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Resumen

Se ha estudiado la respuesta al cultivo de semillas y embriones de maiz de la
época Chimu de hace unos 700 afios. Se ha observado crecimiento de tejido
blanquecino en embriones de una mazorca recuperada de excavaciones en el
sitio “El Brujo” (valle de Chicama, Peru). Se detectaron otros indicios de vida
celular, como movimientos citoplasmaticos similares a ciclosis. Los cultivos de
estos embriones permitieron recuperar ADN de buena calidad, el cual fue
amplificado mediante RAPD. Ello ha permitido estudiar la biodiversidad de este
material antiguo y compararla con entradas de germoplasma de maiz del
CIMMYT, almacenadas durante mas de 50 afios. Sin embargo, no fue posible
inducir la germinacioén de las semillas antiguas ni la regeneracion de plantas a
partir de los embriones en las condiciones de cultivo empleadas en este
trabajo. Sin embargo, dado que las pruebas realizadas indican que las semillas
antiguas contienen tejido vivo, podria ser posible obtener plantas de maiz a
partir de las mismas, si se usaran medios de cultivo apropiados, desconocidos

hasta el momento.
Palabras clave: arqueologia, viabilidad, diacetato de fluoresceina, recuperacion, rescate
recursos fitogenéticos, DNA.

Abstract

The culture response of maize seeds and embryos of the Chimu epoch of about
700 years has been studied., White tissue growth has been observed on
embryos from a cob recovered from excavations at the “El Brujo” site (Chicama
valley, Peru). Other cellular life evidences were detected, like cytoplasmic
movements similar to cyclosis. The cultures of these embryos allowed to
recover good-quality DNA, which was amplified by RAPD. This has allowed to
study the biodiversity of such ancient material and to compare it to maize
germplasm accessions at the CIMMYT that had been stored for more than 50
years. Yet, it has not been possible to induce the ancient seed germination nor
the plant regeneration from the embryos with the culture conditions tested in
this work. Yet, since the tests carried out indicate that the ancient seeds contain
live tissue, it could be possible to obtain maize plants from them, if appropriate,

albeit so far unknown, culture media were used.
Keywords: archaeology, viability, fluorescein diacetate, recovery, rescue, phytogenetic
resources.

- ARQUEOBIOS = -\ ) : - http://www.arqueobios.org/




\, 'Revista ARCHAEOBIOS N° 5, Vol. 1 Diciembre 2011 ISSN 1996-5214

Introduccion

Se han llevado a cabo diversos estudios sobre la germinacion de
semillas antiguas (Turner, 1933; Walters et al, 2005; Boerner, 2006; Rajjou y
Debeaujon, 2008; Sallon et al, 2008; Li y Pritchard, 2009; Probert et al, 2009;
Merritt y Dixon, 2011).

En general, se recomiendan ambientes secos y frios (—18 a —20 °C) para
preservar la capacidad germinativa de las semillas (Benson et al, 1998; Rao et
al, 2006). La capacidad germinativa de semillas antiguas ha sido analizada
usando distintas estrategias experimentales, dada la relevancia teodrica y
practica de este proceso. Estos experimentos han demostrado que la viabilidad
germinativa de las semillas antiguas de no esta necesariamente correlacionada
con un perfil de historial tafonémico concreto (Odum, 1965). Dicha disparidad
puede deberse al hecho de que las semillas de diferentes especies tienen
distintos requerimientos de conservacion.

Existen abundantes referencias bibliograficas de viabilidad germinativa
de semillas antiguas conservadas hasta 2.000 afios; por ejemplo:

* Tojo enano doble (Cytisus biflorus, ahora llamado Cytisus ratisbonensis),
arbusto de mariposas (Cassia bicapsularis) y hormiguerilla (Cassia multijuga,
ahora llamada Senna multijuga), con 84, 87 y 150 anos de antigledad,
respectivamente (Labouriau, 1983).

* Hinojillo de conejo (Bupleurum tenuissimum), de 144 anos (Godefroid et al,
2011).

