
peso seco acumulado en la plimula (PSP), la radicula
(PSR) y el total (PST).

Extraccion de ADN genémico

Se aislé el ADN de cada tratamiento (Dellaporta
et al. 1983) a partir de 0,1 g de embriones de las se-
millas, los cuales previamente se lavaron dos veces
con agua bidestilada y se secaron superficialmente
con papel absorbente. Después se cuantificé el ADN
y se le determind la calidad mediante electroforesis en
agarosa (0,7% p/v) (CIMMYT 2006).
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Amplificacion aleatoria del ADN polimoérfico
(RAPD)

Seleccion de iniciadores

Se emplearon diez iniciadores (Cuadro 1), la se-
leccion se hizo con base en las caracteristicas de las
bandas amplificadas, tales como nitidez y consistencia
(Valadez y Kahl 1999).

Cuadro 1. Iniciadores RAPD y sus secuencias nucleotidicas
Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auté-
noma de México, México. 2008.

Iniciador Secuencia (5°-3")
RAPD E-08 CCCAAGGTCC
RAPD E-09 GGTGCGGGAA
RAPD E-10 GAGTCTCAGG
RAPD E-11 TTATCGCCCC
RAPD E-12 TCAGGGAGGT
RAPD E-13 AAGACCCTCC
RAPD E-14 ACGCACAACC
RAPD E-15 GCTGACTGTG
RAPD E-16 CTTCACCCGA
RAPD E-17 CACCAGGCTA
RAPD G-01 CTACGGAGGA
RAPD G-03 GAGCCCTCCA
RAPD G-15 ACTGGGACTC

La amplificacion (Cuadro 2) se llevé a cabo en un
volumen final de 25 pl y los fragmentos producidos se
separaron mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa (1,2% p/v) y se tifieron con bromuro de etidio
(CIMMYT 2006).

Anadlisis de datos genémicos

Se codificaron los fragmentos amplificados para
cada iniciador, empleando el nimero uno para indi-
car la presencia de la banda y el cero para denotar su
ausencia. Con su codificacion se construyé la matriz
base de datos, misma que consté de 63 filas y trece co-
lumnas, en correspondencia con las bandas obtenidas y
los genotipos estudiados, esto es, los doce tratamientos
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Cuadro 2. Programa para la amplificacién aleatoria del ADN
polimoérfico (RAPD). Facultad de Quimica, Uni-
versidad Nacional Auténoma de México. 2008.

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 94 1’
94 307
55 35 307
72 1’30
1 72 2°30”
4 a

bajo estudio mds el ADN de levadura (Saccharomyces
cerevisiae), utilizado como control negativo.

Analisis estadistico

Los experimentos fisiolégicos se manejaron con
un disefio de bloques al azar con cuatro repeticiones de
veinticinco semillas cada una. Se calcularon los erro-
res estdndar (n = 4) de protusion radicular, plantulas
normales y anormales, semillas muertas y peso seco, y
se muestran como barras en las figuras correspondien-
tes (Reyes 1980).

Para construir los dendogramas se utilizo el pro-
grama NTSYSpc (Numerical Taxonomy and Multiva-
riate Analysis System, ver. 2.1) (Rohlf 2000), con los
pardmetros: distancia de Seuil = 0, confiabilidad del
95%, el estimador de distancias de Nei y Li, el método
de agrupamiento del promedio y el coeficiente de si-
militud de Jaccard (Dubreuil ef al. 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis fisiolégico

En las semillas sometidas a envejecimiento o de-
terioro artificial se advirtié una sensible reduccion de
la PR en relacion a los controles respectivos, es decir,
a semillas del mismo genotipo pero recién cosechadas,
esta disminucién fue mayor en el caso de CH (Figura
1). En PR, las variedades se desempefiaron de modo
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Variedades de maiz azul

Protrusion radicular de las semillas de cuatro
variedades de maiz azul, bajo dos tratamientos de
envejecimiento artificial. T= Testigos, CH= Calor
himedo (41°C, 72 h 'y 100% h. r.) y CS= Calor
seco (60°C, 48 h). Unidad Profesional Interdis-
ciplinaria de Biotecnologia (UPIBI) del Instituto
Politécnico Nacional (IPN), México. 2008.

