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RESUMEN

Comparacion molecular de la identidad genética de
genotipos de maiz de diferente edad. Con base en el afio
de produccion de la semilla 1994, 1996 y 2000 se realizd
la comparacion molecular de cuatro lineas endogdmicas de
maiz, generadas por el Programa de maiz del INIFAP: L1, L2,
L3 y L4. Para ello, se extrajo el ADN de los embriones de las
semillas con el cual se efectué la RAPD y se establecieron las
relaciones filogenéticas entre los tratamientos mediante el pro-
grama LCDMYV (calculation software of molecular distances
between varieties). Se utilizaron los pardmetros: distancia de
Seuil = 0, confiabilidad del 95 %, el estimador de distancias de
Nei y Li y el método del agrupamiento promedio (UPGMA).
En la comparacién por edades los dendogramas agruparon
genotipos iguales con sus respectivas edades, destacando la
similitud alcanzada para la unién de las edades de L2 (90 %)
y de L4 (80 %); mientras que para L1 el valor de similitud fue
del 70 %. La capacidad genotipica de las lineas bajo estudio
para preservar su genoma fue mayor en L2, siguiéndole L4
y después L1. Los resultados indicaron la efectividad de la
RAPD para diferenciar edades y genotipos genéticamente
relacionados, asi como para distinguir entre y dentro de las
lineas de maiz independientemente de su edad.

Palabras clave: Zea mays, identidad genética, huella
genomica, RAPDs, envejecimiento natural.

ABSTRACT

Molecular comparison of the genetic identity of maize
genotypes with different age. Based on year of seed produc-
tion, 1994, 1996 and 2000, this study compared moleculsrly
four maize endogamic lines generated by the INIFAP Maize
Program: L1, L2, L3 and L4. DNA was extracted from seed
embryos and subjected to PAPD protocols, after which phy-
logenetic relations were established between treatments using
the program LCDMYV (molecular distance between varieties
calculation software), using the parameters: Seuil distance
=0, 95% confidence, the estimator of distances of Nei and
Li, and the method of average clustering (UPGMA). In the
comparison by age, the dendro-graph obtained grouped equal
genotypes according to their respective age, with outstanding
similitude coefficient reached by the unon of ages L2 (90%)
and L4 (80%), while the similarity value for L1 was 70%.
The genotipic capacity of the lines to preserve their genome
was higher in L2, followed by L4 and L1. The results indi-
cated the effectiveness of the RAPD protocol to discriminate
within and between genetically-related genotypes according
to age, and to distinguish within and between maize lines ir-
respective of their age.

Key words: Zea mays, genetic identity, fingerprinting,
RAPDs, natural ageing.
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INTRODUCCION

La renovacién y multiplicacién de las lineas bd-
sicas de los programas de mejoramiento genético de
especies de cultivo y de produccién de semillas, tanto
oficiales como privados, es impostergable cuando
se agota la existencia de semilla en almacén, o bien,
cuando su viabilidad llega a niveles minimos. En
consecuencia, es habitual tener diferentes edades u ori-
genes (lugar y afio de produccion de semillas) para un
mismo genotipo, situacién que con frecuencia conduce
a comparar las edades para constatar la preservacion
de la pureza e identidad genética de los materiales
genéticos involucrados.

Para su comparacidn, se siembran los genotipos
de diferente edad junto con la semilla del mejorador y
para la cual se tiene la descripcién tradicional, es de-
cir, basada en caracteres morfolégicos y agronémicos
(Zuniga 2007).

Es diversa la utilidad de la descripcién detallada
de los materiales genéticos bajo mejoramiento o ya
liberados, sirve para identificarlos y registrarlos para su
comercializacién, como criterio para eliminar plantas
fuera de tipo durante la multiplicacién de semilla certi-
ficada, etc.

Los procedimientos convencionales para verificar
la identidad genética de las especies de cultivo, han
sido soporte primordial del sistema de certificacion
de semillas implantado a nivel mundial; no obstante,
la identificacion fehaciente se complica conforme es
mayor la cercanfa genética de los genotipos, situacién
cada vez mds frecuente en los programas genotécnicos
dado que se liberan materiales que difieren en pocos
genes o hasta en uno solo.

