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RESUMEN

Para establecer su huella gendmica y estimar su grado de tolerancia
al envejecimiento, semillas de cuatro variedades criollas de maiz azul
(Zea mays L.), ‘Cuijingo), ‘Cocotitlan) ‘Puebla’ y ‘Oaxaca) se sometieron
a dos tipos de envejecimiento artificial: calor himedo (CH, 41 °C, 100
% HR, 72 h) y calor seco (CS, 60 °C, 0 % HR, 48 h), con sus respectivos
testigos no envejecidos. Las variables de respuesta fueron: protrusion
radicular entre 0 y 72 h de imbibicion y a 7 d de incubacién a 25 °C,
numero de plantulas normales, anormales y semillas muertas, asi como
peso seco de plumula, radicula y total. Se hizo la caracterizacién mole-
cular de los tratamientos mediante marcadores RAPDs y se construye-
ron dendrogramas. La protrusion radicular fue significativamente sus-
ceptible al CH, mientras que el efecto del CS se expreso6 en reduccion de
plantulas normales y acamulacion de materia seca, asi como en mayor
proporcion de semillas muertas. Las semillas de la variedad ‘Oaxaca’
se distinguieron por su aptitud para la brotacion radicular y por ge-
nerar plantulas normales con alta capacidad para acumular biomasa,
tanto en los testigos como en condiciones de calor himedo. La huella
genomica resulté especifica para cada variedad, y en los dendrogramas
las semillas se ramificaron con un coeficiente de similitud unico para
cada variedad: ‘Oaxaca’ (31.6 %), ‘Cocotitlan’ (25.8 %), ‘Puebla’ (19.6
%) y ‘Cuijingo’ (18.6 %), valores que podrian estar relacionados con la
capacidad genética para amortiguar, tolerar o restaurar los danos cau-
sados por el envejecimiento artificial sobre el ADN, la cual se manifesto
directamente en un mejor desempeiio fisiologico de las semillas de la
variedad ‘Oaxaca.

Palabras clave: Zea mays, germinacion, huella gendmica, longevidad
de semillas, RAPDs.

SUMMARY

In order to establish the genomic fingerprint and to estimate the de-
gree of tolerance to aging, seeds from four blue maize landraces (Zea
mays L.), ‘Cuijingo, ‘Cocotitlan, ‘Puebla’ and ‘Oaxaca, were subjected
to two types of artificial aging: humid heat (HH, 41 °C, 100 % RH, 72 h)
and dry heat (DH, 60 °C, 0 % RH, 48 h), with respective controls without
aging. Radicle protrusion from 0 to 72 h of imbibition and 7 after d at

25 °C, number of normal and abnormal seedlings and dead seeds, and
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dry matter accumulation (plumule, radicle and total), were measured
Molecular characterization of treatments was carried out using RAPD
markers, and dendrograms were constructed. Radical protrusion was
significantly susceptible to the HH treatment, while DH injuries were
expressed as reductions in number of normal seedlings and dry mat-
ter accumulation, as well as higher proportion of dead seeds. Seeds of
var. ‘Oaxaca’ stood out for their ability for radicle protrusion and gen-
eration of normal seedlings with high capacity to accumulate biomass,
both in controls and under HH conditions. The genomic fingerprint
was specific for each variety and in dendrograms both control seeds and
those subjected to either type of aging, became separated with a specific
coeflicient of similarity for each variety: ‘Oaxaca’ (31.6 %), ‘Cocotitlan’
(25.8 %), ‘Puebla’ (19.6 %) and ‘Cuijingo’ (18.6 %). These values might
be related to the genetic aptitude to tolerate or restore damages caused
on DNA by artificial aging, directly manifested as better physiological
performance of ‘Oaxaca’ seeds.

Index words: Zea mays, germination, genomic fingerprint, seed longev-
ity, RAPDs.

INTRODUCCION

En México aun se cultivan maices criollos (Zea mays
L.) porque poseen caracteristicas de adaptacidn especi-
ficas para una regidn geografica o de consumo para un
sector de la poblacidn. Es deseable entonces depurar-
los, o utilizar su variacién genética mediante fitomejo-
ramiento para incrementar sus rendimientos. Ademas,
estos criollos constituyen la base genética sobre la cual
se realiza la actividad agricola tradicional, de modo que
es prioritario su conocimiento basico (Hernandez y Es-
quivel, 2004).

