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EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE MARCADORES MOLECULARES PARA LA
FORMACION DE HIBRIDOS EN MAIZ

Rosendo Hernandez Martinez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN
El aspecto practico del mejoramiento genético del maiz (Zea mays L.) por hibridacion esta

basado en el desarrollo y evaluacidn de lineas para obtener combinaciones de alto rendimiento;
sin embargo, ésto implica invertir muchos recursos para evaluar el desempefio de las progenies.
El objetivo del presente estudio fue predecir las combinaciones hibridas mediante marcadores
moleculares con base en la divergencia entre pares de lineas y evaluar la eficiencia en
comparacion a los métodos genotécnicos tradicionales. Se realizd un estudio molecular utilizando
22 marcadores SSR para determinar el perfil genético de 37 lineas, con las cuales se estimaron las
distancias genéticas (DG) modificadas de Rogers entre pares de lineas, las cuales se utilizaron
para estimar el grado de asociacién entre éstas y el desempefio de los hibridos; adicionalmente,
los hibridos generados con informacion molecular se compararon contra aquellos generados por
evaluacion de lineas per se y por aptitud combinatoria general mediante prueba de mestizos. Los
hibridos se evaluaron en el ciclo otofio-invierno de 2020 bajo un disefio latice 10 x 10 con tres
repeticiones. Se evaluaron las variables de rendimiento de grano (REND), porcentaje de desgrane
en mazorca (PDG), porcentaje de humedad de grano (PHU), numero de hileras (NH), diametro y
longitud de mazorca (DMZ, LMZ), dias a floracion masculina y femenina (DFM, DFF), altura de
planta y de mazorca (ALPL, ALMZ). Se detect6 significancia estadistica entre genotipos para
todas las variables. El analisis de regresion lineal reveld una asociaciéon baja de DG vs. REND y
PDG, con coeficientes de regresion de 4.77 t ha' y 7.13 %, y coeficientes de determinacion de
0.14 y 0.06, y relacion moderada en DG vs ALPL y ALMZ, con significancia y coeficientes de
regresion de 84.15 y 42.39 cm y coeficientes de determinacién de 0.28 y 0.26. Hubo diferencias
significativas entre los genotipos, ambiente e interaccién genotipo x ambiente en su mayoria de
las variables. Tres testigos comerciales y el hibrido experimental LEARB9 x UAY 113 tuvieron
rendimiento superior a 9 t ha. Los contrastes ortogonales mostraron diferencias estadisticas del
método molecular vs per se y mestizo en las variables de REND, DMZ, ALPL y ALMZ. Se
concluyd que los SSRs tienen un poder predictivo atil en la formacion de hibridos con
perspectivas de ser utilizado como auxiliares en programas de hibridacion tradicional.

Palabras clave: Zea mays L., distancias genéticas, hibridacion, métodos genotécnicos,
microsatélites, prediccion gendmica.
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ABSTRACT
The practical aspect of maize (Zea mays L.) breeding by hybridization is based on the

development and evaluation of lines to obtain high yielding combinations; however, this implies
investing a lot of resources to predict the performance of the progenies. The objective of this
study was to predict hybrid combinations using molecular markers based on the divergence
between pairs of lines and to evaluate the efficiency compared to traditional breeding methods. A
molecular study was carried out using 22 SSR markers to determine the genetic profile of 37
lines, and to estimate Rogers' modified genetic distances (GD) between pairs of lines which were
used to estimate the degree of association between GD and the performance of the hybrids; in
addition, the hybrids generated with molecular information were compared to those developed
from per se inbreds evaluation and from general combining ability through topcrosses test.
Hybrids were evaluated during the 2020 Spring-Summer cycle under a 10 x 10 lattice design with
three replications. The variables evaluated were grain yield (GRY), percent ear shelling (PGE),
percent grain moisture (PHU), number of rows (KRN), ear diameter and length (DE, LE), days to
male and female flowering (DMF, DFF), plant and ear height (PLH, EH). Statistica significance
was detected between genotypes for all variables. The linear regression analysis revealed a low
association of GD vs. GRY and PGE with regression coefficients of 4.77 t ha™* and 7.13 %, and
determination coefficients of 0.14 and 0.06 as well as a moderate relationship of GD vs PLH and
EH with significance and regression coefficients of 84.15 and 42.39 cm and determination
coefficients of 0.28 and 0.26. There were significant differences between genotypes,
environments and genotype x environment interaction in most of the traits. Three commercial
hybrids and the experimental hybrid LEARB9 x UAY 113 presented a grain yield higher than 9 t
hal. Orthogonal contrasts showed statistical differences of the molecular vs. per se and
topcrosses method for the variables of GRY, DE, PLH and EH. It was concluded that SSRs have
useful predictive power for hybrid formation with prospects to be used for assistance in
traditional hybridization programs.

Key words: Zea mays L., breeding methods, genetic distances, genomic prediction,
hybridization, microsatellites.
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INTRODUCCION GENERAL
Marco tedrico

El maiz (Zea mays L.) es el primer cultivo con relacion a rendimiento de grano por hectarea y
es el segundo, después del trigo, en cuanto a produccion total. El cultivo del maiz a nivel mundial
tiene un gran impacto socioeconémico, ya que este cereal se consume en diferentes sectores de la
sociedad, ya sea como alimento humano, ganado y productos industriales. La diversidad de los
ambientes bajo los cuales el maiz es cultivado es mucho mayor que la de cualquier otro cultivo.
En el afio 2019, a nivel mundial este cultivo ocup6 la segunda posicion por superficie cosechada
con 197 millones de hectareas y el segundo lugar con una produccién total anual de 1,148
millones de toneladas (FAOSTAT, 2020). Con respecto a la situaciéon mundial, México se
posiciond en el quinto lugar por la superficie sembrada de maiz grano con 7.1 millones de ha y el
séptimo lugar en volumen de produccion con 27.2 millones de t (FAOSTAT, 2020). Gran parte
del territorio mexicano es propicio para la produccién de maiz, pues se siembra en diferentes
nichos ecologicos que van desde el nivel del mar hasta los 2,900 m de altitud.

Los principales estados productores de maiz en México en el afio 2019 fueron: Chiapas,
Jalisco, Veracruz, Sinaloa, Puebla, Oaxaca, Guerrero, México y Michoacéan, con superficie de
siembra por arriba de los 400 mil ha en cada estado y un promedio nacional del rendimiento de
grano de 4.07 t ha® (SIAP, 2020). La produccién de maiz se divide principalmente en color de
grano blanco y amarillo: el maiz blanco representa el 91 % de la produccion y se destina
basicamente al consumo humano. En las familias mexicanas se ha determinado un consumo per
capita de 196.4 kg de maiz blanco, especialmente en forma de tortillas; la produccion de maiz
blanco satisface la totalidad del consumo nacional. ElI maiz amarillo, representa una produccion
del 9 % a nivel nacional, se destina principalmente a la industria o a la fabricacion de alimentos

balanceados para la produccion pecuaria (SAGARPA, 2017). Los principales estados productores



de maiz amarillo son: Chihuahua (146,173 ha), Jalisco (136,668 ha) y Tamaulipas (112,887 ha),
con un promedio en rendimiento de 5.7 t ha*. En 2016, el 76 % del maiz amarillo se desting al
consumo pecuario, 18 % a la industria almidonera, 2 % al autoconsumo, 2 % al consumo humano
y 2 % fueron mermas; sin embargo, la produccién de maiz amarillo en México es deficitaria, pues
solo se satisface el 24 % en los requerimientos de las familias mexicanas (SAGARPA, 2017).

En la region norte de Tamaulipas, la siembra del cultivo de maiz amarillo ha ido disminuyendo
en los dltimos afos, debido a la escasez de agua, principalmente, y por la expansion de los
subsectores avicolas y porcinos, asi como las diferentes industrias procesadoras para consumo
humano. A nivel nacional se sigue siendo deficitario en maiz amarillo, ya que cada afio se
importan a México 17 millones de toneladas de maiz, de las cuales s6lo 548 mil son de grano
blanco (SIAP, 2020); por lo tanto, es indispensable el desarrollo rapido de nuevos genotipos que
posean caracteristicas agrondémicas superiores a los materiales presentes en el mercado.

El mejoramiento genético es una herramienta que ha permitido al hombre modificar el
comportamiento de los cultivos, mediante la generacion de materiales con caracteristicas
especificas de calidad, pero sobre todo con alto potencial de rendimiento, satisfaciendo de esta
manera las necesidades del productor y la sociedad. Un sistema importante para la obtencion de
genotipos sobresalientes ha sido por hibridacion, considerado como un método de mejoramiento
genético gque tiene como objetivo principal el aprovechar la generacion de F1 provenientes de la
cruza entre dos poblaciones, las cuales pueden ser lineas endogamicas, variedades de polinizacién
libre, sintéticas o poblaciones F1 en el caso de cruzas dobles (Marquez, 1988).

En un programa de mejoramiento por hibridacion primero deben desarrollarse las lineas
endogamicas mediante autofecundaciones, por varias generaciones, y seleccionar aquellas que

obtengan la mejor expresion; la seleccidén puede ser mediante una prueba per se o una cruza para



la formacion de mestizos, para evitar continuar con la produccion de todas las lineas en las etapas
posteriores y reducir los costos. La evaluacion per se consiste en probar la linea como tal, a
diferencia de la cruza de mestizos que consiste en cruzar las lineas con un probador y seleccionar
la linea a través de la expresion del mestizo. Una evaluacién per se conserva los efectos aditivos
(Falconer, 1970); por lo tanto, para aumentar los alelos favorables dentro de una poblacion, la
evaluacion per se da una respuesta directa, la cual cambia gradualmente a traves de generaciones
las frecuencias génicas (Hallauer et al., 2010).