Figura 1.

similar dentro de cada modalidad de deterioro (CH o
CS); no obstante, en las evaluaciones hechas a tiempos
mds avanzados de germinacién y que corresponden a
la formacion de plantulas (siete dias de incubacion),
se expresaron ya diferencias genotipicas significativas
entre ellas (Figuras 2, 3y 4).

Esto indicarfa que aunque la brotacién radicular
es un suceso fisico promovido por la rehidratacion

Plantulas normales (%)

Variedades de maiz azul

Figura 2.  Plantulas normales obtenidas en la germinacion
de las semillas de cuatro variedades de maiz azul,
bajo dos tratamientos de envejecimiento artificial.
T=Testigos, CH=Calor Himedo (41°C, 72 h y
100% h. r.) y CS=Calor Seco (60°C, 48 h). Unidad
Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia
(UPIBI) del Instituto Politécnico Nacional (IPN),
Meéxico. 2008.

ISSN: 1021-7444

Plantulas anormales (%)

Variedades de maiz azul

Figura 3.  Pldntulas anormales obtenidas en germinacién de

las semillas de cuatro variedades de maiz azul,
bajo dos tratamientos de envejecimiento articial.
T=Testigos, CH=Calor Humedo (41°C, 72 h y
100% h. r.) y CS=Calor Seco (60°C, 48 h). Unidad
Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia
(UPIBI) del Instituto Politécnico Nacional (IPN),
Meéxico. 2008.

de los tejidos seminales (Bewley y Black 1994), se
deriva de procesos previos como refuncionalizacion
de membranas, sintesis de macromoléculas, division
celular, etc. (Cruz ef al. 1995), los cuales se dafiaron a
consecuencia del envejecimiento, y la expresion fisio-
l16gica de tales dafios se manifestd hasta la formacion
de pldntulas y con un evidente efecto genotipico.

Es interesante advertir que los dafios infligidos
por cada tipo de envejecimiento fueron distintos en el

Semillas muertas (%)

Variedades de maiz azul

Figura 4. Semillas muertas detectadas en la germinacion
de cuatro variedades de maiz azul, bajo dos trata-
mientos de envejecimiento artificial. T=Testigos,
CH= Calor himedo (41°C, 72 h y 100% h. r.) y
CS= Calor seco (60°C, 48 h). Unidad Profesio-
nal Interdisciplinaria de Biotecnologia (UPIBI)
del Instituto Politécnico Nacional (IPN), México.
2008.
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proceso fisioldgico que afectaron, en el tiempo en que
se expresaron y en la posibilidad de subsanarlos, ya
que la mayor disminucién de la PR con respecto a los
testigos y la mayor proporcién de PA, se produjeron
en las semillas sometidas a CH, mientras que con CS,
las variables de PN, PST y SM presentaron los efec-
tos mds adversos, y estas ultimas son componentes
fundamentales de la germinacién por tratarse de las
plantas potencialmente productivas, de la capacidad
para crecer, desarrollarse y de la muerte celular, res-
pectivamente.

A consecuencia de los tratamientos de envejeci-
miento, ocurrié una sensible reduccion en la cantidad
de las PN generadas en los tratamientos de deterioro
con respecto a los controles (Figura 2), particularmen-
te con calor seco en el cual sobresale Cocotitldn por
mostrar significativamente la mayor tolerancia. Por
otra parte, se incrementd la formacion de PA (Figura 3)
en todas la variedades, a excepcion de Cocotitldn ge-
notipo que denotd la mayor tolerancia al calor himedo
en esta medicion.

