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Introduccion. En las dltimas dos décadas se han utilizado con
éxito herramientas moleculares para analizar el ADN para
caracterizar y asi distinguir especies, razas, variedades,
cultivares e individuos (1,2,3). Entre las mas destacadas esta la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que permite
amplificar in vitro y de manera exponencial fragmentos aleatorios
o especificos de ADN a partir de un genoma empleado como
molde (4,5,3).

El trabajo tiene la finalidad de evaluar los dafios ocasionados a nivel
molecular por el envejecimiento artificial de 4 variedades criollas de
maiz azul (Cocotitlan, Cuijingo, Puebla-479 y Oaxaca-711).
Metodologia. Las semillas fueron sometidas a dos modalidades de
envejecimiento: calor himedo (41 °C, 100 % h. r., durante 72 h) y
calor seco (60 °C, por 48 h), se generaron 12 tratamientos.

La extraccion de ADN gendémico se realizé a partir de los ejes
embrionarios de las semillas de maiz. Se utilizd el método
modificado de Dellaporta (1983) para la extracciéon del ADN, al
cual se le determiné su pureza por medio de la absorbancia a la luz
ultravioleta y, se calculd su concentracion inicial para cada
tratamiento. Para la seleccion de los iniciadores arbitrarios a emplear
en la RAPD, se realizd un barrido con la finalidad de detectar aquellos
iniciadores que pudieran amplificar segmentos de ADN a las
temperaturas de alineamiento de 40, 48 y 35 °C. Estas temperaturas
son usadas comUnmente por iniciadores complementarios
microsatélite como (GATA)s y (GACA)s. Solo 1 iniciador (E14)
amplificd segmentos de ADN para dichas temperaturas, por lo cual
fue seleccionado, complementando con los iniciadores EQ9, E10,
E11, E16, E17, y G15, que amplificaron a 35°C y se complement6
con los iniciadores E12 y E13 que presentaron amplificacidn y bandas
bien definidas a 40 °C.

Resultados y discusion. Mediante la RAPD se analiz6 el ADN de
los 12 tratamientos y se obtuvieron las huellas genémicas resultantes
de la combinacion de cada iniciador con los tratamientos. Se
detectaron un total de 63 bandas con diferentes pesos moleculares de
entre 370 y 2923 ph. Del total de bandas obtenidas solo 2 fueron
monomorficas, es decir, que estuvieron presentes en todos los
tratamientos, esto significa que los patrones de bandas RAPDs
obtenidos a partir de cada iniciador fueron distintos entre si. De esta
manera el 96.8% de las bandas detectadas fueron polimérficas y el
50.8 % se obtuvo con los iniciadores E-09, E-14 y G-15. El iniciador
G-15 fue el mas informativo al detectar 11 bandas de ADN las cuales
en su totalidad mostraron polimorfismo. En el analisis molecular
llevado a cabo se encontraron diferencias en los fragmentos
obtenidos bajo las condiciones de envejecimiento artificial. Esto
sugiere por el andlisis de los fragmentos que la RAPD fue sensible al
deterioro artificial de las semillas. Esto se puede verificar al observar
la Figura 1 donde se advierte que la RAPD fue capaz de diferenciar
los dafios a nivel de ADN, ya que las distancias de los grupos

formados en el dendograma para las tres condiciones de un mismo
genotipo ocupan ramas distintas. Esto constata la utilidad de la RAPD
para distinguir semillas con diferente grado de envejecimiento.
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Figura 1. Dendograma que muestra la relacion gendmica de cuatro
genotipos de maiz azul con sus tratamientos
Conclusiones y perspectivas. Se obtuvieron las huellas genémicas
especificas para cada genotipo de maiz azul, asi como para cada
condicion de envejecimiento de las semillas. La comparacion de las
distancias de los grupos formados en los dendogramas para un
mismo genotipo, permitidé comprobar la utilidad de la RAPD para
distinguir semillas con diferente grado de envejecimiento. La RAPD
resultdé una metodologia robusta y confiable para realizar pruebas de

identidad varietal.
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