Para la generacion de hibridos, la cruza debe darse entre progenitores contrastantes que
generen la mejor expresion genética (Dzib-Aguilar et al.,, 2011) y con buena aptitud
combinatoria, siendo la base para la formacién de los hibridos comerciales (Borel et al., 2013). Al
respecto, Hallauer et al. (2010) mencionan que para obtener lineas de maiz con alto potencial de
rendimiento se debe partir de poblaciones de gran tamafio, de alto rendimiento y usar sistemas de
endogamia moderado. La comunidad de fitomejoradores identifica en la genética molecular
oportunidades para avanzar en la genética cuantitativa, sin abandonar los conceptos basicos de los
métodos genotécnicos tradicionales, a pesar de ser un proceso lento y de alto costo (Hallauer,
2007).

Los marcadores moleculares han mostrado un alto potencial en el desarrollo de programas de
mejoramiento genético con la finalidad de seleccionar caracteristicas de importancia agronémica
a partir de datos genotipicos que se encuentren en todo el genoma que permitan predecir con una
mayor precision en elegir un rasgo agrondémico especifico (Lorenz et al., 2011). Asi mismo, los
analisis con marcadores moleculares proveen un enfoque alternativo importante para identificar y
seleccionar lineas élites parentales para la produccién de hibridos (Wu et al.,, 2016).

Recientemente se han utilizado diferentes marcadores moleculares para detectar heterosis y



polimorfismos relacionados con la similitud genética en los padres (Munhoz et al., 2009) que es
un factor principal que afecta a la heterosis (Hallauer et al., 2010). La aplicacién de los
marcadores moleculares permite acelerar el proceso de liberacion de genotipos, ya que la
seleccion puede hacerse en diferentes etapas fenoldgicas de las plantas, 1o que permite acortar los
tiempos para generar una nueva variedad comercial con respecto al mejoramiento convencional;
asi mismo, al acortar los plazos de seleccion y liberacion de variedades se logrard un ahorro
sustancial de recursos economicos y humanos (Valadez y Kahl, 2000).

En este contexto, los marcadores de tipo microsatélite (SSR) se han convertido en los
marcadores moleculares mas utilizados en diferentes campos de estudios, debido a su alto
polimorfismo y la relativa facilidad de genotipificacion (Zane et al., 2002). Los marcadores SSR
son regiones de secuencias pequefias (2 a 6 pares de bases), que se caracterizan por ser
codominantes, presentar alto nivel de polimorfismo y reproducibilidad, con protocolos de rapida
deteccion y se encuentran distribuidos uniformemente a lo largo del genoma (Madesis et al.,
2013).

Los SSRs pueden utilizarse en estudios de diversidad genética, construccion de mapas de
ligamiento y asociacion de genes. Dicha informacion puede utilizarse en programas de
mejoramiento genético para estimar mejor el valor genético de los individuos sometidos a la
seleccidn; asi mismo, permite identificar grupos de lineas en relacion con sus distancias genéticas
para predecir hibridos a través de su desempefio heterotico. Por ejemplo, Maioli et al. (2021)
encontraron que los andlisis moleculares de microsatélites en comparacion a los métodos
dialélicos, eran utiles para la formacion de hibridos en maiz, y sugirieron que los SSR pueden ser
utilizados como una herramienta en relacion con los métodos tradicionales de cruzas dialélicas

para reducir combinaciones hibridas en el campo. Asi mismo, Bocianowski et al. (2021)



demostraron una asociacion alta entre los marcadores moleculares y los caracteres de rendimiento
grano, el peso de 1000 granos, la humedad del grano y el contenido de carotenoides; los autores
demostraron la eficiencia de los microsatélites en diferentes contextos genéticos, asi como su
utilidad en programas de mejoramiento para el desarrollo de hibridos de maiz con diferentes
caracteristicas. Al respecto, Dermail et al. (2020) encontraron que la distancia genética basada
con microsatélites tienen un poder bajo para predecir el rendimiento hibrido y la heterosis, ya que
encontraron una asociacion baja entre las variables de estudio y sus distancias genéticas.

En la actualidad, los marcadores moleculares son una herramienta util dentro de un programa
de mejoramiento genético con el fin de determinar la diversidad genética, la delimitacion de
grupos heteroticos y la asignacion de lineas dentro de estos; asi mismo en la prediccion de
hibridos con relacion a su divergencia genética entre pares de lineas. Los marcadores mas
utilizados en plantas por sus caracteristicas son los microsatélites, los cuales son regiones de
secuencias pequefias (2 a 6 pares de bases) repetidas, arregladas en serie, las cuales se asume que
estan distribuidas por todo el ADN genomico. En diferentes cultivos se han realizado trabajos que
confirman las bondades del uso de los microsatélites para predecir combinaciones hibridas dentro
de programas de mejoramiento genético, principalmente en maiz (Beyene et al 2019, Marcon et
al., 2019; Nyaga et al., 2020), algodén (Geng et al., 2020), mijo perla (Gupta et al., 2018; Patil et
al., 2020), mostaza (Habid et al., 2019), arroz (Soni et al., 2019) y trigo (Al-Ashkar et al., 2020).
Estos estudios proporcionan una vision amplia para los programas de mejoramiento tradicionales
gue generan y evalGan un gran nimero de combinaciones y solo seleccionan unos pocos. Por lo
tanto, es importante explorar enfoques alternativos para mejorar la eficiencia de seleccion y

prediccién de los mejores hibridos.



Planteamiento del problema

Uno de las zonas mas importantes en la produccién de maiz en México se encuentra en la
region norte de Tamaulipas. En esta region la produccion se basa casi en su totalidad en semillas
de hibridos mejorados; la liberacion de estos hibridos proviene de empresas e instituciones
publicas mexicanas; sin embargo, los de estas Ultimas no compiten con los hibridos comerciales
de empresas transnacionales, pues los recursos invertidos por las primeras es mayor, lo que les
confiere capacidades de exploracion de germoplasma mas amplias, lo cual se refleja en una
mayor capacidad de estas compafiias para liberar nuevos materiales en un periodo corto de tiempo
y con rendimientos superiores en relacion con los de empresas nacionales. En los ultimos afios se
han liberado hibridos de maiz a partir de sistemas de seleccion tradicionales, para los cuales el
proceso para la generacion de un nuevo hibrido es largo y costoso; por tal motivo, es necesario
disefiar estrategias para la formacion de hibridos con potencial agronémico competente y con
potencial de ser liberado a corto, mediano y largo plazo. En este sentido, el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricola y Pecuaria (INIFAP), Campo Experimental Rio Bravo
(CERIB) esta llevando a cabo esfuerzos para la generacién de nuevos genotipos que puedan
competir con aquellos ya colocados en el marcado nacional; para lograrlo se requiere de un gran
esfuerzo interdiciplinario y del empleo de nuevas tecnologias que permitan hacer mas eficiente el
proceso. Por lo anterior, este trabajo de investigacién aborda el estudio de marcadores
moleculares de tipo microsatélites (SSR) para predecir hibridos de maiz en la zona norte de
Tamaulipas a través de combinaciones en pares de lineas con relacion a su divergencia genetica y
evaluar la eficiencia de los SSR en comparacion a los métodos genotécnicos tradicionales, a fin
de contribuir a establecer bases sobre el uso de los marcadores moleculares como herramienta en

los programas de mejoramiento por hibridacion tradicional en el pais, en menor tiempo y



esfuerzo. Con base a lo anterior, en el presente trabajo de investigacion se plantean los siguientes

objetivos e hipotesis.

Objetivos
Objetivo general.
Evaluar la efectividad de las distancias genéticas, estimadas a partir de marcadores moleculares,
como predictores de heterosis en hibridos simples de maiz en comparacion a dos métodos
tradicionales de mejoramiento genético.
Objetivos especificos.
e Realizar un analisis de distancias genéticas en un grupo lineas endogamicas de maiz
mediante el uso de marcadores de tipo microsatélites.
e Predecir hibridos de cruzas simples sobresalientes de maiz con base en su divergencia
genética, con ayuda de marcadores moleculares de secuencias simples repetidas de ADN.
e Evaluar la eficiencia de los marcadores de tipo SSRs para la prediccion de hibridos
simples en comparacion con dos métodos tradicionales.
e Identificar y seleccionar genotipos de buen comportamiento agrondémico y estables, para la
liberacion de futuros hibridos comerciales en el estado de Tamaulipas.
Hipotesis
e El desempefio de los hibridos de cruza simple estd asociado con las distancias genéticas de
sus progenitores
e Al menos un hibrido simple, predicho con base en su diversidad genética, sera superior en

rendimiento.



e Los marcadores de SSRs son eficientes para predecir hibridos simples en comparacion a
los métodos tradicionales de seleccion de progenitores con base en evaluacion per se y
prueba de mestizos.

e Los hibridos simples de maiz tienen potencial de rendimiento y estabilidad para ser

liberados comercialmente y podran competir con los de las empresas transnacionales.
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CAPITULO I. PREDICCION DEL DESEMPENO DE HIBRIDOS DE MAIZ CON BASE
EN INFORMACION GENOMICA DE LAS LINEAS
1.1 Resumen