En los Valles Altos Centrales de México (en los Estados
de Puebla, Tlaxcala, México e Hidalgo) se cultivan alrede-
dor de 1.5 millones de hectareas de maiz, de las cuales 85 %
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son de temporal (secano) y de ellas 15 % se siembran con
maiz criollo pigmentado, azul principalmente; de estas alti-
mas se estima una cosecha anual de 300 mil toneladas (An-
tonio et al., 2004).

Los colores del grano de maiz (negro, morado, azul
o rojo) se deben a la presencia de pigmentos en la capa
de aleurona, en el pericarpio o en ambas estructuras de
la semilla (Salinas et al., 1999; Herndndez-Uribe et al.,
2007); en particular, la antocianina azul se encuentra en
la capa de aleurona (Beltran et al., 2001).

Ademas de su exdtico y atractivo color, el maiz azul
posee antioxidantes (flavonoides) y antimutagénicos
(Pedreschi y Cisneros-Zeballos, 2006), asi como un me-
jor sabor (Antonio et al., 2004), atributos sensoriales
que han elevado su demanda en el mercado (Hernan-
dez-Uribe et al., 2007) y su precio ha superado al del
maiz amarillo e incluso al del blanco.

A pesar de la existencia de numerosas variedades criollas
de maiz azul y de ser muy apreciado por los productores
de autoconsumo y mas recientemente por consumidores
urbanos, estas variedades tienen serias limitantes para su
almacenamiento por su alta susceptibilidad al ataque de las
plagas y por la répida pérdida de vigor y viabilidad de sus
semillas (Salinas—Moreno et al., 2010), aspectos relaciona-
dos con el tipo de endospermo (harinoso o vitreo). Sin em-
bargo, la gran mayoria de ellas carece de una descripcion
varietal precisa.

Gutiérrez-Hernandez et al. (2009) sefnalaron las limita-
ciones intrinsecas de las metodologias convencionales de
caracterizacion varietal, y adujeron que las técnicas mo-
leculares de identificacién genotipica son mas fidedignas
porque al no interaccionar con el ambiente, reconocen di-
rectamente las diferencias genéticas entre individuos a ni-
vel del ADN y generan una huella genémica especifica para
cada variedad.

La amplificacion aleatoria del ADN polimoérfico (RAPD,
por sus siglas en inglés), ha sido documentada como un
procedimiento confiable para la determinacién de la iden-
tidad genética de las especies de cultivo y en particular para
maiz (Gutiérrez-Hernandez, et al. 2009.), aunque tam-
bién se ha documentado que su precision no es suficiente
para detectar cambios genémicos en soya (Marcos-Filho y
McDonald, 1998). Por otra parte, existen protocolos mas
actuales para la obtencién de huellas gendmicas como la
PCR iniciada con microsatélites solos o anclados, o bien la
amplificacion aleatoria del polimorfismo de microsatélites
(Valadez y Kahl, 2005), que proveen mayor informacién de
los genomas examinados.
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La metodologia RAPD consiste en utilizar iniciadores de
10 nucledtidos de longitud (pb) con una composicion de
guanina y citosina mayor a 50 %, los cuales se alinean con
el ADN gendmico, se aparean las bases complementarias y,
mediante variaciones ciclicas de temperatura, se sintetizan
bandas o amplicones de 200 a 2000 pb por la accién de una
ADN polimerasa termoestable (Valadez y Kahl, 2005).

Los fragmentos amplificados se despliegan segtin su peso
molecular durante la electroforesis en agarosa o poliacrila-
mida; algunos de ellos pueden ser genotipico-especificos y
por tanto utiles para determinar la identidad varietal, asi
como para el fitomejoramiento asistido por marcadores
moleculares.

Las bandas diferenciales entre genotipos se originan por
el cambio de un par de bases, por rupturas y fragmenta-
ciones estructurales, por deleciones que modifican o elimi-
nan el sitio de insercion del iniciador, o por traslocaciones
que separan los sitios de acoplamiento del iniciador a una
distancia mayor a 2500 pb, a la cual ya no hay amplifica-
cion (Xena, 2000); se han reportado segmentos del ADN
con mayor susceptibilidad a la degradacion (Marcos-Filho
y McDonald, 1998).