« Arbol de la seda o "acacia" (sic) de Constantinopla (Albizia julibrissin),
conservadas en el Museo Britanico durante 200 afios (Hartman y Kester, 1981).

* Acacias de varias especies (Acacia spp.) de 151 afos (Leino y Edqvist, 2010).

* Acacia (Acacia sp.), Liparia (Liparia sp.) y acerico (Leucospermum sp.) de
mas de 200 anos (Daws et al, 2007).

* Loto sagrado o loto de la India (Nelumbo nucifera), tras estar enterradas 1.288
afios en una turbera de Manchuria (China) (Hartman y Kester, 1981; Shenmiller
et al, 1995).

* Esparcilla (Spergula arvensis) tras 1.700 afios (Odum, 1965).

* Maiz (Zea mays) del ex-museo de paleopatologia del Hospital Dos de Mayo
en Lima (Peru) de unos 1.800 anos, procedentes de ofrendas de un fardo
funerario Paracas, obteniéndose cuatro generaciones de plantas (sin publicar).

« Datil (Phoenix dactylifera) de hace 2.000 afios (Sallon et al, 2008).

* Alubia (Phaseolus vulgaris), pallar o alubia del Peru (Phaseolus lunatus) y
pallar del gentil (Canavalia ensiformis), que provienen de cementerios
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prehispanicos de Chancay, algunos sitios arqueoldgicos de la costa norte del
Perd, e incluso de semillas almacenadas en museos de dicha zona (sin
publicar).

No obstante, hay que tener cuidado con este tipo de estudios, ya que se
prestan a generar resultados erréneos (falsos positivos), como ya denuncié
Turner en 1933. Un ejemplo mas reciente es el de semillas de Lupinus arcticus,
con una supuesta edad de 10.000 anos (Porsild et al, 1967). Sin embargo,
estudios posteriores han demostrado que correspondian a semillas modernas
(Zazula et al, 2009).

El presente trabajo representa un estudio controlado de la viabilidad de
germinacion de semillas arqueoldgicas de maiz de la costa norte del Peru. En
esta Investigacion han participado especialistas en arqueobiologia,
biotecnologia, biologia molecular y quimica.

Materiales y Métodos
Excavacion arqueologica

Con la finalidad de obtener muestras de semillas de Zea mays de
contextos de la época Chimu, se llevaron a cabo excavaciones en contextos
domésticos en el complejo arqueolégico de “El Brujo”, realizando excavaciones
controladas y dirigidas a recuperar las semillas en las condiciones mas
apropiadas para el estudio. Una vez recuperadas las semillas, fueron
embaladas en bolsas de aluminio forradas con papel y selladas de inmediato
para su traslado al laboratorio. Se tomaron diversos datos del contexto, como la
temperatura y humedad del suelo mediante un termo-higrometro digital con
sonda movible “EC Tester - Soil Tester” HI 98331 de Hanna Instruments
(Woonsocket, RI, EUA).

Andlisis fisico-quimico de suelos arqueoldgicos

Se realizaron muestreos de los suelos que las contenian. Se realizaron
un total de 64 analisis, incluyendo valores de pH, conductividad eléctrica, y
concentracion de los iones de potasio, calcio, magnesio y fosfato.

Cultivos de embriones

Los cultivos de embriones del maiz Chimu se realizaron en el Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) con sede en México.
Las semillas recuperadas en las excavaciones fueron puestas en cuarentena y
refrigeracion, antes de su procesamiento para el cultivo de los embriones. Las
semillas que aun estaban en mazorcas se desgranaron. Las semillas fueron
esterilizadas y el embrion fue escindido de la semilla. Se usaron medios de
cultivo especial para gramineas, realizandose pruebas de viabilidad de semillas
completas y de embriones aislados. Todo el proceso se realizé en condiciones
de asepsia, control de temperatura y humedad. Se tomaron fotografias para
reqgistrar los progresos en el crecimiento celular. Las zonas de crecimiento
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fueron sometidas a pruebas de viabilidad con carmin, fucsina acida y DiAcetato
de Fluoresceina (DAF). Paralelamente se realizaron pruebas con embriones de
semillas de maiz almacenadas en el banco de germoplasma del CIMMYT, con
edades que fluctuaban entre 10 a 30 afios. De este modo se observd su
crecimiento celular y se comparo con el cultivo de los embriones arqueoldgicos,
determinando aquellas que crecian normalmente y podian ser sembradas en
macetas para su evaluacion en campo.