La divergencia genética de los progenitores de un hibrido juega un papel importante en la
expresion de la heterosis de su progenie, la cual se puede estimar mediante marcadores
moleculares y con base en ella realizar predicciones del comportamiento de los hibridos entre
dichas lineas progenitoras, lo que incrementaria la eficiencia de los programas de mejoramiento
genetico. El objetivo del presente estudio fue predecir las combinaciones hibridas mediante
marcadores moleculares de tipo microsatelite de mayor comportamiento heterotico con base en la
divergencia entre pares de lineas. Se utilizaron 27 lineas de maiz del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricola y Pecuarias (INIFAP) y 10 de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN). Se determino el perfil genético de las lineas mediante 22
marcadores SSR, con los cuales se estimaron las distancias genéticas (DG) modificadas de
Rogers entre pares de lineas y éstas se utilizaron como estimadores de divergencia genética; con
esta informacidn se generaron 46 hibridos (20 con alta divergencia genética, 10 con divergencia
intermedia y 16 con baja divergencia), mismos que se evaluaron en dos localidades de
Tamaulipas, mediante un disefio de bloques completos al azar con tres repeticiones. Se midio el
rendimiento de grano (REND), porcentaje de humedad del grano (PHU), porcentaje de desgrane
en mazorca (PDG), numero de hileras (NH), diametro y longitud de mazorca (DMZ/LMZ), altura
de planta y de mazorca (ALPL/ALMZ). Se realizé un andlisis de varianza y una regresion lineal
con las distancias genéticas entre las lineas progenitoras como variable independiente contra
rendimiento y sus componentes como variables dependientes. En el andlisis de varianza se
detectd significancia (P < 0.01 y 0.05) entre localidades y genotipos para todas las variables de

estudio. El hibrido superior en rendimiento de grano fue LEARB9 x UAY113 con 9.1 t ha. El
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analisis de regresion lineal revel6 una asociacion baja, aunque con diferencias estadisticas
significativas (P <0.01 y 0.05) entre DG vs REND y PDG, con coeficientes de regresion de 4.77 t
haly 7.13 %, con coeficientes de determinacion R?= 0.14 y 0.06. Para DG vs NH, DMZ, LMZ y
PHU se observo relacion baja y sin significancia estadistica; mientras que para DG vs ALPL y
ALMZ se observo una relacion moderada con significancia (P < 0.01), coeficientes de regresion
de 84.15 y 42.39 cm y coeficientes de determinacion R? = 0.28 y 0.26. Los SSRs mostraron un
poder moderado en la prediccion del desempefio de hibridos de cruza simple de maiz, con
perspectiva de ser usados como auxiliares en los esquemas de hibridacion tradicionales.

Palabras clave: Zea mays L., distancias genéticas, hibridos, microsatélites, prediccion.

1.2 Summary

The genetic divergence of the parents of a hybrid plays an important role in the expression of
heterosis of its progeny, which can be estimated by means of molecular markers and based on it
to make predictions of the behavior of the hybrids between these progenitor lines, which would
increase the efficiency of the genetic improvement programs. The objective of the present study
was to predict the hybrid combinations by microsatellite molecular markers of higher heterotic
behavior based on the divergence between pairs of lines. A total of 27 maize lines from the
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) and 10 from the
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) were used. The genetic profile of the
lines was determined using 22 SSR markers, with which the modified Rogers genetic distances
(GD) between pairs of lines were estimated and used as estimators of genetic divergence; with
this information, 46 hybrids were generated (20 with high genetic divergence, 10 with

intermediate divergence and 16 with low divergence), which were evaluated in two localities in
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Tamaulipas, by means of a randomized complete block design with three replications. Grain yield
(GRY), grain moisture percentage (PHU), ear shattering percentage (PGE), number of rows
(KRN), ear diameter and length (DE/LE), plant and ear height (PLH/EH) were measured.
Analysis of variance and linear regression were performed with genetic distances between parent
lines as independent variable versus yield and its components as dependent variables. In the
analysis of variance, significance (P < 0.01 and 0.05) was detected between localities and
genotypes for all studied variables. The superior hybrid in grain yield was LEARB9 x UAY113
with 9.1 t hal. Linear regression analysis revealed a low association, although with statistical
differences significant (P < 0.01 and 0.05) between GD vs GRY and PGE, with regression
coefficients of 4.77 t ha! and 7.13 %, with coefficients of determination R?= 0.14 and 0. 06. For
GD vs KRN, DE, LE and PHU low relationship and no statistical significance were observed;
while in GD vs PLH and EH moderate relationship significance (P < 0.01) and regression
coefficients of 84.15 and 42.39 cm and coefficients of determination R? = 0.28 and 0.26 were
observed. The SSRs showed moderate power in predicting the performance of maize single-cross
hybrids, with the prospect of being used as auxiliaries in traditional hybridization schemes.

Keywords: Zea mays L., genetic distances, hybrids, microsatellites, prediction.

1.3 Introduccion
En México los programas de mejoramiento genéticos en maiz (Zea mays L.) proporcionan a
los agricultores variedades e hibridos con caracteristicas deseables. La hibridacion en maiz es un
método genotécnico que tiene como objetivo el aprovechamiento de la heterosis en la generacion
F1 proveniente entre el cruzamiento de dos o mas progenitores (Marquez, 1988). En los

programas de hibridacion se necesitan progenitores con buen comportamiento per se, con alta
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frecuencias de alelos favorables y alta divergencia genética, que al cruzarse muestren un alto
grado de heterosis.

Para generar e identificar hibridos que retnan caracteristicas deseables, los programas de
mejoramiento genético necesitan conocer las relaciones genéticas entre los progenitores; por tal
razon es necesario contar con informacion de los efectos de aptitud combinatoria general (ACG)
y aptitud combinatoria especifica (ACE), para la eleccion eficiente del programa que dara origen
a los mejores hibridos (Lobato et al., 2010; Morata et al., 2006). Lo anterior representa un gran
trabajo y esfuerzo que le consume al genetista la mayor parte de su tiempo, ademas de un alto
costo en la evaluacion del desempefio de las lineas e hibridos.

En términos préacticos, la heterosis se calcula como la diferencia entre el valor fenotipico de la
F1 y el valor del progenitor medio o el del progenitor superior, y se expresa en porcentaje. La
teoria de genética cuantitativa sugiere una relacion positiva entre la heterosis de un hibrido y la
distancia genética entre sus padres, considerando todos los loci subyacentes al rasgo cuantitativo
de interés (Falconer y Mackay, 1996); por lo tanto, el conocer la diversidad genética entre lineas
de maiz y del grado de parentesco entre ellas es importante en un programa de mejoramiento
genético, para que las combinaciones hibridas entre los materiales que fungiran como
progenitores sean las méas sobresalientes.

Esta diversidad genética puede evaluarse mediante marcadores moleculares (Warburton et al.,
2002), los cuales pueden constituirse en una herramienta Util dentro de un programa de
mejoramiento genético para determinar la divergencia genética y la delimitacion de grupos
heteroticos (Valadez y Kahl, 2000). Los microsatélites o SSRs (secuencias simples repetidas) se
caracterizan por su alto nivel de polimorfismo, se distribuyen a lo largo del genoma, se heredan

de manera mendeliana y son codominantes (Ni et al., 2002). Por lo tanto, son utiles para medir las
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distancias genéticas entre las lineas progenitoras para programar con eficiencia los cruzamientos
entre éstas y asi predecir las de mayor rendimiento (Cho et al., 2004).

Diversas investigaciones en maiz han empleado a los marcadores SSR como herramienta de
analisis molecular, al encontrar relacion entre distancias genéticas y diversos caracteres de
rendimiento, que ha ayudado a los genetistas a predecir las mejores combinaciones en pares de
lineas para la formacion de hibridos superiores para rendimiento y sus componentes (Balestre et
al., 2008; Crossa et al., 2014; Dhliwayo et al., 2009; Ghosh et al., 2018; Mohammadi et al.,
2008; Schrag et al., 2010; Tomkowiak et al., 2020); sin embargo, en México los estudios son
escasos y poco concluyentes con relacion a la divergencia genética de las lineas y el desempefio
de los hibridos derivados de éstas, como resultado de la expresion de la heterosis. En teoria, la
estimacion de dicha divergencia genética podria utilizarse como base para realizar la prediccion
del comportamiento de los hibridos, lo que incrementaria la eficiencia de los programas de
mejoramiento genético. Bajo este contexto, el objetivo del presente estudio fue la prediccion
asistida por marcadores moleculares de tipo microsatélite de los mejores hibridos de cruza
simple, bajo la hipotesis de que una mayor divergencia genética entre lineas progenitoras tendra

como resultado un mejor desempefio de los hibridos predichos.

1.4 Materiales y métodos
Material genético
Se utilizaron 27 lineas Sz y Ss de maiz amarillo, derivadas del Programa de Mejoramiento
Genético del INIFAP-Campo Experimental Rio Bravo (CERIB), Tamaulipas y 10 lineas Sa, del
Instituto Mexicano del Maiz (IMM) de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro

(UAAAN). A las lineas del INIFAP se les asign6 una clave como lineas experimentales de grano
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de color amarillo en Rio Bravo (LEARB1 a LEARB27) y los materiales provenientes de la
UAAAN se designaron con la clave UAY10l1, UAY103, UAY104, UAY105, UAY106,
UAY108, UAY110, UAY111, UAY113y UAY114.
Fase de laboratorio

Extraccién de ADN genémico

Se realiz6 a partir de 100 mg de tejido del mesocétilo y coledptilo de tres plantulas
individuales de ocho dias de edad por linea, mediante un kit comercial para extraccion de ADN
(ChargeSwitch g DNA Plant Kit, Invitrogen®), con un robot de extraccién KingFisher Flex
(Thermo Scientific, Waltham, Maryland, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
La concentracién y calidad del ADN extraido fue determinada mediante lecturas de absorbancia a
260/280 nm en un espectrofotometro de ultra bajo volumen (NanoDrop™ 2000c, Thermo
Scientific®, Wilmington, USA).