Con el envejecimiento de las semillas se eleva la frecuen-
cia de las disrupciones gendmicas que provocan alteracio-
nes moleculares y funcionales del ADN (McDonald, 1999),
las cuales pueden ser reparadas durante la imbibicion se-
minal con una eficiencia dependiente del genotipo y de la
intensidad de los dafnos (Gutiérrez-Hernandez et al., 2009),
o bien manifestarse como anormalidades morfoldgicas en
las plantulas o con la muerte seminal.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efec-
to del envejecimiento artificial de semillas de cuatro va-
riedades criollas de maiz azul en su aptitud germinativa
y huella genémica.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron semillas de cuatro variedades criollas de
maiz con aleurona azul: ‘Cuijingo;, ‘Cocotitlan, ‘Puebla’ y
‘Oaxaca, provenientes respectivamente de Cuijingo y Coco-
titlan, Amecameca, México (2400 msnm), Oriental, Puebla
(2600 msnm) y Valles Centrales de Oaxaca (1800 msnm).
El endospermo de las tres primeras es harinoso y el de la ul-
tima vitreo o semicristalino; la semilla usada de todas ellas
se produjo en el 2007 por el Programa de Maiz Pigmentado
del Campo Experimental Valle de México del Instituto Na-
cional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,
organismo que dono el material genético indicado. La cose-
cha fue manual y las semillas se almacenaron con un con-
tenido de humedad de entre 8 y 10 %, en botes de lamina
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cerrados, y depositados en una bodega con temperatura de
10 a 15 °C, ubicada en Chapingo, Edo. de México. En esta
localidad la temperatura y precipitaciéon media anuales son
de 15 °C y 645 mm, respectivamente (Garcia, 1988).

Tratamientos y disefio experimental

Los experimentos se efectuaron en el ailo 2009 bajo un
arreglo factorial 4 x 3, donde el factor 1 fue la variedad de
maiz azul (‘Cuijingo; ‘Cocotitlan] ‘Puebla’ y ‘Oaxac?), y el
factor 2 fue el tipo de envejecimiento: calor himedo (CH,
41 °Cy 100 % H R, por 72 h, en una incubadora VWR®,
USA), y calor seco (CS, 60 °Cy 0 % H R, por 48 h, en un
horno Scorpion Sci.®, USA); y como testigos se usaron se-
millas no sometidas a envejecimiento artificial. Los 12 tra-
tamientos fueron distribuidos en un disefio de bloques al
azar con cuatro repeticiones de 25 semillas.

Analisis fisiologico

Protrusion radicular. Las semillas se colocaron en cajas
Petri (una por repeticién) con papel filtro y 10 mL de agua
bidestilada, en un cuarto de incubacién a 25 °C, con cuatro
repeticiones de 25 semillas. En ellas se evalu6 el porcentaje
de protrusion radicular (PR) desde 0 hasta 72 h de imbibi-
cion (Fragoso-Pérez et al., 2006).

Prueba de germinacion normal. Con el mismo tamano
de muestra anterior, las semillas se germinaron envueltas
en toallas de papel himedo que se enrollaron, se colocaron
verticalmente dentro de bolsas de pléstico y se introdujeron
en un cuarto de incubacién a 25 + 4 °C (ISTA, 1999). A los
7 d se contaron los porcentajes de plantulas normales (PN),
anormales (PA) y la presencia de semillas duras o muertas
sin actividad metabdlica aparente (SM).

Materia seca. En el mismo experimento anterior se cuan-
tifico el peso seco (mg/plantula) acumulado en plumula, ra-
dicula y total (PSP, PSR y PST, respectivamente).

Anadlisis estadistico

Las variables fisiologicas se analizaron con el paquete es-
tadistico SAS (SAS Institute, 2002), a través de un analisis
de varianza correspondiente a un factorial 4 x 3. La compa-
racion de medias se hizo con el método de Tukey (a = 0.05).
Previamente a su analisis, los datos porcentuales se trans-
formaron con la funcién arco seno Vx con el fin de ajus-
tarlos a una distribucién normal (Reyes—Castaneda, 1980).

Anadlisis molecular

Se aisl6 ADN de 100 mg de embriones extraidos ma-
nualmente de las semillas de cada tratamiento, los cuales
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se lavaron dos veces con agua bidestilada y se secaron su-
perficialmente con papel absorbente; después se cuantifico
el ADN con el protocolo del CIMMYT (2006). Para la am-
plificacion aleatoria del ADN polimoérfico (RAPD) se pro-
baron 10 iniciadores de 10 pb con secuencia aleatoria de
la serie E de Qiagen® (Operon, Co.) y tres de la serie G de
Roth® (Roth, Co.); la seleccion se hizo con base en la niti-
dez y consistencia de los amplicones (Valadez y Kahl, 2005).