Analisis de ADN antiguo del producto del cultivo de embriones

Estos estudios también se realizaron en CIMMYT, empleando varios
métodos, tanto para el maiz arqueoldgico, como para el moderno. En el caso
del ADN antiguo, éste se realizd a partir de los tejidos regenerados en el cultivo
de embriones, utilizando muestras muy pequefias. Se llevd a cabo la
amplificacion de marcadores moleculares de tipo ADN polimérfico amplificado
al azar (del inglés, “Random Amplified Polymorphic DNA”; RAPD). Se usaron
cuatro pares de cebadores. EI ADN amplificado se segregd mediante
electroforesis en gel de agarosa MetaPhor al 3%. Para propositos
comparativos, se realizaron analisis con ADN de maiz moderno, y asi tratar de
establecer algunos cambios ocurridos después de 500 a 700 afios.

Resultados y Discusion
Cultivo de Embriones

Los cultivos de embriones empezaron a realizarse en agosto de 1994,
en los medios especiales enriquecidos con fitohormonas y nutrientes
esenciales. En total se cultivaron 630 embriones, observandose resultados
prometedores de crecimiento celular en cinco embriones que provenian de la
muestra 12 del complejo arqueoldgico de “El Brujo” (Figura 1).

Figura 1. Mazorca de maiz Chimu (muestra 12). Se aprecian las hileras rectas de granos de
color purpura, cuyos embriones experimentaron crecimiento celular.

Esta mazorca de maiz, fue fechada en los laboratorios del Museo
Nacional de Dinamarca, arrojando resultados de 1300 a 1420 afos después de
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Cristo; es decir, Chimu tardio (590 +70 '*C ref. 1950, con 5" de —12,9%0 en
relacion al estandar de belemnites del Pee Dee (del inglés, “Pee Dee
Belemnite”; PDB).

Ninguna de las semillas que fueron puestas en medios de cultivo
presentaron signos de germinacion, pero varios embriones, especialmente
aquellos de la muestra 12, desarrollaron abultamientos pequerios,
blanquecinos y amarillentos, los cuales fueron sugerentes de un desarrollo de
callos o tejidos desorganizados (Figuras 2 y 3).

A B

Figura 2. Cultivo de embriones de maiz Chimu (muestra 12). A. Embrién de la muestra 12,
con zonas abultadas de color blanquecino correspondiente al crecimientos de tejido para
formar callos. B. Abultamiento amarillento de tejido nuevo crecido a partir del cultivo de embrion
(células meristematicas).

El cultivo de embriones produjo crecimiento de callos; es decir, conjuntos
de células meristematicas, y por tanto no diferenciadas (Figura 2B), que fueron
aislados y cultivados en medio especial de crecimientos de callos, aunque no
se logro la generacion de plantulas.

La viabilidad de los tejidos regenerados se analizé mediante hidrdlisis de
diacetato de fluoresceina, siendo observados bajo luz ultravioleta (UV; revisado
de Priestley, 1986:129). Los resultados fueron intrigantes, porque la
fluorescencia obtenida era amarillo-verde de intensidad fuerte en muchas
células (Figura 3), lo cual suele considerarse un indicio de funcionamiento
enzimatico celular.

l
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Figura 3. Test de viabilidad. Células de tejido regenerado a partir de los cultivos de embriones
del maiz Chimu (muestra 12), tefiidas con DAF e irradiadas con luz UV. Se observa el color
verde-amairillo, tipico de células vivas.