Genotipeo de las lineas con microsatélites

Se analizaron tres individuos de cada una de las lineas mediante 22 loci de secuencias simples
repetidas de ADN (Cuadro 1.1). Los microsatélites utilizados se encuentran en la base de datos

Maize Genetics and Genomics Database (http://www.maizegdb.org/ssr.php).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se llevo a cabo en un termociclador (Gene AMP PCR® System 9700, Singapur). La
amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial de 4 min a 95 °C, seguida de 24 ciclos de
1 min a 95 °C (desnaturalizacion), 2 min a 55 °C (alineacion) y 2 min a 95 °C (extensién), y una
extension final de 1 h a 72 °C. Cada reaccion individual consistio de 2 uL de 10X Buffer PCR
(500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 9.0 at 25 °C), 0.4 uL de 10mM dNTPs (2.5 mM cada uno

dNTP), 1.2 pL de 25 mM MgCl2, 0.2 pL de Taq DNA polimerasa (1 unidad total), 2.5 pL de
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ADN molde (10 ng pL™?), 2.0 pl de 4 pM de cada par de iniciadores (1pL de cada uno, adelante y

reversa) y 11.7 uL de agua destilada dos veces.

Cuadro 1.1. Loci de microsatélites e iniciadores utilizados para la amplificacion de SSRs en

lineas de maiz amarillo.

Locus BIN Tamafio de Iniciador hacia adelante//Iniciador en reversa

fragmento (pb)
phil27 2.07 105-126 NED-ATATGCATTGCCTGGAACTGGAAGGA//AATTCAAACACGCCTCCCGAGTGT
phi051 7.06 136-154 6-FAM-GCGAAAGCGAACGACAACAATCTT//ACATCGTCAGATTATATTGCAGACCA
phil15 8.03 292-312 HEX-GCTCCGTGTTTCGCCTGAA//ACCATCACCTGAATCCATCACA
phi033 9.02 224-270 6-FAM-ATCGAAATGCAGGCGATGGTTCTC//ATCGAGATGTTCTACGCCCTGAAGT
phi072 4,01 134-163 6-FAM-GTGCATGATTAATTTCTCCAGCCTT//IGACAGCGCGCAAATGGATTGAACT
phi093 4.08 272-296 NED-GTGCGTCAGCTTCATCGCCTACAAG//CCATGCATGCTTGCAACAATGGATACA
phi024 5.00 354-376 HEX-CTCCGCTTCCACTGTTCCA//TGTCCGCTGCTTCTACCCA
phi085 5.06 233-266 6-FAM-AGCAGAACGGCAAGGGCTACT/ITTTGGCACACCACGACGA
phi121 8.04 93-105 6-FAM-AGGAAAATGGAGCCGGTGAACCA/ITTGGTCTGGACCAAGCACATACAC
phi056 1.01 231-278 NED-ACTTGCTTGCCTGCCGTTAC//CGCACACCACTTCCCAGAA
phi064 111 75-121 HEX-CGAATTGAAATAGCTGCGAGAACCT//ACAATGAACGGTGGTTATCAACACGC
phi96100 2.00-2.01 218-300 6-FAM-AGGAGGACCCCAACTCCTG//TTGCACGAGCCATCGTAT
phi101249 ? 114-161 NED-TTCCTCCTCCACTGCCTC//AAGAACAGCGAAGCAGAGAAGG
phi029 3.04 139-176 NED-TCTTTCTTCCTCCACAAGCAGCGAA//TTTCCAGTTGCCACCGACGAAGAACTT
phi073 3.05 186-203 HEX-GTGCGAGAGGCTTGACCAA//AAGGGTTGAGGGCGAGGAA
phi96342 10.XX 223-256 6-FAM-GTAATCCCACGTCCTATCAGCC//TCCAACTTGAACGAACTCCTC
phi427913 1.XX 117-207 NED-CAAAAGCTAGTCGGGGTCA//ATTGTTCGATGACACACTACGC
phi402893 2.00 205-243 HEX-GCCAAGCTCAGGGTCAAG//CACGAGCGTTATTCGCTGT
phi308090 4.01-4.04 190-226 6-FAM-CAGTCTGCCACGAAGCAA//CTGTCGGTTTCGGTCTTCTT
phi330507 5.02-5.06 128-161 NED-GTAAAGTACGATGCGCCTCCC//ICGGGGTAGAGGAGAGTTGTG
phi213398 4.01-4.04 287-320 6-FAM-GTGACCTAAACTTGGCAGACCC//ICAAGAGGTACCTGCATGGC
phi159819 6.00-6.08 119-139 6-FAM-GATGGGCCCTAGACCAGCTT//GCCTCTCCCATCTCTCGGT

Electroforesis y analisis de fragmentos
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Los productos de PCR se evaluaron por electroforesis vertical (MG33-1063, C.B.S. Scientific®

Del Mar California, EUA). Se emplearon geles de acrilamida al 8 % (CIMMYT, 2006), la
separacion de fragmentos de menor peso molecular (75-278 pb) se llevé a cabo durante 180 min a
250 volts, mientras que para fragmentos con mayor peso molecular (105-376 pb) la separacion de
fragmentos se efectud durante 240 min a 250 volts. El revelado se hizo con AgNOs (Sigma®,
EUA) de acuerdo con la metodologia de CIMMYT (2006). Los geles se fotodocumentaron con un
transluminador MiniBis Pro 16 mm (Bio Imaging Systems®, Jerusalén, Israel).

Anélisis de la informacion molecular

A partir de la lectura directa de los geles se gener6 un perfil alélico para cada una de las lineas
y con esta informacion se generd una matriz de distancias genéticas de Rogers modificadas por
Wright (1978) mediante el programa computacional NTSYS (Rohlf, 2009) y se realizd un
analisis de conglomerados con base en las distancias genéticas mediante el método de
agrupamiento UPGMA.

Fase de campo

Material genético

Con la informacion de divergencia genética de las lineas se generaron 46 hibridos (20 con alta
divergencia genética, 10 con divergencia intermedia y 16 con baja divergencia) a través de cruzas
dirigidas. La generacion de los hibridos se realizé en el ciclo primavera-verano de 2018 en el
INIFAP, Campo Experimental Rio Bravo, Tamaulipas.

Disefio y unidad experimental

La evaluacion de los hibridos se realizé en el ciclo otofio-invierno de 2019 - 2020 en dos
ambientes; el primero en la localidad de Rio Bravo y el segundo en Diaz Ordaz, Tamaulipas. Los

ensayos se establecieron en un disefio experimental de bloques completos al azar con tres
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repeticiones en cada ambiente. EI tamafio de la parcela fue de 2 surcos de 5 m de largo con una
separacion entre surco de 0.82 m, con una densidad de poblacién de 65,000 plantas ha™. Al
momento de la cosecha se muestrearon 40 plantas con competencia completa por parcela para
estimar el rendimiento y sus componentes.

Variables evaluadas

Se cuantificaron las variables de rendimiento de grano (REND) ajustado al 14 % de humedad
en t ha, porcentaje de desgrane en mazorca (PDG), porcentaje de humedad del grano (PHU),
namero de hileras (NH), didmetro y longitud de mazorca en cm (DMZ/LMZ), altura de planta y
de mazorca (ALPL/ALMZ) en cm.

Anélisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza y comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (P <
0.05) para las variables en estudio. Se llevé a cabo un analisis de regresion lineal de las distancias
genéticas entre las lineas progenitoras como variable independiente contra rendimiento y sus
componentes como dependientes. Para la ejecucién de estos analisis se utilizd el programa

estadistico de SAS® version 9.3. (SAS Institute Inc., 2011).

1.5 Resultados y discusion
Distancias genéticas y agrupamiento de lineas
Las distancias genéticas observadas entre los pares de lineas fluctuaron de 0.465 hasta 0.771
(Matriz de distancias; datos no mostrados). En el dendrograma de la Figura 1.1 se observa el

agrupamiento de las lineas, lo que permite visualizar la relacién entre las mismas.
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Figura 1. Agrupamiento de 37 lineas de maiz en grupos de similitud de acuerdo con las

distancias genéticas modificadas de Rogers.

Los genotipos de INIFAP y de la UAAAN se concentraron en grupos diferentes; 27 lineas del
INIFAP se ubicaron en los grupos 1, 2, 3, 4 y los genotipos provenientes de la UAAAN se
distribuyeron en los grupos 5y 6, lo que indica que las lineas poseen diferente fondo genético. El
agrupamiento de las lineas permitié observar una clasificacion en la que se formaron grupos
claramente definidos, y a su vez, que estos grupos corresponden en gran medida con los

esperados segun las procedencias genealdgicas de las lineas. Cargnelutti Filho et al. (2008)

20



enfatizan que la divergencia genética evaluada sobre la base de distancias genéticas entre
poblaciones es un parametro de prediccion con alta probabilidad de éxito que permite identificar

cruzas que optimizaran la heterosis, evitando al mismo tiempo caracteristicas indeseables.