Para ambos tipos de envejecimiento, las PA au-
mentaron en el orden: Oaxaca, Puebla, Cocotitlin
y Cuijingo, mismo que corresponderia a su aptitud
genotipica decreciente para amortiguar los dafios ge-
némicos causados por el envejecimiento, de donde se
deriva la longevidad seminal.

Los valores alcanzados para semillas duras o
muertas, en las semillas testigo fueron menores al 18%
(Figura 4), pero se incrementaron a consecuencia del
envejecimiento, entre 12 y 38% para calor himedo y
entre 65 y 78% para calor seco, siendo evidente otra
vez la severidad de este ultimo.

De igual modo, la acumulacién de peso seco en
las plantulas se redujo con el deterioro, siendo casi
nula en calor seco (Figura 5). Destacé Oaxaca porque
alcanzé el valor mas alto entre las semillas control y
no perdio esta cualidad con el deterioro (calor himedo
o calor seco), ademds mostro la mayor cantidad de bio-
masa tanto en vastago como en radicula; Cuijingo se
desempefié de manera semejante a Oaxaca en CH sélo
que con valores inferiores, mientras que Cocotitldn y
Puebla presentaron las menores cantidades. Pese a la
escasa materia seca formada en calor seco, sobresalen
Oaxaca y Cocotitldn por sus valores superiores, asi
como Cuijingo que soporté medianamente el CH pero
no el calor seco.

ISSN: 1021-7444

H Peso seco de radicula

T 3

=}

€ 3 Peso seco de plumula

©

[}

> 2

£

©

o 1

3 in

s H

o O

3 — —

o O o

FAIPO VAN R RS @ P PO
O R o,‘,;a ey P & P oo(\‘,b N +fz>°
Q\\oc‘o <Q i o\\\o 6&' QQQ' o’°+ N 0\\\ Q°®
Variedades de maiz azul
Figura 5. Peso seco de radicula (PSR), de plimula (PSP) y

total (PST) de las pladntulas de cuatro variedades
de maiz azul, bajo dos tratamientos. T=Testigos,
CH=Calor Himedo (41°C, 72 h'y 100% h. r.) y
CS=Calor Seco (60°C, 48 h). Unidad Profesio-
nal Interdisciplinaria de Biotecnologia (UPIBI)
del Instituto Politécnico Nacional (IPN), México.
2008.

Analisis molecular
Seleccion de iniciadores RAPD

En el escrutinio realizado para detectar los inicia-
dores que amplificaron nitida y claramente segmentos
polimdrficos de ADN (Figura 6) a la temperatura de
alineamiento de 35°C, 6ptima para la RAPD (Valadez
y Kahl 1999), se escogié al azar un tratamiento (Cui-
jingo Testigo), el cual se combind con los iniciadores
disponibles, procedimiento que sirvid para elegir diez
de ellos (Cuadro 2), con los cuales se desarrolld la
RAPD con el templado del ADN extraido de los doce
tratamientos mds el de Saccharomyces cereviciae.

Se detectaron un total de 63 bandas con longitudes
de 370 a 2923 pb, de las cuales sélo dos fueron mo-
nomorficas. Los iniciadores E09, E14 y G15 fueron
profusamente polimdrficos, puesto que en conjunto
mostraron el 51% de la variacion total.

La matriz bdsica de datos consistié de 63 filas (to-
tal de bandas) y trece columnas (tratamientos y leva-
dura), con base en ella se calcularon los dendogramas
para los tratamientos (Figura 7). Cabe hacer notar que
el ADN de levadura sélo mostré una similitud con el
maiz del 8 al 11%), situacion 16gica dado que se trata de
organismos filogenéticamente lejanos y precisamente
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Perfil de bandeo (RAPD) obtenido para semillas de cuatro variedades de maiz azul, bajo dos tratamientos de en-

vejecimiento acelerado. T=Testigos (carriles 1-4), CH=Calor himedo (41°C, 72 h y 100 % h. r.) (carriles 5-8) y
CS=Calor seco (60°C, 48 h) (carriles 9-12) y la levadura (Saccharomyces cereviciae) (L, control negativo), para
los iniciadores A) E08, B) E10, C) G13 y D) G15. M=Marcador de peso molecular. pb=pares de bases. Facultad
de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México. 2008.

por ello se empleé como control negativo para cons-
tatar la veracidad de los agrupamientos definidos, los
cuales tuvieron coeficientes de correlacion cofenética
con la matriz basica de datos de 0,88 a 0,98, valores
aceptables desde el punto de vista de su reproducibili-
dad (Gutiérrez et al. 2009).