Por tanto, es relevante incorporar procedimientos
que proporcionen mayor sensibilidad a la descripcion
de los genotipos bajo mejoramiento (Copeland y Mc-
Donald 2001), y cuanto mds exhaustiva y fidedigna sea
ésta mejor. En este sentido, el empleo de metodologias
moleculares, como las huellas gendmicas, incrementa
la precision de la caracterizacion varietal, dado que
proveen informacién directamente a nivel del ADN,
por lo que no son afectadas por el ambiente y enrique-
cen la informacidén disponible para distinguir, con alto
grado de certeza, individuos entre y dentro de genoti-
pos sin importar su cercania genética (Zifiiga 2007).

Los marcadores moleculares del ADN, son se-
cuencias gendmicas localizadas en un mismo locus y
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difieren en su secuencia de bases nitrogenadas a con-
secuencia de mutaciones o rearreglos cromosomicos,
de manera que reflejan directamente las variaciones
a nivel del ADN, son dominantes o codominantes, y
son estables e independientes del ambiente de desa-
rrollo del organismo analizado. Estas caracteristicas
los hacen ttiles en la identificacién varietal (Valadez
y Kahl 1999).

Mediante la huella gendmica, se pueden identi-
ficar plantas individuales dentro de una poblacién o
en una serie de lineas endogdmicas y distinguir entre
plantas cuya composicion genética difiera ligeramente
(McDonald 1999).

A la fecha se han implementado varios protoco-
los de huellas genémicas o marcadores moleculares,
siendo la amplificacién del ADN polimdérfico al azar
(RAPD) una metodologia eficiente para establecer el
grado de similitud entre individuos de una poblacién
a nivel gendmico (Fragoso et al. 2006). Ademds, la
técnica de la RAPD posee varias de las caracteristicas
deseables para los marcadores moleculares sefialadas
por Valadez y Kahl (1999), como su facilidad de ope-
racion, y reducida cantidad de ADN y de una calidad
moderada, bajo costo, etc.

La confiabilidad y consistencia de los datos obte-
nidos con la aplicacion de la RAPD, estdn en funcion
directa de aspectos como utilizar un solo lote, provee-
dor y marca de reactivos, preparar soluciones madre
de los reactivos, utilizar el mismo material y equipo,
e inclusive que sea la misma persona quien procese
todas las muestras (Durdn 2008).

Para la produccién y certificacion de semillas
resulta crucial conocer los factores de la certeza y
reproducibilidad de las metodologias moleculares
empleadas para dictaminar la identidad genética de las
mismas, precisamente para su aplicacién e interpreta-
cion correctas. En este sentido, se deben considerar los
cambios gendmicos que ocurren en las semillas duran-
te su almacenamiento (Gutiérrez et al. 1993, Desai et
al. 1997), mismos que pudieran hacer variar la huella
molecular entre las semillas recién cosechadas y las
envejecidas del mismo genotipo.

La pureza genética es un factor prioritario de la
calidad seminal y su nivel debe conservarse durante
sus sucesivas fases de multiplicacion (original, bésica,
registrada y certificada), de manera que la composi-
cidén genética del material genético sea la misma desde
su obtencidén y hasta llegar al agricultor (Copeland y
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McDonald 2001); sin embargo, suelen ocurrir varia-
ciones motivadas por mutaciones, cruzamiento natu-
ral, enfermedades, la técnica de polinizacién, mezclas
mecdnicas, o bien, por procesos de senescencia duran-
te el almacenamiento (Desai et al. 1997).

Se han realizado estudios sobre el efecto de la edad
de las semillas sobre su vigor (Herndndez et al. 2000),
o bien, analizando los cambios fisiolégicos ocurridos
en ellas después de su almacenamiento prolongado
(Fragoso et al. 2006); y se han obtenido diferencias sig-
nificativas entre semillas viejas y nuevas en viabilidad,
protrusion radicular, acumulacién de materia seca, etc.
También se ha documentado un efecto genotipico para
la susceptibilidad al envejecimiento, ya sea natural o
artificialmente inducido (Gutiérrez et al. 1993).

Se considera entonces que las alteraciones cromo-
sOmicas acumuladas en las semillas repercuten en la
transcripcion y, por ende, en la traduccion del genoma,
ocasionando trastornos bioquimicos y fisioldgicos.
Ademds, es probable que se modifique sustancialmen-
te la huella gendmica de las semillas de las lineas en-
dogdmicas envejecidas con respecto a la obtenida para
semillas nuevas (Welsh y McClelland 1990, Williams
et al. 1990).