Identificacion de hibridos simples con distancias genéticas divergentes

Los pares de lineas con mayor distancia genética fueron LEARB11 x UAY111, LEARB9 x
UAY111, LEARB9 x UAY113 y LEARB11 x LEARBY7, con valores de 0.771, 0.767, 0.767 y
0.762, respectivamente. Los hibridos con menor divergencia genética fueron LEARB16 x
LEARBI15, LEARB17 x LEARB16, LEARB28 x LEARB29, UAY101 x UAY103, con valores
de 0.465, 0.507, 0.533 y 0.539 (Cuadro 1.2). Las 20 combinaciones predichas con mayor DG
derivan de genotipos que se ubican en diferentes grupos y, por lo tanto, con alta divergencia
genética entre ellas, con buen desempefio predicho en campo. De acuerdo con Bruel et al. (2006),
cuando se utilizan técnicas de prediccion mediante la divergencia genética de los progenitores
para programar cruzas se reduce el nimero de combinaciones, ya que se evita hacer cruzas entre
progenitores con baja divergencia genética, pues generarian hibridos menos productivos. Al
respecto, Oliboni et al. (2012) mencionan que la heterosis que expresan las cruzas entre
individuos de diferentes poblaciones depende de la presencia de genes con efectos no aditivos y
de la divergencia entre ellos, la cual estd relacionada con la magnitud de distancias genéticas
entre las poblaciones; por lo tanto, se esperaria que la magnitud de la heterosis fuese

aproximadamente proporcional a la distancia genética entre los padres.
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Cuadro 1.2. Grupos de pares de lineas clasificados por la magnitud de las distancias

genéticas modificadas de Rogers.

Mayor distancia genética

Distancias genéticas intermedias

No. Lineas G Lineas G DG No. Lineas G Lineas G DG
1 LEARB11 2 UAY111 5 0771 24 LEARB6 2 LEARB21 4 0.693
2 LEARB9 2 UAY111 5 0.767 25 LEARB22 4 LEARB9 2 0.693
3 LEARBY9 2 UAY113 5 0.767 26 LEARB16 4 LEARB14 2 0.688
4 LEARB11 2 LEARB7 3 0762 27 LEARB14 2 LEARB17 4 0.688
5 LEARB16 4 LEARB10 2 0.762 28 LEARB1 1 LEARB13 2 0.683
6 LEARB2 1 LEARB19 4 0.762 29 LEARB14 2 LEARB12 2 0.683
7 LEARB19 4 LEARB10 2 0.762 30 LEARB2Z 1 LEARBS 2 0.663
8 LEARB6 2 LEARB29 4 0.762 Menor distancia genética
9 LEARB22 4 UAY110 5 0762 31 LEARB28 4 LEARB24 4 0.598
10 LEARBS 2 UAY114 5 0762 32 LEARB20 4 LEARB19 4 0.593
11 LEARB18 4 LEARB10 2 0.758 33 LEARB23 4 LEARB24 4 0.593
12 LEARB1 1 LEARB20 4 0.758 34 UAY114 5 UAY110 5 0.593
13 LEARB22 4 LEARB2 1 0.758 35 UAY103 6 UAY104 6 0.593
14 LEARB30 4 LEARB10 2 0.758 36 LEARB26 4 LEARB23 4 0.587
15 LEARB3 1 UAY101 6 0.758 37 UAY104 6 UAY106 6 0.587
16 UAY104 6 LEARB1 1 0.753 38 LEARB3 1 LEARB2 1 0.581
17 LEARB3 1 LEARB16 4 0.753 39 LEARB21 4 LEARB19 4 0.581
18 LEARB20 4 LEARB13 2 0.753 40 LEARB12 2 LEARB9 2 0.575
19 LEARB22 4 LEARB10 2 0.753 41 LEARB18 4 LEARB21 4 0.575
20 LEARB11 5 LEARB3 3 0749 42 UAY113 5 UAY108 5 0.569
Distancia genética intermedia 43 UAY101 6 UAY103 6 0.539
21 LEARB1 1 LEARBY7 3 0.697 44 LEARB28 4 LEARB29 4 0.533
22 LEARB7 3 LEARBS8 2 0697 45 LEARB17 4 LEARB16 4 0.507
23 LEARB16 4 LEARB11 2 0.693 46 LEARB16 4 LEARB15 4 0.465

LEARB: lineas experimentales de maiz amarillo de Rio Bravo, UAY: lineas de Universidad
Agraria Antonio Narro, G: grupos, DG: distancia genética.
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Resultados de campo
El analisis de varianza (Cuadro 1.3) arrojo diferencias significativas (P < 0.01) entre genotipos
para las variables rendimiento (REND), porcentaje de desgrane (PDG), porcentaje de humedad
(PHU), namero de hileras (NH), relaciones de diametro/longitud de mazorca (DMZ/LMZ), altura
de planta/altura de mazorca (ALPL/ALMZ), donde probablemente la divergencia genética
encontrada entre las lineas progenitoras involucradas en la formacion de los hibridos jugd un
papel importante. Al respecto Falconer y Mackay (1996) mencionan que existe una relacion

positiva entre la heterosis de un hibrido y las distancias genéticas de sus padres.

Cuadro 1.3. Cuadrados medios y significancia del analisis de varianza de 46 hibridos de

cruzas simples de maiz amarillo con informacion molecular.

F.V GL REND PDG PHU NH DMZ LMZ ALPL ALMZ

Localidades (L) 1 901.0** 32.8*  893.5**  239.3** 244*  133.2** 109920.5**  52511.7**
Repeticiones/L 4 8.3**  57.1*%* 49.5** 1.6 0.1%* 22.5%* 265.8* 85.5
Genotipos (G) 45 7.6**  37.5** 12.7%* 5.2%* 0.3** 8.9%* 1170.23** 323.4**
GxL 45 1.0**  14.5%* 2.5 1.0 0.0** 1.4* 103.2 49.6
Error 18 0.6 6.3 25 0.7 0.0 0.9 83.7 47.6

0

C.V. (%) 134 2.9 12.0 5.9 3.0 6.5 4.7 10.6
Media 5.8 84.4 13.7 14.1 4.2 14.6 1925 64.8

*, **: significativo a 0.05 y 0.01, respectivamente. F.V: fuentes de variacion, GL: grados de libertad,
REND: rendimiento de grano, PDG: porcentaje de desgrane de la mazorca, PHU: porcentaje de humedad
del grano, NH: numero de hileras, DMZ: didmetro de mazorca, LMZ: longitud de mazorca, ALPL: altura

de planta, ALMZ: altura de mazorca, C.V.: coeficiente de variacion.
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En cuanto a localidades también se presentaron diferencias estadisticas (P < 0.01) para casi
todas las variables de estudio, con excepcion de PDG, con significancia (P < 0.05). Los resultados
encontrados se deben, posiblemente, a las diferentes condiciones ambientales y fisico-quimicas
del suelo en cada localidad de estudio. En relacion con la interaccion genotipo x localidad, se
encontraron diferencias (P < 0.01 y 0.05) en rendimiento, porcentaje de desgrane, didmetro y
longitud de mazorca. Estos resultados concuerdan con los de Ghosh et al. (2014) quienes
encontraron que los componentes de rendimiento en maiz varian entre genotipos y localidades,
por lo que es complicado la seleccion de genotipos con adaptacion a las condiciones ambientales
en diversas localidades.

En el Cuadro 1.4 se presenta la comparacion de medias de diez hibridos, que corresponde al 20
% en relacién al total del numero de cruzas formadas, donde las primeras cinco cruzas superaron
en gran medida a la media del experimento con base en rendimiento y demas variables. Los
genotipos oscilaron en rendimiento entre 3.2 y 9.1 t ha, sobresaliendo de manera notoria los
hibridos LEARB9 x UAY113, LEARB3 x UAY101 y LEARB9 x UAY111, cruzas en pares de
lineas predichas con mayores distancias genéticas. Asi mismo, los hibridos del 6 al 10 son los que
presentaron inferioridad en sus componentes de rendimiento, ya que sus progenitores provienen
de cruzas con distancias genéticas bajas.

Con base en la media general (5.8 t hal), se obtuvieron 20 hibridos superiores, lo que sugiere
que alrededor del 55 % de las combinaciones hibridas exhibieron altos rendimientos con relacion
a sus distancias genéticas, 15 % con distancias genéticas intermedias y 30 % fueron con DG baja.

Por lo tanto, se observa una asociacion positiva, donde la divergencia parental y distancias

genéticas altas tienden a producir hibridos con altos rendimientos. Al respecto Ghosh et al.
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(2018) observaron que al cruzar lineas con divergencia genética intermedia producen genotipos

con rendimiento superiores a sus progenitores.

En cuanto a PDG, se encontraron materiales con valores de 75.7 a 86.9 %, lo que permite

identificar materiales con alto porcentaje de desgrane en mazorca, lo cual puede contribuir a un

mayor rendimiento. Para PHU, las cruzas fluctuaron de 10.4 a 17.1 %, lo que permite clasificar

genotipos con caracteristica de precocidad, tardios e intermedios.

Cuadro 1.4. Medias de diez hibridos (H) de maiz con mayor (H 1-5) y menor (H 6-10)

rendimiento y sus componentes con relacion a sus distancias genéticas en Diaz Ordaz

y Rio Bravo, Tamaulipas, México.