La formacién de conglomerados o grupos de simi-
litud asumid dos niveles jerdrquicos, correspondiendo
el primero de ellos a la conjuncién de los datos gend-
micos por variedad, y el segundo, a la ponderacion
intravarietal de las diferencias gendmicas causadas por
los tratamientos aplicados.

Asi, la huella gendmica resulté especifica para
cada variedad independientemente de la condicién
de las semillas y fue dentro de variedades donde los
dendogramas evidenciaron las modificaciones que al
nivel del ADN ocurrieron en los embriones durante
el envejecimiento artificial. Es decir, los segmentos
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del ADN testigo, donde por homologia de bases se
alinearon los iniciadores y hubo amplificacion, se alte-
raron en su estructura molecular a causa del deterioro
impuesto (Xena 2000), por lo que fueron diferentes los
perfiles gendmicos entre uno y otro tipo de semillas
(McDonald 1999).

Los perfiles de bandeo de semillas testigo y las
sometidas a envejecimiento (calor himedo y calor
seco) fueron semejantes hasta un coeficiente de si-
militud especifico para cada variedad: 31,6% para
Oaxaca, 25,8% para Cocotitldn, 19,6% para Puebla y
18,6% para Cuijingo (Figura 7), a partir del cual los
dendogramas se ramificaron y diversificaron los sefia-
lados perfiles. Lo anterior denota un efecto genotipico
relacionado con la capacidad para amortiguar, tolerar
o restaurar los dafios infligidos por el envejecimiento
artificial sobre el ADN, misma que tendria la mayor
expresion en Oaxaca y le seguirian Cocotitlan, Puebla
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Dendogramas obtenidos con la matriz basica de datos para cada variedad de maiz azul bajo en-

vejecimiento acelerado. T=Testigos, CH=Calor Himedo (41°C, 72 h 'y 100% h. r.) y CS=Calor
Seco (60°C, 48 h). Método de agrupamiento del promedio (UPGMA), basado en el coeficiente
de similitud de Jaccard. NTSYSpc. Se indica el coeficiente de similitud (%) al cual se diver-
sificaron los tratamientos. Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México.

2008.

y Cuijingo, de acuerdo a sus coeficientes de similitud
descendentes (Figura 7), situacién que pudiera rela-
cionarse con la existencia de segmentos de ADN con
distinto grado de susceptibilidad al deterioro (Marcos-
Filho y McDonald 1998).

La secuencia de tolerancia al envejecimiento (Oa-
xaca>Cocotitlan>Puebla>Cuijingo) detectada a nivel
molecular, en varios casos se relacioné con la respues-
ta fisiologica de las semillas durante su germinacidn:
a) La notoria capacidad de Oaxaca para preservar su
ADN pese al envejecimiento, se asocié con un alto
desempeiio fisiologico, dado que también es la varie-
dad de mayor vigor en semillas testigos y deterioradas
(Figuras 2, 3 y 4); b) Cuijingo, genotipo en el cual se
mantuvieron agrupadas las semillas testigo con las
sometidas a calor himedo (Figura 7) y cuyas diferen-
cias fisioldgicas en las variables pldntulas normales,
plantulas anormales y MST, aunque significativas
estadisticamente, no fueron tan amplias como en las
otras variedades (Figuras 2, 3 y 4); y ¢) La formacién
de PA (Figura 3) estuvo inversamente vinculada con
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la resistencia al envejecimiento por calor himedo y
calor seco.
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