Este trabajo pretende contribuir al conocimiento del
potencial de los marcadores moleculares para la caracte-
rizacion e identificacion fidedigna de genotipos de maiz,
abordando los trastornos gendmicos suscitados durante
el almacenamiento de las semillas y que eventualmente
modifican los sitios de reconocimiento para los iniciado-
res de la RAPD entre semillas de diferente edad.

El objetivo del presente trabajo fue comparar dos
edades de semillas de cuatro lineas endogdmicas de
maiz, mediante la amplificacién aleatoria del ADN
polimérfico (RAPD), asi como establecer la confiabi-
lidad de esta técnica de marcadores moleculares para
identificar genotipos pese a su envejecimiento.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron embriones extraidos manualmente
de semillas de cuatro lineas endogdmicas de maiz
(L1-L4), desarrolladas en el Programa de Maiz del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y
Agropecuarias (INIFAP), cada una de ellas (excepto
L3) con diferente afio de produccién 1994 6 1996 y
2000 (Cuadro 1) y con un vigor contrastante, evaluado
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Cuadro 1. Tratamientos y afio de produccion de las lineas
endogdmicas de maiz bajo estudio. Campo Expe-
rimental Valle de México (CEVAMEX) - Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP), Chapingo, México, 2007.

Tratamiento Linea Edad (arios)
1 L1SVf L1 1994
2 L1 SN 2000
3 L2SV L2 1996
4 L2SN 2000
5 L3SN L3 2000
6 L4SV L4 1996
7 L4SN 2000
8 Levadura™ (Saccharomyces cerevisiae)

"= Semillas viejas
" = Semillas nuevas
7 = Control negativo

éste por la capacidad de preservar la aptitud germina-
tiva de las semillas durante su estancia en el almacén.
El almacenamiento de los materiales de referencia fue
en una bodega sin control de temperatura ni humedad,
en el Campo Agricola Experimental Valle de México
(Chapingo, México).

El estudio aquf descrito se efectud durante el 2007
en el Laboratorio de Biotecnologia Molecular de la
Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia
del Instituto Politécnico Nacional (UPIBI-IPN), y en
la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM).

Extraccion de ADN genéomico

La purificacién del ADN de cada genotipo, se rea-
liz6 siguiendo el protocolo de Dellaporta et al. (1983),
a partir de 0,1 g de embriones completos de semillas
secas de maiz como ya se indicé antes, los cuales se
lavaron dos veces con agua bidestilada, se secaron
superficialmente con toallas de papel, e inmediata-
mente después se congelaron con nitrégeno liquido y
se homogenizaron en un mortero estéril preenfriado
hasta obtener un molido fino, el cual se transfirié a un
tubo Falcon con 4 ml de solucién amortiguadora de
extraccién CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 700 mM
NaCl; 50 mM EDTA, pH 8.,0; 1% p/v CTAB), a la cual
se le agregaron 25 pl de f-mercaptoetanol (Sigma) y
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previamente se calent6 a 60 °C. Se mezcld suave y
frecuentemente el contenido del tubo Falcon durante
los 45 min de incubacion. Una vez fria la mezcla, se
le agregaron 4 ml de la solucién cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1 v/v) y se mezcld por 10 minutos. Se
centrifugé a 12.000 rpm por 20 min a temperatura
ambiente (25 °C). Se recuperd el sobrenadante con
una micropipeta con puntas cortadas y se colocé en un
nuevo tubo estéril. Después de centrifugar, se agrega-
ron 2,5 ml de isopropanol frio y se mezcld agitando
levemente. El ADN se dejé precipitar entre 15 y 30
min a — 20 °C; conseguido lo anterior, se centrifugd
nuevamente a 12.000 rpm a temperatura ambiente por
7 min. Se desechd el sobrenadante, se lavé la pastilla
con 5 ml de la solucién de lavado (76% p/v Etanol,
0,2 M NaOAc,) y se centrifugé a 12.000 rpm por 7
min. Se descarté el sobrenadante y la pastilla se dejo
secar a temperatura ambiente por una hora colocando
el tubo invertido sobre papel absorbente. Finalmente,
se disolvid la pastilla en 2 ml del amortiguador TE (10
mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) a 4 °C,
durante 12 h.