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un termo-
ciclador Mastercycler® (Eppendorf Sci., USA), en un volu-
men final de 25 pL. Los productos de amplificacion se sepa-
raron mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa
(1.2 % p/v, Top Vision®, Fermentas Co., USA). Los perfiles
de bandeo obtenidos se fotografiaron con un transilumina-
dor Gel Logic 440® (Imaging System, Kodak, USA).

Los fragmentos amplificados para cada iniciador se co-
dificaron como 1 para la presencia de la banda y cero para
su ausencia, y se construy6 asi una matriz basica de datos
(MBD) que consté de 63 filas y 13 columnas, en correspon-
dencia con las bandas obtenidas y los 12 tratamientos bajo
estudio mas el ADN de levadura (Saccharomyces cerevisiae)
utilizado como control negativo.

Se construyeron dendrogramas con el programa NTSYSpc
(numerical taxonomy and multivariate analysis system, ver.
2.1) (Rohlf, 2000), mediante el método de agrupamiento
por pares no ponderado con media aritmética (UPGMA) y
el coeficiente de similitud de Jaccard (Dubreuil et al., 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis fisiologico

En el andlisis de varianza los factores variedad, tipo de
envejecimiento y su interaccion fueron significativos (P <
0.05) en la mayoria de las variables de germinacién (da-
tos no incluidos); solo carecieron de significancia protru-
sién radicular y semillas muertas para el factor variedad, y
plantulas anormales y semillas muertas para la interacciéon
variedad x tipo de envejecimiento. Es decir, el desempeiio
germinativo de las semillas dependié de su constitucion ge-
notipica, la modalidad de envejecimiento y la accién con-
junta de ambos aspectos.

Las variedades (Cuadro 1) mostraron una respuesta si-
milar ante las condiciones de envejecimiento en todas las
variables de la germinacidn, excepto para peso seco total en
el cual Oaxaca tuvo el mayor valor (P < 0.05). Como se ad-
vierte, la constitucion genotipica de las semillas inicamente
afectd la acumulacion de biomasa, proceso asociado con el
vigor de semilla (Fragoso-Pérez et al., 2006).
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Cuadro 1. Efecto de variedad sobre variables germinativas de semillas
de cuatro variedades criollas de maiz azul.

Protrusiéon Pléntulas  Pldntulas Semillas Peso seco

Variedad  radicular normales anormales muertas total (mg/

(%) (%) (%) (%) plantula)
‘Cuijingo’ 86a 44a 20a 36a 1.2b
‘Cocotitlan’ 87 a 41la 2la 38a 1.0b
‘Puebla’ 82a 52a 9a 39a 1.0b
‘Oaxaca’ 90 a 6la 7a 32a 1.8a

Medias con letras distintas en una columna indican diferencias significa-
tivas (Tukey, 0.05).

El factor envejecimiento (Cuadro 2) tuvo mayor inciden-
cia sobre el desempefio germinativo, puesto que sus medias
evidenciaron los efectos adversos del deterioro de las se-
millas, excepto en plantulas anormales, ya que los valores
de los testigos fueron superiores (P < 0.05) que en calor
himedo (CH) en cuanto a protrusion radicular, y que el
calor seco (CS) en cuanto a plantulas normales y semillas
muertas. Destaca también que sdlo en biomasa total fueron
distintas las tres condiciones de las semillas y que el CS cau-
s6 los efectos mas drasticos (P < 0.05).

Cuadro 2. Efecto del tipo de envejecimiento sobre variables germinati-
vas de semillas de cuatro variedades criollas de maiz azul.

Plantulas Semillas Peso seco
normales anormales muertas total (mg/

Protrusion  Pldntulas
Envejecimiento radicular

(%) (%) (%) (%) plantula)
Testigo 96 a 84a 1la 4b 23a
Calor humedo 75b 6la 18a 18b 14b
Calor seco 9la 3b 5a 90 a 0.1c

Medias con letras distintas en una columna indican diferencias significa-
tivas (Tukey, 0.05).