Adicionalmente, se observaron flujos citoplasmicos en las células, parecidos a
ciclosis, si bien no tan rapido o extenso como en células modernas, por lo que
podria tratarse de un moviendo browniano (Figura 4).

Figura 4. Posible movimiento citoplasmico. Células de tejido regenerado a partir de
embriones de maiz Chimu (muestra 12), con un posible movimiento citoplasmatico parecido a
la ciclosis.
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Estos resultados indican que las células provenientes de los tejidos
formados a partir del cultivo de embriones del maiz Chimu no estaban muertas,
presentando un lento incremento celular en el medio de cultivo. Dichos cultivos
se mantuvieron durante casi nueve meses, conservando el mismo aspecto
blanquecino-amarillento, pero sin aumentar en tamafo, por lo que el estudio
experimental culmino en dicho momento.

La revision de diversos casos donde hubo excepcionales eventos de
germinaciéon de semillas antiguas sugiere un posible cuadro fisioldgico
conocido como criptobiosis. Este se presenta cuando las semillas se liberan de
la planta con embriones muy pequefios e inmaduros. Este fenbmeno se
caracteriza por una tasa muy pequefia de consumo de oxigeno y una
disminucién de la velocidad de liberacion de CO,. Esta ralentizacién metabdlica
esta ligada a una disminucién de actividades de las enzimas de la glucdlisis y
ciclo de Krebs (Labouriau, 1983). Asi, una de las probables explicaciones del
lento crecimiento de los callos formados y su escasa actividad catabdlica seria
la también escasa actividad anabdlica, parandose entonces muchas reacciones
metabdlicas por la falta de los respectivos catalizadores especificos. De este
modo se ralentizaria y bloquearia el proceso global de crecimiento celular.

Los resultados de viabilidad obtenidos con las células regeneradas a
partir del cultivo de los embriones del maiz Chimu son interesantes porque un
embrion muerto cambia de color, luego se vuelve suave, de color café, y en el
lapso de dos a 10 dias son invadidos por hongos (Hartman y Kester, 1981),
situacion que no ocurrié con los embriones de maiz Chimu, que se mantuvieron
intactos hasta durante nueve meses, pero en condiciones controladas de
asepsia.

Analisis de suelos arqueoldgicos

En la actualidad, los suelos que albergaron estas muestras tenian
valores de pH superiores a 8, a excepcion de la muestra de suelo 3 (pH 7,8) y
la muestra de suelo 6 (pH 7,7) (Tabla 1). Estos altos valores indican la
presencia de carbonatos, producto de la lixiviacibn de las conchas de
moluscos, con las que se encontraban asociadas algunas muestras de semillas
de Zea mays de la época Chimu. La alcalinidad del suelo puede deberse a
distintos factores. La muestra de maiz 12 (muestras de suelo 7 y 8 en la Tabla
1), presento altos valores de pH (8,2 y 8,1, respectivamente), lo que indica que
el pH actual no esta significativamente correlacionado con la viabilidad, siendo
por tanto un parametro no significativo para este tipo de estudios.

Por su parte, la Conductividad Eléctrica (CE) esta relacionada con el
gradiente de potencial de reduccion-oxidacion (redox), que puede tener
importantes consecuencias fisicas, quimicas, bioquimicas y biologicas. Los
bajos valores actuales en las muestras de suelo 3, 4, 7 y 8 (asociadas a la
muestra de semilla 12), sugieren una relativa estabilidad de estos suelos en
relacion a posibles cambios fisicos y quimicos. Ello implica que parametros
como la temperatura y la humedad son uniformes en la actualidad, lo que debe
favorecer su conservacion.

l
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Tabla 1. Resultados de los analisis de suelos arqueolégicos de la época Chimu.