Cuantificacion y verificacion de la calidad del
ADN

Para cuantificar el ADN se agregaron 15 ul de
cada muestra de ADN extraido a 735 ul de TE (10
mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) y se leyé
la densidad dptica a 260 nm (DO 260) en un espec-
trofotémetro (Beckman DU-350; California, USA).
La concentracién de cada muestra se calculd con la
relacion (CIMMYT 2006):

[ADN] pg/ul = (DO 260 nm) (FD) (50 pg/ul)
1000
Donde:

[ADN] pg/ul = Concentracion de ADN
(DO 260 nm) = Lectura a 260 nm
FD = Factor de dilucién = (50)

La calidad del ADN se constaté mediante elec-
troforesis en gel de agarosa (Top Vision E GQ), al
0,7 % plv, disuelta en amortiguador TAE 1X (40 mM
Tris-HCI1 pH 8,0, 20 mM de acetato de sodio, 2 mM
EDTA). Se empled una cdmara de electroforesis ho-
rizontal (Termo EC Classic CSSU911) de 9 x 11 cm,
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se cargaron 100 ng de las muestras con 2 ul de azul de
bromofenol, el gel se corrié durante 90 min a un vol-
taje de 50 mA. Por ultimo, el gel se tiié con bromuro
de etidio (1 pg/ml). Posteriormente se uniformizé la
concentracion del ADN a 10 ng/ul, cantidad utilizada
para la amplificacion, para ello las muestras de trabajo
se diluyeron con TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM
EDTA pH 8,0), adicionando el volumen pertinente a
cada una de ellas, y se almacenaron a 4 °C.

Iniciadores

La amplificacién al azar del ADN gendémico de
los genotipos se hizo mediante la reaccién en cadena
de la Tag ADN-polimerasa (PCR). Se utilizaron 13 ini-
ciadores (oligonucledtidos) pertenecientes a las series
g y ¢ de Carl Roth (USA): g01, g03, g06, gl4, g16,
g20, g8, g15, c07, cl1, c12, c13 y c15 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para
la amplificacion aleatoria del ADN polimdrfico.
Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auté-
noma de México (UNAM), México. 2007.

Iniciador Secuencia nucleotidica
5’a3
201 CTACGGAGGA
203 GAGCCCTCCA
206 GTGCCTAACC
gl4 GGATGAGACC
gl5 ACTGGGACTC
gl6 AGCGTCCTCC
g18 GGCTCATGTG
220 TCTCCCTCAG
c07 GTCCCGACGA
cll AAAGCTGCGG
cl2 TGTCATCCCC
cl3 AAGCCTCGTC
cl5 GACGGATCAG

Amplificacion aleatoria del ADN polimoérfico
(RAPD)

La reaccién para la amplificacion se efectué en
un volumen final de 25 pl, agregando los reactantes
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(Fermentas Co.) en el mismo orden con el que se
indican en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Mezcla de reaccion utilizada para la amplificacion
aleatoria del ADN polimoérfico (RAPD). Facultad
de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico (UNAM), México. 2007.

Reactante [Final] Volumen
()
ddH20 e 15,5
Amortiguador PCR (10 X KCl) 1x 2.5
MgCL2 (25 mM) 1.5 mM 1,5
dNTPs (10 mM) 200 uM 0,5
Taq (5 U/ul) 2 U/reaccién 0.4
ADN (50 ng/ul) 80 ng/reaccion 1,6
Iniciador (50 ng /1) 30 pm/reaccién 3

La mezcla de reaccién se cubri6 con 25 pl de aceite
mineral grado biologia molecular (Sigma). La reaccién
de amplificacién se llevé a cabo en el termociclador
Mastercycler (Eppendorf Scientific, USA), con el pro-
grama que a continuacion se detalla: a) Desnaturaliza-
cién de 1 min a 94 °C, b) 55 ciclos de: 30 seg a 94 °C;
30sega35°C,y 1,5mina72°C,yc)2,5mina72 °C,
este ultimo de extension final.

Los fragmentos amplificados se resolvieron por
electroforesis en geles de agarosa (1,2%, p/v) y se
tifieron con bromuro de etidio (CIMMYT 2006) para
posteriormente fotografiarlos.

Fotodocumentacion

Los geles se fotografiaron en el transiluminador
Gel Logic 440 (Imaging System, Kodak, USA) y el
andlisis de los pesos moleculares de las bandas ob-
tenidas se realizé con el programa Kodak Molecular
Imaging version 4.0.

Analisis de datos genémicos
Los perfiles gendmicos, es decir, los fragmentos
amplificados obtenidos para cada iniciador, se

codificaron empleando el nimero 1 para indicar la
presencia de la banda y O para denotar su ausencia. Con
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la codificacion de las bandas se elaboré la matriz base
de datos (MBD). La MBD const6 de 45 columnas y
ocho filas, en correspondencia con las bandas obtenidas
y los genotipos estudiados, esto es, los siete tratamientos
bajo estudio mds el ADN de levadura (Saccharomyces
cerevisiae), utilizado como control negativo.