En la interaccién variedad x tipo de envejecimiento, la
protrusion radicular (Figura 1) tuvo una reduccién (P <
0.05) con CH, de modo que esta fase inicial de la germina-
cién fue mas susceptible a esta modalidad de envejecimien-
to, tal vez porque estas condiciones posibilitaron el inicio
de la germinacién y porque los eventos metabdélicos impli-
cados en ella hayan ocurrido de una manera deficiente en
este ambiente desfavorable. Esto indicaria que la brotacion
radicular es un suceso fisico promovido por la rehidrata-
cién de los tejidos seminales (Bewley y Black, 1994), pero
se deriva de procesos previos como refuncionalizacion de
membranas, sintesis de macromoléculas, divisiéon celular,
etc. (Sanchez et al., 2005), los cuales resultaron dafiados por
el CH en etapas tempranas de la germinacién (0 a 72 h).

Los efectos adversos del CS fueron significativos (P <
0.05) hasta la formaciéon de plantulas (7 d), en términos
del incremento en la mortandad de semillas (Figura 4) y
de la reduccion tanto de las plantulas potencialmente pro-
ductivas (Figura 2) como de la biomasa (Figura 5). Este
menoscabo del desempefio germinativo podria atribuirse a
los danos causados al ADN por esta condicién de envejeci-
miento, tales como aberraciones cromosdmicas y cambios
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Figura 1. Protrusion radicular en semillas de cuatro variedades de maiz azul.
T = testigos; CH = calor humedo (41 °C, 100 % HR, 72 h); CS = calor seco
(60 °C, 0 % HR, 48 h). Columnas con la misma letra son significativamente
iguales (Tukey, 0.05).
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Figura 2. Plantulas normales obtenidas en la germinaci6n de semillas de cua-
tro variedades de maiz azul. T = testigos; CH = calor himedo (41 °C, 100 %
HR, 72 h); CS = calor seco (60 °C, 0 % HR, 48 h). Columnas con la misma letra
son significativamente iguales (Tukey, 0.05).

en su secuencia (McDonald, 1999).

Las referidas alteraciones moleculares del ADN pueden
traducirse en problemas fisioldgicos, anormalidades mor-
folégicas o muerte seminal (Fragoso-Pérez et al., 2006),
pero en este estudio no se detectaron diferencias en plan-
tulas malformadas para el factor envejecimiento (Cuadro
2) ni entre tratamientos (Figura 3), lo cual sugiere que este
aspecto no reflejé la condicién metabdlica de las semillas,
como fue el caso de la biomasa, de las plantulas normales y
de las semillas muertas.
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Figura 3. Plantulas anormales obtenidas en germinacién en semillas de cua-
tro variedades de maiz azul. T = testigos; CH = calor humedo (41 °C, 100 %
HR, 72 h); CS = calor seco (60 °C, 0 % HR, 48 h). Columnas con la misma letra
son significativamente iguales (Tukey, 0.05).

En protrusion radicular sobresalieron los criollos ‘Oaxa-
ca’ y ‘Puebla, el primero por mantener valores superiores y
el segundo por su modesto pero estable comportamiento
en las tres modalidades de envejecimiento (que incluyen al
testigo). Estos mismos genotipos tuvieron un desempeio
semejante en plantulas normales (Figura 2), en tanto que
‘Cocotitlan’ mostré mayor (P < 0.05) formacién de plantu-
las normales pese al CS, pero fue susceptible a la condiciéon
del CH en la que tuvo mayor (P < 0.05) muerte de semillas
(Figura 4).
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Figura 4. Semillas muertas detectadas en la germinacion de semillas de cua-
tro variedades de maiz azul. T = testigos; CH = calor himedo (41 °C, 100 %
HR, 72 h); CS = calor seco (60 °C, 0 % HR, 48 h). Columnas con la misma letra
son significativamente iguales (Tukey, 0.05).
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Entre variedades destaco ‘Oaxaca’ porque tuvo la mayor
(P < 0.05) acumulacion de materia seca en las semillas tes-
tigo y en las sometidas a CH (Figura 5); también mostro la
mayor (P <0.05) cantidad de biomasa en vastago y en radi-
cula, atribuible al origen subtropical de su germoplasmay a
su textura semicristalina. La variedad ‘Cuijingo’ se desem-
pend de manera semejante a ‘Oaxaca’ pero con valores algo
inferiores, mientras que ‘Cocotitlan’ y ‘Puebla’ acumularon
las menores cantidades de materia seca.
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Figura 5. Peso seco de radicula (PSR), de plimula (PSP) y total (PST) de
plantulas formadas por cuatro variedades de maiz azul. T = testigos; CH =
calor humedo (41 °C, 100 % HR, 72 h); CS = calor seco (60 °C, 0 % HR, 48 h).
Columnas con la misma letra son significativamente iguales (Tukey, 0.05).