CE Humus | P |cCa™|Mg?| K" | Na'

Muestra | pH | (mmQ/cm) | (%) | (ppm) | (%) | (%) | (%) | (%)
1 8,1 1,324 2,52 292 0,27 | 0,22 0,53 | 0,750
2 8,1 1,106 2,41 385 0,27 | 0,37 | 0,718 | 0,845
3* 7,8 0,317 2,16 163 0,66 | 0,12 | 0,215 | 0,550
4* 8,0 0,328 2,04 140 0,45 | 0,13 | 0,140 | 0,465

5 8,3 1,115 10,35 460 0,98 | 0,24 | 0,990 3,6

6 7,7 1,090 10,05 466 0,70 | 0,34 | 0,975 4.4
7* 8,2 0,415 2,04 140 1,37 | 0,23 | 0,370 | 0,855
8* 8,1 0,482 1,88 152 1,79 | 0,40 0,33 | 0,840

* Muestras de suelos asociadas a la mazorca Chimu denominada muestra 12 (ver texto
anterior). CE: Conductividad Eléctrica. Q: ohmio. ppm: partes por millon.

Por otro lado, se observaron altos porcentajes de calcio (Ca®*) en las
muestras de suelo 7 y 8, que albergaron la muestra de maiz 12 previamente
descrita. Esto sugiere que la matriz del suelo que albergo dicha mazorca habria
sido sometida a temperaturas bajas estables y constantes. Ello permitiria que
dicho cation se acumulara en este tipo de suelo, con un posible efecto
favorable sobre la conservacion de la semilla. De hecho, se han descrito
también altos valores de calcio en los suelos de sitios daneses que albergaban
semillas de diversas especies que mostraron resultados positivos de
germinacion (Odum, 1965: tabla II).

Los demas parametros quimicos (Tabla 1) no muestran correlacion con
los resultados del cultivo de embriones de maiz Chimu. Por lo tanto, la
determinacion del calcio (Ca*?) y la CE de los suelos que albergan las semillas
antiguas podrian ser parametros a considerar en futuras investigaciones de
viabilidad de semillas de maiz arqueoldgico. Debe tenerse en cuenta que el
maiz mantiene la viabilidad germinativa en condiciones de temperatura y
humedad relativa 6ptimas durante al menos 100 afios (CIMMYT, 1990).

Analisis de ADN antiguo

Se aislo ADN de los embriones y abultamientos que crecieron de ellos, a
partir de 22 muestras arqueoldgicas y de 24 variedades modernas, incluyendo
cuatro variedades de la costa norte del Peru, tres de la sierra (Apurimac y
Cuzco) y una de Panama.

El marcador molecular de tipo RAPD usa cebadores inespecificos o
aleatorios de 10 bases que pueden hibridar con muchas dianas en el genoma.
Suelen producir multiples bandas tras la electroforesis en geles de agarosa y
pueden presentar el inconveniente de falta de reproducibilidad; sobre todo si se
modifican las condiciones experimentales. Por todo ello pueden presentar
problemas de interpretacion de las bandas generadas, que a veces pueden ser
0 parecen iguale o equivalentes. En tal caso puede llevarse a cabo una
electroforesis en gel de poliacrilamida, a fin de obtener una mayor resolucion
de las bandas generadas. Asimismo, presentan herencia co-dominante, lo que
los hace menos ventajosos para estudios de genotipaje, trazabilidad,
paternidad y mejora genética. No obstante, tienen la ventaja de no requerir un
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conocimiento previo de la secuencia del ADN a amplificar y son relativamente
baratos y rapidos. Por ello se han usado y todavia se usan para analizar los
genomas de microorganismos, plantas y animales.

En el presente trabajo se emplearon marcadores moleculares de tipo
RAPD para evaluar la calidad del ADN extraido de los abultamientos del cultivo
de embriones del maiz Chimd, a fin de usar posteriormente otros marcadores,
como las repeticiones de secuencia simple o microsatélites (del inglés, “Simple
Sequence Repeats”; SSR) y el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (del inglés, “Restriction Fragment Length Polymorphism”; RFLP).