Para construir los dendogramas se utilizé el pro-
grama LCDMV (Calculation Software of Molecular
Distances Between Varieties) (CIMMYT, 2003), con
los pardmetros: Distancia de Seuil = 0, Confiabilidad
del 95 %, el estimador de distancias de Nei y Li, y
el método de agrupamiento del promedio (UPGMA)
(Dubreuil et al. 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION

Después de la extraccion del ADN de los embriones
de las semillas de las lineas endogdmicas de maiz, se
eligi6 al azar uno de ellos (L4SN) para utilizarlo como
templado en la PCR, con los 13 iniciadores disponibles
para el experimento. Con este escrutinio de prueba se
identificaron y seleccionaron los oligonucledtidos que
amplificaron mayor nimero de fragmentos, de buena
resolucion y polimdrficos, mismos que fueron g 06, g 15,
g 18,c 07y c 13 (Cuadro 2), y con los cuales se desarro-
llaron los perfiles de bandeo en los ocho tratamientos.

Huellas genomicas

Mediante la amplificacion al azar del ADN po-
limérfico (RAPD) se generd la huella genémica para
cada combinacién genotipo-iniciador, observdndose
que los fragmentos amplificaron nitida y claramente,
excepto para LISN (carril 5), tratamiento para el cual
si se lograron bandas definidas con el resto de los
cebadores (patrones de bandeo no incluidos), mos-
trandose a continuacidn los perfiles de bandeo para los
oligonucledtidos g 15, c 07 y g 18 (Figuras 1 y 2).

Cabe mencionar la presencia de amplificaciéon en
el blanco experimental (todos los ingredientes excepto
ADN) con el iniciador g 18 (372,3 y 1.078,6 pb, Cuadro
2),la cual se considera producto de alguna contaminacién
ocurrida a pesar del rigor con que se hicieron los
experimentos, de cualquier manera esas bandas se
eliminaron de la codificacidn, al igual que todas aquellas
equivalentes en posicion, nitidez e intensidad, generadas
en los genomas de maiz, y asf garantizar la confiabilidad
del perfil de bandeo (Williams et al. 1990).
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Figura 1. A) Huellas gendmicas obtenidas con el iniciador g 15 (carriles 1 a 6) y con ¢ 07
(carriles 7 a 12), en ambos casos, el orden de los tratamientos fue: L4SV, L2SV,
L2SN, L1SV, L1SN, L3SN. Carril 13, blanco experimental. B) Huella genémica
de la linea L4SN con los iniciadores g 15 y ¢ 07, (carriles 1 y 2, respectivamen-
te). Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM),
Meéxico. 2007.

PM 1 2 3 4 5 B 7 8 Como control negativo en la construccion de
pb los dendogramas de similitud, se obtuvo la huella
23130 genomica de la levadura (Saccharomyces cerevisiae),
9416 utilizando los mismos oligonucledtidos que para los
B,567 — genotipos bajo andlisis.
30k Una vez digitalizadas las imdgenes de los geles, se
determinaron los pesos moleculares de los fragmentos
amplificados, advirtiéndose que las bandas consideradas
iguales (por su posicidn, nitidez e intensidad) diferfan en
menos de 100 pares de bases (pb), por lo que aquellas
que tuvieron entre si un mayor niimero de pb se conside-
raron diferentes para efectos de la codificacion binaria.
Para cada oligonucledtido se obtuvieron de ocho
a 10 bandas para todos los tratamientos, incluyendo a
la levadura, con una longitud de 82,28 a 1.753 pb y se
produjeron en total 45 bandas, de las cuales sélo cinco
fueron monomorficas en los genomas de maiz, lo que
indicé una alta sensibilidad de la técnica para detectar
polimorfismos y asi diferenciar entre los genotipos
utilizados (Zudiga 2007).