Previamente se ha documentado la alteracion del proce-
so de acumulacion de biomasa a causa del envejecimiento
en las fases iniciales de la germinacion (Cruz-Pérez et al.,
2003), fendmeno que en este caso ocurrid con intensidades
distintas segtin la modalidad del deterioro y la respuesta ge-
notipica de las variedades.

Anadlisis molecular

Los perfiles de bandeo obtenidos (Figura 6) se utilizaron
para construir la matriz bésica de datos con 63 filas (total de
bandas) y 13 columnas (tratamientos y levadura). De ella se
derivaron los dendrogramas, cuyos agrupamientos tuvie-
ron coeficientes de correlacién cofenética de 0.88 a 0.98,
valores altamente reproducibles (Gutiérrez-Hernandez et
al., 2009).

La formacién de conglomerados o grupos de similitud
(Figura 7) asumi6 dos niveles jerarquicos; el primero de
ellos corresponde a la conjuncion de los datos gendmicos
por variedad, y el segundo a la ponderacién intravarietal de
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Figura 6. Perfil de bandeo obtenido en 12 tratamientos (carriles 1-12) y la levadura (Saccharomyces cerevisiae) (L, control negativo), para los iniciadores: a) E08; b)

E10; ¢) G13; y d) G15. M = marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder, Axygen).

las diferencias genémicas causadas por los tratamientos de
envejecimiento aplicados.

Asi, la huella genomica resulté especifica para cada varie-
dad, independientemente de la condicién de germinacién
de las semillas, y fue dentro de variedades donde los den-
drogramas evidenciaron las modificaciones que ocurrieron
en los embriones a nivel del ADN durante el envejecimien-
to artificial. Es decir, los segmentos del ADN testigo, en los
que por homologia de bases se alinearon los iniciadores y
hubo amplificacién, deben haberse alterado en su estructu-
ra molecular a causa del deterioro impuesto (Xena, 2000),
y dado como resultado diferentes perfiles genémicos entre
uno y otro tipo de semillas (McDonald, 1999).

Los perfiles de bandeo de semillas testigo y las someti-
das a envejecimiento (CH y CS) fueron semejantes hasta
un coeficiente de similitud especifico para cada variedad, de
31.6 % para ‘Oaxaca, 25.8 % para ‘Cocotitldn, 19.6 % para
‘Puebla’ y 18.6 % para ‘Cuijingo’ (Figura 7). A partir de di-
cho punto se separaron las semillas testigo de las envejeci-
das, lo que denota un efecto genotipico relacionado con la
capacidad para amortiguar, tolerar o restaurar los dafios in-
fligidos al ADN por el envejecimiento artificial, cuya mayor
expresion se da en ‘Oaxaca, seguida de ‘Cocotitlan, ‘Puebla’
y ‘Cuijingo, de acuerdo con sus coeficientes de similitud.

Para el primero de los niveles jerarquicos mencionados,
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es posible suponer que los marcadores RAPDs cumplieron
su cometido al separar los perfiles gendmicos de cada mate-
rial genético y que dentro de éstos hubo semillas con distin-
to grado de envejecimiento artificial (Gutiérrez-Hernandez
et al., 2009); sin embargo, con el segundo no se logré una
discriminacion total de los tipos de envejecimiento en cada
variedad, puesto que se mantuvieron aglomeradas las semi-
llas testigo con las tratadas con CH en ‘Cuijingo;, y las de CH
con las de CS en el resto de las variedades (Figura 7), situa-
cién que podria deberse a una insuficiente precision de los
marcadores RAPDs (Marcos-Filho y McDonald, 1998). Ha-
bria que recurrir a metodologias moleculares mas eficientes
para una mejor separacion de las condiciones de la semilla.