No. Hibridos REND PDG PHU NH DM LM ALPL ALMZ
1 LEARB9 x UAY113 9.1a 86.9 155a-d 13.7c-h 46a-e 16.2a-d 1932ae 70.0a-d
abc
2 LEARB3 x UAY101 82ab 853ae 16.8ab 144b-g 45ah 16.3abc 206.0a 71.3ad
3 LEARB9 x UAY111 79abc 84.4a-e 16,6 144b-g 4.7ad 16.3abc 205.5ab 80.0 ab
abc

4 UAY103 x UAY104 7.4a-d 829b-e 171a 14.2cg 45a-g 15.0b-j 178.9d-g 61.7 c-f
5 UAY104 x LEARB1 73ae 847a-e 1l46ae 135c-h 43el 146b-k 195.0a-e 68.3ad
6 LEARB28 x LEARB29 4.6j-m 819c-f 104f 13.6c-h 4.0nop 18.1a 187.6a-f 69.3a-d
7 LEARB16 x LEARB11 42klm 84.0a-e 12.4def 14.1cg 4.1j-n 135f-k 196.1a-e 59.1 c-f
8 LEARB16 x LEARB15 41ml 833a-e 11.6 ef 120h 4.0 nop 13.9e-k 184.6 b-f 49.8 fg
9 UAY113 x UAY108 33m 7579 139af 144b-g 41jn  128jk  1245h 40.1g
10 LEARB17 x LEARB16 32m 818c-f 12.0def 12.8fgh 3.7p 13.1ijk 175.8efg  50.5 efg
Media general 5.8 84.4 13.7 141 4.2 14.6 192.5 64.8
DSH (0.05) de Tukey 1.80 5.8 3.6 1.9 0.2 2.2 21.1 16.0

REND: rendimiento de grano en t hat, PDG: porcentaje de desgrane, PHU: porcentaje de humedad del

grano a la cosecha, NH: numero de hileras, DMZ: diametro de mazorca, LMZ: longitud de mazorca,

ALPL: altura de planta, ALMZ: altura de mazorca, DSH: diferencia significativa honesta.
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Las cruzas con mayor NH fueron LEARB3 x UAY101, LEARB9 x UAY111l y UAY113 x
UAY108 con valores de 14.4. Para el caso de DM los valores oscilaron entre 3.7 y 4.7,
sobresaliendo el hibrido LEARB9 x UAY111. En cuanto a LM los genotipos sobresalientes son
LEARB28 x LEARB29, LEARB3 x UAY101 y LEARB9 x UAY111, con valores de 18.1y 16.3
cm. Con respecto a ALPL y ALMZ, los materiales sobresalientes fueron LEARB3 x AUY 101 y
LEARB9 x UAY111. Asi mismo, se observa en el Cuadro 1.4 que los hibridos predichos con
menores distancias genéticas tienden a tener de manera general una reduccién en sus
componentes de rendimiento, debido al nivel de coancestria involucrado en las combinaciones de

pares de lineas.

Analisis de regresion

El analisis de regresion lineal entre las distancias genéticas (DG) de las lineas progenitoras con
el rendimiento (REND) de los hibridos resultantes mostré significancia estadistica (P < 0.01) para
el modelo, con un coeficiente de regresion de 4.77 t ha y un coeficiente de determinacion R? =
0.14, lo que indica que las lineas con mayor DG generan hibridos de mayor rendimiento (Figura 2
A), con incrementos de 0.477 t ha por cada décima de aumento en sus distancias genéticas
determinadas por los microsatélites. Si bien el coeficiente de determinacion es relativamente bajo,
el esquema puede ser Gtil para predecir por si mismo hibridos sobresalientes o por lo menos para
reducir el volumen de materiales involucrados en las evaluaciones de lineas por sus efectos de
ACG y ACE, con el consecuente ahorro de recursos economicos, tiempo y esfuerzos que estas
evaluaciones implican dentro de un programa de mejoramiento genético. En un estudio realizado
por Dermail et al. (2019) se encontrd que la distancia genética basada en SSR no pudo ser un

predictor confiable, ya que se obtuvo una relacion baja y no significativa entre las distancias
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genéticas basadas en SSRs y el rendimiento de los hibridos, la heterosis y el ACE para todos los

rasgos observados.

o
—
(e 2]

9] y=47733+25734 . 171 y=21703x+ 12724 .
_ R2 = 0.1406 £ R2=0.0426 .
e ‘e 9 16
& [ Y =
e 7 . . CRER ‘. s N
2 ¢ o ¢ < o o L
S 6 . . $14 ’,—.fM-—_——*
E LX) H E L ] ° ‘. ¢
5 ° * . 9 © 13 . *
c L E .
&4 . ‘ 2121 .
[ ] [ )
3 A) 111 B)
2 . . . . . . . 10 . . . . . . .
040 045 050 055 080 065 070 075 080 040 045 050 055 060 065 070 075 080
50 19
_ ¥ = 0.6364x + 3.8405 18 | y=-0.7857x+ 15.231
£481 " Re=o0s78 . R?=0.0033
S 46 e’ 817 R
S o3 . ¢ S 16 - o3 e
Q44 1 . o0 (] Q e °°* r
€42 /__ﬂ.,’-./T £ 15 N H
o b 4 - © 14 1 . . *
040 . ’ . b . . .
- . . o EREE e . ¢ *
® £ [] []
E38] . 212
- =}
038 1 C) =11 4 D)
34 . . . . . . . 10 . . . . . . .
040 045 050 055 060 065 070 075 080 040 045 050 055 060 065 070 075 080
90 18
Ses | yTABX+TI618 e . * <171 y=3.8691x+ 10556 . .
< R2=0.0641 . . -~ S 16 R?=0.0554
£ 8 o0 % o .
g [ 45 T 15 | . .
o84 ) £ 14 . * ?
o [] s '{o 2 " .
o 82 . o PRE ) g
® 80 * ' 212 . o . ¥ .
T © L . .
£ )
[] [ )
0 . 210 ¢
[« Q
g7 . E) & g4 F)
74 . . . . . . . 8 - . . : . . .
040 045 050 05 060 08 070 075 080 040 045 050 055 060 065 070 075 080

27



N

n

o
[{s]
o

y=84.158x+135.59

~ y=42.394x+36.137 .
R?=0.2861 & .

R2=0.2627 .

n
o
o
[es]
o

-

®

=}
~
o

Altura de planta (cm)
>
o
[ )
Altura de mazorca (cm)
(2]
o

140 1 50 1 . L
L
120 A 40 A L]
G) H)
100 T T T T T T T 30 T T T . . . .
040 045 050 055 060 065 070 075 080 040 045 050 055 060 065 070 075 080
Distancia genética Distancia genética

Figura 2. Distancia genética vs. A) Rendimiento, B) Numero de hileras, C) Didmetro de mazorca,
D) Longitud de mazorca, E) Porcentaje de desgrane en mazorca, F) Porcentaje de humedad en
grano, G) Altura de plantay H) Altura de mazorca.

Por su parte, Crossa et al. (2014) encontraron estimaciones intermedias para el rendimiento de
grano y concluyeron que al aumentar la densidad de los marcadores aumenta la capacidad de
prediccion de los modelos en la mayoria de las combinaciones predichas.

Con respecto a las variables de NH y DMZ (Figuras 2 B y C), éstas mostraron coeficientes de
regresion lineal positivos de 2.17 y 0.63 cm, pero sin significancia estadistica para el modelo, con
coeficientes de determinacion de R? = 0.04 y 0.05 %, respectivamente, lo que indica que el
modelo de regresion lineal en funcion de distancias genéticas tuvo una pobre asociacion en estas
variables. En lo referente a la variable LMZ se encontrd un coeficiente de regresion negativo y no
significativo de -0.785 cm y coeficiente de determinacion R?= 0.003, lo cual demuestra que no
existe una relacion directa entre las distancias genéticas y LMZ (Figura 2 D). Resultados
diferentes encontraron Tomkowiak et al. (2020) al evaluar varios marcadores moleculares en
relacion a las distancias genéticas en la expresion de la heterosis en maiz, y concluyeron que
cuanto mayor sea la distancia genética determinada mediante marcadores SSR, mayor sera el

efecto de la heterosis para longitud de mazorca, diametro de mazorca y numero de hileras
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En la Figura (2 E) se observa una respuesta positiva con significancia estadistica (P < 0.05) en
la variable porcentaje de desgrane en mazorca (PDG), con un coeficiente de regresion del 7.13 %
y coeficiente de determinacion de R? = 0.06; lo anterior indica que por cada décima de distancia
genética en proporcidn a sus progenitores se presenta un aumento en PDG del 0.713; asi mismo,
se infiere que a mayor divergencia genética existente entre los padres involucrados en las
combinaciones hibridas, el PDG de su progenie sera mayor, pues es deseable un mayor porcentaje
de desgrane de las mazorcas; caso contrario ocurrié en porcentaje de humedad (PHU), ya que
obtuvo una respuesta positiva, pero sin significancia estadistica (Figura 2 F); el PHU obtuvo un
coeficiente de regresion del 3.86 % y coeficiente de determinacion de R?= 0.05.

En cuanto a las variables de altura de planta y de mazorca (Figura 2 G y H) se observaron
respuestas positivas y alta significancia estadistica del modelo (P < 0.01), con coeficientes de
regresion de 84.15 cm para ALPL y 42.39 cm en ALMZ; asi mismo, los coeficientes de
determinacion para estas variables fueron R? = 0.28 y 0.26, respectivamente. Las altas
significancias expuestas para estas variables se pueden atribuir a que existe una relacién
moderada en ALPL y ALMZ con respecto a sus distancias genéticas, y de hecho se sabe que
ambas variables estan estrechamente correlacionadas. Caso contrario fue reportado por Dhliwayo
et al. (2009), quienes encontraron que las distancias genéticas no se asociaron de manera
significativa con altura de planta y de mazorca de hibridos de maiz entre lineas del CIMMYT y

del Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA) de Nigeria.