-
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Figura 5. Amplificacion de ADN moderno y antiguo mediante RAPD y separacidon
electroforética. Se muestran las bandas generadas tras electroforesis en gel de agarosa
MetaPhor. El cebador 228 no amplifico ninguna muestra arqueoldgica (AS), pero el cebador 9
amplifico ADN de tres muestras antiguas (46, 47 y 48).

Se muestran los resultados obtenidos con muestras modernas (carriles
36 a 42), y antiguas (carriles 45 a 48) tras amplificacion mediante la técnica
RAPD y segregacion en gel de agarosa (Figura 5). El cebador 228 no amplifico
ADN de las muestras antiguas. Sin embargo, el cebador 9 amplifico ADN de
tres (46 a 48) de las cuatro muestras de embriones antiguos (del inglés,
“‘Ancient Sample” AS). Dichas bandas son unicas y muy probablemente no son
contaminantes. También se observdé una amplificacion inespecifica en la
muestra 44, mostrando ADN degradado.

Estos resultados permitieron ademas correlacionar que el color y la
textura de los embriones arqueoldgicos pueden guiar para seleccionar aquellos
embriones blanquecinos y/o amarillentos, que pueden proveer ADN de mejor
calidad, que pueda ser amplificado y separado electroforéticamente en bandas
especificas en geles de agarosa.




Todo ello puede facilitar el aislamiento de ADN de embriones antiguos
para futuras evaluaciones comparativas entre genomas antiguos y modernos,
analizar las relaciones evolutivas y de domesticacion mediante arboles
filogenéticos o dendrogramas, e incluso llevar a cabo experimentos de
transgénesis.

Conclusiones

La germinacion de semillas antiguas y el cultivo de embriones de
semillas antiguas pueden ser dificiles, e incluso imposible en algunos casos. La
viabilidad germinativa depende de la especie considerada, el tiempo
transcurrido y el historial tafondmico del lugar de donde se obtuvieron dichas
semillas. El presente trabajo no ha logrado la germinacion de semillas de maiz
de la época Chimu, pero si ha logrado un cierto crecimiento celular a partir de
los embriones de dichas semillas. No obstante, dicho crecimiento no prosiguid,
por lo que no ha sido posible regenerar plantas completas a partir de dichos
embriones.

El presente estudio ha servido también para determinar una serie de
parametros fisico-quimicos del lugar (suelo) de donde se obtuvieron las
semillas que puedan servir de guia a fin de elegir muestras con una mayor
viabilidad germinativa potencial. En este sentido, conviene resaltar que este
tipo de investigaciones deben abordarse desde una perspectiva
multidisciplinaria, para poder articular todos los datos obtenidos y convertirlos
en una informacion de valor practico para el avance de la ciencia y también
desde el punto de vista econémico.

El cultivo de embriones de maiz de la época Chimu, no sélo ha permitido
conocer aspectos interesantes de la viabilidad de las semillas y embriones de
maiz antiguo, sino que ha permitido extraer ADN de suficiente calidad como
para ser amplificado mediante marcadores moleculares de tipo RAPD. Este tipo
de material amplificable permitira el estudio de los genomas antiguos del maiz
prehispanico, no solo mediante marcadores moleculares, sino también
mediante las nuevas técnicas de secuenciacion de segunda y tercera
generacion (Walters et al, 2006; Dorado et al, 2008; Leino et al, 2009).

Finalmente, este estudio ha permitido que el Banco de Germoplasma de
Maiz del CIMMYT haya podido regenerar numerosas entradas de maiz que
llevaban almacenadas mas de 50 afios y que habian perdido su viabilidad para
germinar por métodos convencionales, lo cual permitid rescatar un valioso
germoplasma para el futuro de la agricultura de este cereal. Todos estos
resultados ponen de manifiesto la relevancia de las técnicas de biologia
molecular en arqueologia (Dorado et al, 2007) y sus implicaciones en genética
de poblaciones y evolucion (Leino y Hagenblad, 2010).
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