La notoria capacidad de ‘Oaxaca’ para preservar su ADN
pese al envejecimiento, detectada a nivel molecular, se re-
lacioné con su mejor (P < 0.05) desempeiio fisioldgico,
dado que fue la variedad de mayor vigor en semillas tes-
tigo y deterioradas con CH, por sus valores superiores en
protrusion radicular, plantulas normales, semillas muertas
y peso seco total (Figuras 1, 2, 4 y 5). Dicha superioridad
podria deberse a su origen semitropical y a su endospermo
semicristalino rodeado por una rigida capa de almidén vi-
treo, elementos que pudieran conferirle mayor resistencia
a la accion del calor y de la humedad (Salinas et al., 2010),
en tanto que el resto de las variedades tienen endospermo
harinoso y germoplasma de zonas templadas.
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Figura 7. Dendrogramas obtenidos con la matriz basica de datos para cada variedad y sus tipos de deterioro. T = testigos; CH = calor humedo (41 °C, 100 % HR, 72 h);
CS = calor seco (60 °C, 0 % HR, 48 h). Método de agrupamiento UPGMA, basado en el coeficiente de similitud de Jaccard. La flecha indica el coeficiente de similitud

(%) en el cual se diversificaron los tratamientos.

CONCLUSIONES

El envejecimiento de la semilla con calor himedo dismi-
nuyo la protrusion radicular. El calor seco redujo la canti-
dad de plantulas potencialmente productivas y la acumula-
cién de materia seca, a la vez que increment6 la proporcion
de semillas muertas. Las semillas de la var. ‘Oaxaca’ se dis-
tinguieron por su aptitud para la brotacién radicular y para
generar plantulas normales con alta capacidad para acumu-
lar biomasa, tanto en condiciones normales de germinacién
(testigo) como en las de calor himedo. La huella genémica
result6 especifica para cada variedad, e intravarietalmente
los dendrogramas evidenciaron modificaciones causadas
en el ADN por el envejecimiento artificial. Las semillas
testigo y las sometidas a las dos modalidades de envejeci-
miento se ramificaron con un coeficiente de similitud es-
pecifico para cada variedad: ‘Oaxaca’ (31.6 %), ‘Cocotitlan’
(25.8 %), ‘Puebla’ (19.6 %) y ‘Cuijingo’ (18.6 %), valores que
podrian estar relacionados con la aptitud genotipica para
amortiguar, tolerar o restaurar los dafios causados por el
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envejecimiento artificial sobre el ADN, y seria la secuencia
molecular de tolerancia al envejecimiento artificial de las
semillas (‘Oaxaca’ > ‘Cocotitlan’ > ‘Puebla’ > ‘Cuijingo’), or-
den que solamente se asoci6 en forma directa con el mejor
desempeiio fisiologico de las semillas de Oaxaca.

AGRADECIMIENTOS

A las siguientes instituciones: Secretaria de Investigacion
y Posgrado del IPN, Programa de Estimulos al Desempe-
o de los Investigadores del IPN, Comisién de Operacion y
Fomento de Actividades Académicas del IPN, Facultad de
Quimica de la UNAM vy al Instituto Nacional de Investiga-
ciones Forestales, Agricolas y Pecuarias.

BIBLIOGRAFIA

Antonio-M M, J L Arellano-Vizquez, G Garcia-S, S Miranda -Colin, J A
Mejia-C, F V Gonzalez-C (2004) Variedades criollas de maiz azul
raza chalquefio. Caracteristicas agronémicas y calidad de semillas.
Revw. Fitotec. Mex. 27:9-15.



GERMINACION Y HUELLA GENETICA DE SEMILLAS ENVEJECIDAS DE MAICES AZULES

Beltran-F J, A J Bockholt, L W Rooney (2001) Blue corn. In: Specialty
Corns. A R Hallauer (ed). 2nd ed. CRC Press LLC. Boca Raton,
FL, USA. pp:293-301.

Bewley J D, A M Black (1994) Seeds: Physiology of Development and
Germination. 2nd ed. Plenum Press. N. Y. USA. 445 p.

CIMMYT, Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(2006) Protocolos de Laboratorio: Laboratorio de Genética Mole-
cular Aplicada del CIMMYT. 3a. ed. El Batan, Texcoco, Estado de
México, México. 62 p.

Cruz-Pérez A B, V A Gonzilez-Herniandez, M C Mendoza-Castillo, M
L Ortega-Delgado (2003) Marcadores fisiologicos de la tolerancia
al envejecimiento de semilla en maiz. Agrociencia 37:371-381.