1.6 Conclusiones
La efectividad en la prediccion de hibridos sobresalientes de cruzas simples de maiz amarillo,

con base en las distancias genéticas de sus progenitores, depende de la variable de interés. Para el
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caso de la variable rendimiento, el analisis de regresion lineal revel6 una asociacion baja, pero
significativa (P < 0.01 y 0.05) entre DG vs REND, con coeficientes de regresion de 4.77 t ha y
con coeficientes de determinacion R?= 0.14. Las variables de porcentaje de desgrane, nimero de
hileras, diametro de mazorca, porcentaje de humedad, longitud de mazorca y rendimiento tienen
una relacion baja entre sus distancias genéticas, en tanto que, las caracteristicas de altura de
planta y de mazorca tuvieron asociacion moderada y con significancia estadistica. Se
identificaron tres hibridos sobresalientes en rendimiento y sus componentes, que combinaron
pares de lineas con las mayores distancias genéticas. Los marcadores moleculares de tipo SSR
mostraron un poder moderado en la prediccion del desempefio de hibridos de cruza simple de
maiz, pero con la ventaja de ahorros en tiempo y recursos al no involucrar pruebas de aptitud
combinatoria. Se aporta evidencia sobre la factibilidad de utilizar SSRs como una herramienta

eficaz dentro de un programa de mejoramiento genético para la generacion de nuevos hibridos.
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CAPITULO Il. DESARROLLO DE HIBRIDOS DE I\/]AI’Z DE CRUZA SIMPLE CON
DIFERENTES ESTRATEGIAS DE SELECCION DE PROGENITORES
2.1 Resumen

El éxito de un programa de mejoramiento genético por hibridacion depende de la correcta
seleccion de sus progenitores y el uso eficiente de los métodos genotécnicos para la formacion de
los hibridos. EI objetivo del presente estudio fue evaluar la eficiencia de la seleccion de
progenitores de hibridos de maiz de cuza simple mediante marcadores moleculares de tipo
microsatélite en comparacion con la prueba de lineas per se y pruebas de aptitud combinatoria
general. Para la formacion de los hibridos se utilizaron 27 lineas de maiz del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricola y Pecuarias (INIFAP) y 10 de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN). Se generaron 20 hibridos de cruza simple con informacién
molecular con base en la divergencia genética de las lineas parentales, 28 hibridos con
informacién de la evaluacion de las lineas per se y 15 hibridos con informacion de aptitud
combinatoria general mediante evaluacién de mestizos, y se usaron 7 testigos comerciales de la
region norte de Tamaulipas, México. La evaluacion de los hibridos se realiz6 en dos localidades
de Tamaulipas, mediante un disefio latice 10 x 10 con tres repeticiones. Se evaluaron las variables
de rendimiento de grano (REND), porcentaje de desgrane en mazorca (PDG), nimero de hileras
(NH), diametro y longitud de mazorca (DMZ, LMZ), dias a floracién masculina y femenina
(DFM, DFF), altura de planta y de mazorca (ALPL, ALMZ). Se realizd un analisis de varianza
combinado con los 70 hibridos y contrastes ortogonales con las medias de los hibridos obtenidos
con las tres estrategias de seleccion de progenitores. Se detectaron diferencias significativas en
todas las variables entre los genotipos (P < 0.01), entre ambientes (P < 0.01 y P <0.05) y en la
interaccion genotipo x ambiente (P < 0.01 y P < 0.05) s6lo en las variables NH, DMZ, DFM y

DFF. Los hibridos con rendimiento superior a los 9 t ha? fueron P3097, P3092, 30F53 y
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LEARB9 x UAY113, este Gltimo obtenido mediante las estrategias de marcadores moleculares
con mayor distancia genética entre pares de lineas. Los contrastes ortogonales mostraron
diferencias estadisticas (P < 0.01) para el método molecular vs evaluacion de lineas per se y
aptitud combinatoria general por prueba de mestizos para las variables de REND, DMZ, ALPL y
ALMZ,; asi mismo, se detecto significancia (P < 0.01) en el método per se vs. mestizos en ALPL
y ALMZ. Los marcadores moleculares de tipo SSRs revelaron informacion atil para la formacion
de hibridos simple de maiz con potencial para ser utilizados como herramientas auxiliares en los
programas tradicionales de hibridacion.

Palabras clave: Zea mays L., cruzamientos, hibridacion, marcadores moleculares, métodos

genotécnicos.

2.2 Summary

The success of a breeding program through hybridization depends on the correct selection of
parents and the efficient use of breeding methods for the formation of hybrids. The objective of
this study was to evaluate the efficiency of progenitors selection for single cross maize hybrids by
means of molecular markers in comparison to the per se lines and general combining ability tests.
Twenty-seven maize lines from the Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) and 10 from the Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN)
were used to form the hybrids. Twenty single cross hybrids were generated with molecular
information based on the genetic divergence of the parental lines, 28 hybrids with information
from the evaluation of the lines per se, 15 hybrids with information on general combining ability
through evaluation of crossbreeding, and 7 commercial hybrids from the northern region of

Tamaulipas, Mexico were used as controls. The evaluation of hybrids was carried out in two
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localities in Tamaulipas, by means of a 10 x 10 lattice design with three replications. Traits of
grain yield (GRY), percentage of grain on the ear (PGE), kernel row number (KRN), diameter
and length of the ear (DE/LE), days to male and female flowering (DMF, DFF), and plant and ear
height (PLH, EH) were evaluated. Analysis of variance combined across localities and orthogonal
contrasts with the means of the hybrids obtained with the three strategies of parents selection for
the 70 hybrids were carried out. Significant statistical differences were detected for all variables
studied among genotypes (P < 0.01), between environments (P < 0.01 and P < 0.05), and in the
genotype x environment interaction (P < 0.01 and P < 0.05) for traits KRN, DE, DMF and DFF.
Hybrids with yields greater than 9 t ha™* were P3097, P3092, 30F53 and LEARB9 x UAY113, the
latter obtained using molecular marker strategies with greater genetic distance between line pairs.
Orthogonal contrasts showed statistical differences (P < 0.01) for the molecular method vs.
evaluation of lines per se and general combining ability by top crosses test for traits GRY, DE,
PLH and EH; likewise, significance (P < 0.01) was detected between the per se method vs. top
crosses method for PLH and EH. SSR molecular markers revealed useful information for the
assembling of single-cross maize hybrids with potential to be used as assistance tools in
traditional hybridization programs.

Index words: Zea mays L., breeding methods, crossing, hybridization, molecular markers.

2.3 Introduccion
En los programas de mejoramiento genético es importante conocer el componente genético de
las lineas que se usaran como progenitores en la formacion de hibridos y variedades comerciales.
En el mejoramiento de plantas, se han desarrollado métodos genotécnicos para la evaluacion y

seleccién de las lineas sobresalientes para formar hibridos; entre las técnicas mas comunes se
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encuentran la de evaluacion de lineas per se para seleccionar aquellas con alto potencial de
rendimiento, buen comportamiento agrondémico y buena aptitud combinatoria (Buenrostro-Robles
et al., 2017) y la prueba de aptitud combinatoria general basada en la formacion y evaluacion de
mestizos, que permite determinar los efectos genéticos aditivo de las lineas (Sanchez-Ramirez et
al., 2020). Estas tecnicas juegan un papel importante dentro de un programa de desarrollo de
hibridos, al proporcionar informacion para identificar y seleccionar materiales que posiblemente
produciran progenie que presente altos niveles de heterosis en el rendimiento y sus componentes
(Vélez-Torres et al., 2018); sin embargo, esto conlleva un alto costo, tiempo y esfuerzo de los
fitomejoradores en las evaluaciones y seleccion de las lineas.

Por otro lado, gracias a los avances en la biologia molecular, se han desarrollado métodos de
identificacion y caracterizacion basados en el uso de marcadores moleculares que superan, en la
gran mayoria de los casos, algunas limitaciones de los métodos tradicionales (Azofeita —Delgado,
2006). Bajo este contexto, el uso de los marcadores moleculares de tipo microsatélites 0 SSRs
podria ser una alternativa como auxiliar de los métodos de mejoramiento tradicionales, ya que
puede proporcionar informacion a nivel genético de las lineas que sera util en identificar a los
progenitores para la generacion de hibridos, de acuerdo con su divergencia genética, con el fin de
involucrar cruzamientos en pares de lineas con relacion a sus distancias genéticas.

Los programas de mejoramiento de maiz (Zea mays L.) han evaluado varios métodos
tradicionales obteniendo diferentes niveles de éxito en la generacién de hibridos (Acevedo-Cortés
et al.,, 2020; Ramirez-Diaz et al., 2019; Rodriguez-Pérez et al., 2020); asi mismo, algunos
investigadores han considerado el uso de los marcadores moleculares como auxiliar de los
métodos tradicionales con la finalidad de predecir el desempefio heterético de los progenitores al

combinar pares de lineas en la formacion de hibridos (Beyene et al., 2019, Crossa et al., 2017,
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Lariépe et al., 2017; Marcon et al., 2019; Mwangangi et al., 2019; Nyaga et al., 2020); estas
investigaciones han demostrado que el uso de marcadores moleculares son eficientes, ya que
pueden dar predicciones precisas con relacion a sus parametros de rendimiento. Varios de estos
estudios han investigado la exactitud de los métodos tradicionales y moleculares para la
generacion de hibridos; sin embargo, los centros de investigacion dedicados al mejoramiento
genético deben tomar en cuenta los gastos en recursos econdémicos, tiempo y esfuerzo que implica
el uso de cada uno de ellos. A pesar de los avances a nivel mundial en la materia, en México las
técnicas moleculares han sido poco estudiadas para su aplicacion directa en mejoramiento
genético, especialmente en hibridacion de maiz. El objetivo de esta investigacion fue comparar la
eficiencia de los marcadores moleculares de tipo microsatélite o SSRs, en relacién a los métodos
genéticos tradicionales para generar hibridos de maiz en el norte de Tamaulipas, bajo la hipotesis
de que con el uso de los SSRs se obtendra como resultado la generacion de hibridos sobresaliente

en rendimiento.