2,322-
2,027

S64-

Figura 2.  Huellas genémicas obtenidas con el iniciador g 18
(carriles uno a siete), el orden de las lineas endo- Dendogramas
gdmicas fue: L4SN, L4SV, L2SV, L2SN, L1SV,

LISN y L3SN. En el carril 8, se ubica el blanco En el dend d | difi ..
experimental. Facultad de Quimica, Universidad n ¢l dendograma generado para fa codilicacion

Nacional Auténoma de México (UNAM), México. de los fragmentos de ADN amplificados al azar (Figu-
2007. ra 3), los nodos para L2, L4 y L1 tuvieron porcentajes
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Figura 3. Dendograma (LCDMV, CIMMYT 2003), genera-

do por la matriz base de datos (ocho tratamientos).
La escala indica diferencias entre las lineas endo-
gamicas y los porcentajes en los nodos expresan la
consistencia de los grupos utilizando 500 repeti-
ciones (bootstrapping). Unidad Profesional Inter-
disciplinaria de Biotecnologia (UPIBI) - Instituto
Politécnico Nacional (IPN). México. 2007.

de persistencia del 75; 30,8 y 22,4 %, respectivamente.
El coeficiente de correlacion cofenética fue del 0,99,
el cual se considera un ajuste 6ptimo (Sokal 1979),
es decir, las agrupaciones resultantes para genotipos
y edades corresponden a las caracteristicas intrinsecas
de los tratamientos, lo cual denota la confiabilidad del
método seguido para la comparacion molecular de las
edades de las lineas de maiz en el presente estudio.

En el dendograma obtenido con la MBD (Figura 3)
se aprecia la formacién de cinco grupos, (uno para cada
linea y el de la levadura). Ademads, cada linea se unié
con sus dos edades, expresando esto la capacidad de la
RAPD para diferenciar entre genotipos y para encontrar
las similitudes dentro de los mismos. L3SN, linea endo-
gdmica para la cual sdlo se dispuso del origen reciente,
sirvié para corroborar precisamente que la RAPD dis-
tingue de manera consistente genotipos distintos.

Cabe mencionar que en el dendograma se expresan
las diferencias entre clases o grupos con un intervalo
de cero a uno, por lo que para la interpretacion de los
resultados se calculé el complemento (la similitud)
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y se expresO en porcentaje, es decir, se analizé la
homologia molecular detectada entre y dentro de
genotipos.

Es factible que la conformacion de los grupos
(Figura 3) haya estado relacionada con los dafios
acumulados en el ADN seminal durante el almacena-
miento, y también con la tolerancia al envejecimiento
que cada material genético pudiera expresar (Gutiérrez
et al. 1993, Cruz et al. 2003, Fragoso et al. 2006). De
este modo, correspondi6 a L2 la mayor similitud entre
edades (90 %), seguida por L4 (80 %), y después por
L1 (70 %, aproximadamente), por lo que se pudiera
establecer en el mismo orden anterior, el ya citado
nivel de tolerancia genotipica al deterioro del ADN.
Estudios relacionados también reportan homologias
del 90 % entre genotipos distintos y con mayor canti-
dad de iniciadores (Ozino et al. 1998).

Ademds de la conservacion genotipicamente dife-
rencial del ADN durante el afiejamiento, en los datos
moleculares (Figura 3) se observa la unién de las
distintas edades del mismo genotipo (L1, L2 y L4), lo
cual indica que se mantuvo la identidad genética de
los materiales en sus incrementos de semilla, al menos
dentro de los limites de la sensibilidad de la RAPD,
y esta preservacion es precisamente la finalidad del
incremento de semilla.

De lo antes expuesto y en concordancia con traba-
jos similares (Zifiiga 2007, Durdn 2008), se evidencid
la robustez del método seguido para discriminar ge-
notipos con distinta edad, en oposicién a reportes que
aducen que la RAPD no es una técnica apropiada para
este propdsito (Welsh y McClelland 1990, Williams et
al. 1990, Jianhua et al. 1996, Filho y McDonald 1998).

La fase siguiente de nuestro estudio serd correlacio-
nar la comparacién molecular de las edades contrastan-
tes de las cuatro lineas, con su desempeiio fisioldgico y,
en consecuencia, con su longevidad.

CONCLUSIONES

Mediante la RAPD, se distinguieron estadistica-
mente las cuatro lineas endogdmicas de maiz analizadas,
y cada cual se agrupd con base en su edad. El RAPD
identifico inter e intra genotipicamente los materiales,
independientemente de la edad de sus semillas.

La agrupacién por similitud entre las edades de
L2 fue del 90 %, para L4 del 80 %, y para L1 del 70
%, valores indicativos de la aptitud de cada linea para
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mantener su integridad gendmica durante el almacena-
miento (L2>L4>L1).

La caracterizacion molecular constituye un valioso
componente de la descripcion varietal de maiz, particu-
larmente en su proceso de certificacién de semillas.
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