Dubreuil P, C Dillmann, M Warburton, J Crossa, J Franco, C Baril
(2003) User’s Manual for the LCDMYV Software (Calculation Soft-
ware of Molecular Distance Between Varieties) for Fingerprinting
and Genetic Diversity Studies. CIMMY'T. El Batan, Texcoco, Esta-
do de México, México. 21 p.

Fragoso-Pérez E M, G F Gutiérrez-Hernandez, ] Virgen-Vargas (2006)
Repercusiones fisicas y fisiologicas del envejecimiento natural de
semillas de cruzas simples de maiz y sus lineas progenitoras. Rev.
Fitotec. Mex. 29 (NUm. Esp. 2):75-80.

Garcia E (1988) Modificaciones al Sistema de Clasificacion Climética
de Koppen. 4a. ed. Universidad Nacional Auténoma de México.
México, D. F. 217 p.

Gutiérrez-Hernandez G F, E Garcia-Ramirez, J L Arellano-Vazquez, J
Virgen-Vargas, G Ramirez-Sotelo (2009) Comparacién mole-
cular de la identidad genética de genotipos de maiz de diferente
edad. Agron. Mesoam. 20:1-9.

Hernandez-C J M, G Esquivel-E (2004) Rendimiento de grano y carac-
teristicas agronémicas en germoplasma de maiz de valles altos de
México. Rev. Fitotec. Mex. 27 (Nam. Esp. 1):27-31.

Hernandez-Uribe J P, E Agama-Acevedo, J J Islas-Hernandez, ] Tovar,
L A Bello-Pérez (2007) Chemical composition and in vitro
starch digestibility of pigmented corn tortilla. J. Sci. Food Agric.
87:2482-2487.

ISTA, International Seed Testing Association (1999) International Rules
for Seed Testing. International Seed Testing Association. Zurich,
Switzerland. 321 p.

84

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 34 (2), 2011

Marcos-Filho J, M B McDonald (1998) Sensitivity of RAPD analysis, ger-
mination and vigour tests to detect the intensity of deterioration
of naturally and artificially aged soybean seeds. Seed Sci. Technol.
26:141-157.

McDonald M B (1999) Seed deterioration: physiology, repair and assess-
ment. Seed Sci. Technol. 27:177-237.

Pedreschi R, L Cisneros-Zeballos (2006) Antimutagenic and antioxidant
properties of phenolic fractions from Andean purple corn (Zea
mays L.). ]. Agric. Food Chem. 54:4557-4567.

Reyes-C P (1980) Bioestadistica Aplicada: Agronomia, Biologfa, Quimica.
Ed. Trillas. México, D. F. 213 p.

Rohlf FJ (2000) NTSYSpc Numerical Taxonomy and Multivariate Analy-
sis System (version 2.1) User Guide. State University of New York.
Exeter Software. USA. 44 p.

Salinas-Moreno Y, M Soto-Hernandez, F Martinez-Bustos, V A Gonza-
lez-Hernandez, R Ortega-Paczka (1999) Anilisis de antocianinas
en maices de grano azul y rojo provenientes de cuatro razas. Rev.
Fitotec. Mex. 22:161-174.

Salinas-Moreno Y, J Soria-Ruiz, E Espinosa-T (2010) Aprovechamiento
y distribucion del maiz azul en el Estado de México. Folleto Téc-
nico 42. Campo Experimental Valle de México. CIRCE INIFAP.
Coatlinchan, México. 56 p.

Sanchez M P, S H Gurusinghe, K ] Bradford, ] M Vazquez-Ramos (2005)
Differential response of PCNA and Cdk-A proteins and associated
kinase activities to benzyladenine and abscisic acid during maize
seed germination. J. Exp. Bot. 56:515-523.

SAS, Statistic Analysis System (2002) SAS/STAT. Ver. 9. SAS Inst. Inc.
Cary NC, USA.

Valadez-Moctezuma E, G Kahl (2005) Huellas de ADN en Genomas de
Plantas (Teoria y Protocolos de Laboratorio). Mundi-Prensa. Mé-
xico. 147 p.

Xena E N (2000) Una década de aplicaciones del método RAPD: alcan-
ces y limites en el estudio de relaciones genéticas en plantas. Acta
Cient. Ven. 51:197-206.