2.4 Materiales y métodos
Material vegetal
Se utilizaron 37 lineas de maiz amarillo (S3 y Ss) como progenitores para generar 63 hibridos
de cruzas simples. Del total de las lineas 27 fueron originadas en el Campo Experimental Rio
Bravo (CERIB), Tamaulipas del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricola y
Pecuarias (INIFAP), codificadas como LEARB y 10 lineas provenientes de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), codificadas como UAY101, UAY103, UAY 104,
UAY105, UAY106, UAY108, UAY110, UAY11l, UAY113 y UAY114. Los hibridos se

realizaron con base en divergencia genética estimada con informacion molecular de marcadores
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SSRs, evaluacion de lineas per se, y seleccion de lineas por aptitud combinatoria general

mediante la formacidn y evaluacion de mestizos, las cuales se describen a continuacion.

Formacion de hibridos con informacion molecular

Extraccién de ADN genémico

Se realiz6 en primavera-verano del 2017 a partir de 100 mg de tejido del mesocétilo y
coleoptilo de tres plantulas individuales de ocho dias de edad por linea, mediante un kit comercial
para extraccion de ADN (ChargeSwitch g DNA Plant Kit, Invitrogen®), con un robot de
extraccion KingFisher Flex (Thermo Scientific®, Waltham, Maryland, USA), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La concentracion y calidad del ADN extraido fue determinada
mediante lecturas de absorbancia a 260/280 nm en un espectrofotdmetro de ultra bajo volumen
(NanoDrop™ 2000c, Thermo Scientific®, Wilmington, USA).

Genotipeo de las lineas con microsatélites

Se analizaron tres individuos de cada una de las lineas mediante 22 loci de secuencias simples
repetidas de ADN (Cuadro 2.1). Los microsatélites utilizados se encuentran en la base de datos

Maize Genetics and Genomics Database (http://www.maizegdb.org/ssr.php).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se llevo a cabo en un termociclador (Gene AMP PCR® System 9700, Singapur). La
amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial de 4 min a 95 °C, seguida de 24 ciclos de
1 min a 95 °C (desnaturalizacién), 2 min a 55 °C (alineacion) y 2 min a 95 °C (extension) y una
extension final de 1 h a 72 °C. Cada reaccion individual consistié de 2 pL de 10X Buffer PCR
(500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 9.0 at 25 °C), 0.4 uL de 10mM dNTPs (2.5 mM cada uno

dNTP), 1.2 pL de 25 mM MgCl2, 0.2 pL de Taqg DNA polimerasa (1 unidad total), 2.5 uL de
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ADN molde (10 ng pL™?), 2.0 pl de 4 pM de cada par de iniciadores (1pL de cada uno, adelante y

reversa) y 11.7 uL de agua destilada dos veces.

Cuadro 2.1. Loci de microsatélites e iniciadores utilizados para el estudio de microsatélites

en lineas de maiz.

Locus BIN Tamafio de Iniciador hacia adelante//Iniciador en reversa

fragmento (pb)
phil27 2.07 105-126 NED-ATATGCATTGCCTGGAACTGGAAGGA//AATTCAAACACGCCTCCCGAGTGT
phi051 7.06 136-154 6-FAM-GCGAAAGCGAACGACAACAATCTT//ACATCGTCAGATTATATTGCAGACCA
phil15 8.03 292-312 HEX-GCTCCGTGTTTCGCCTGAA//ACCATCACCTGAATCCATCACA
phi033 9.02 224-270 6-FAM-ATCGAAATGCAGGCGATGGTTCTC//ATCGAGATGTTCTACGCCCTGAAGT
phi072 401 134-163 6-FAM-GTGCATGATTAATTTCTCCAGCCTT//IGACAGCGCGCAAATGGATTGAACT
phi093 4.08 272-296 NED-GTGCGTCAGCTTCATCGCCTACAAG//CCATGCATGCTTGCAACAATGGATACA
phi024 5.00 354-376 HEX-CTCCGCTTCCACTGTTCCA//TGTCCGCTGCTTCTACCCA
phi085 5.06 233-266 6-FAM-AGCAGAACGGCAAGGGCTACT/ITTTGGCACACCACGACGA
phi121 8.04 93-105 6-FAM-AGGAAAATGGAGCCGGTGAACCA//ITTGGTCTGGACCAAGCACATACAC
phi056 1.01 231-278 NED-ACTTGCTTGCCTGCCGTTAC//CGCACACCACTTCCCAGAA
phi064 111 75-121 HEX-CGAATTGAAATAGCTGCGAGAACCT//ACAATGAACGGTGGTTATCAACACGC
phi96100 2.00-2.01 218-300 6-FAM-AGGAGGACCCCAACTCCTG//TTGCACGAGCCATCGTAT
phi101249  ? 114-161 NED-TTCCTCCTCCACTGCCTC//AAGAACAGCGAAGCAGAGAAGG
phi029 3.04 139-176 NED-TCTTTCTTCCTCCACAAGCAGCGAA//[TTTCCAGTTGCCACCGACGAAGAACTT
phi073 3.05 186-203 HEX-GTGCGAGAGGCTTGACCAA//AAGGGTTGAGGGCGAGGAA
phi96342 10.XX 223-256 6-FAM-GTAATCCCACGTCCTATCAGCC//TCCAACTTGAACGAACTCCTC
phi427913 1.XX 117-207 NED-CAAAAGCTAGTCGGGGTCA//ATTGTTCGATGACACACTACGC
phi402893  2.00 205-243 HEX-GCCAAGCTCAGGGTCAAG//CACGAGCGTTATTCGCTGT
phi308090  4.01-4.04  190-226 6-FAM-CAGTCTGCCACGAAGCAA//CTGTCGGTTTCGGTCTTCTT
phi330507  5.02-5.06  128-161 NED-GTAAAGTACGATGCGCCTCCC//ICGGGGTAGAGGAGAGTTGTG
phi213398  4.01-4.04  287-320 6-FAM-GTGACCTAAACTTGGCAGACCC//CAAGAGGTACCTGCATGGC
phil59819  6.00-6.08  119-139 6-FAM-GATGGGCCCTAGACCAGCTT//GCCTCTCCCATCTCTCGGT

Electroforesis y analisis de fragmentos
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Los productos de PCR se evaluaron por electroforesis vertical (MG33-1063, C.B.S. Scientific®

Del Mar California, EUA). Se emplearon geles de acrilamida al 8 % (CIMMYT, 2006), la
separacion de fragmentos de menor peso molecular (75-278 pb) se llevé a cabo durante 180 min a
250 volts, mientras que para fragmentos con mayor peso molecular (105-376 pb) la separacion de
fragmentos se efectud durante 240 min a 250 volts. El revelado se hizo con AgNOs (Sigma®,
EUA) de acuerdo con la metodologia de CIMMYT (2006). Los geles se fotodocumentaron con un
transluminador MiniBis Pro 16 mm (Bio Imaging Systems®, Jerusalén, Israel).

Anélisis de la informacion molecular

A partir de la lectura directa de los geles se gener6 un perfil alélico para cada una de las lineas
y con esta informacion se generd una matriz de distancias genéticas de Rogers modificadas por
Wright (1978) mediante el programa computacional NTSYS (Rohlf, 2009) y se realizd un
analisis de conglomerados con base en las distancias genéticas mediante el método de
agrupamiento UPGMA.

La formacién de hibridos a partir de la informacion molecular se realiz6 en primavera-verano
de 2018 en el Campo Experimental Rio Bravo, Tamaulipas. Se generaron 20 cruzas simples con

mayor distancia genética través de cruzas planta a planta en pares de lineas.

Formacion de hibridos mediante evaluacién de lineas per se
La evaluacion de las lineas se realiz6 bajo condiciones de riego en el ciclo primavera-verano
del 2018 en el Campo Experimental Rio Bravo, Tamaulipas. El ensayo de las lineas se establecio
bajo un disefio experimental de bloques completos al azar con tres repeticiones. La unidad
experimental consistid de cuatro surcos de 5 m de largo con una separacién entre surco de 0.82

m, con una densidad de poblacion aproximada de 65,000 plantas por hectarea. Al momento de la
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cosecha se colectaron 40 plantas con competencia completa para estimar variables de rendimiento
y agronomicas. Se realiz6 un analisis de varianza utilizando el programa estadistico de SAS®
version 9.4 (SAS Institute Inc., 2011) y la comparacion de medias mediante la prueba de Tukey
(P <£0.05). Una vez analizados los resultados se seleccionaron ocho lineas sobresalientes con base
en su informacion per se, que posteriormente se utilizaron para formar 28 hibridos de cruza

simple en el ciclo otofio-invierno del 2019, a traves de cruzas dirigidas.

Formacion y evaluacion de mestizos y generacion de hibridos con informacion de
mestizos

Se formaron 37 mestizos en el ciclo primavera-verano del 2018 mediante el establecimiento de
las lineas en un lote aislado en el CERIB, Rio Bravo, Tamaulipas, teniendo como probador a la
linea LRB-3A proveniente del programa de mejoramiento genético del INIFAP-Campo
Experimental Rio Bravo, Tamaulipas. La evaluacion de los mestizos se realizo en el ciclo otofio-
invierno de 2019, en un disefio experimental de bloques completos al azar con tres repeticiones;
la parcela experimental consistié de cuatro surcos de 5 m de largo con 0.82 m entre surco. Al
momento de la cosecha se colectaron 40 plantas con competencia completa para estimar variables
de rendimientos y agrondémicas. Se realiz6 un analisis de varianza y una prueba de medias de
Tukey (P < 0.05) con el uso del programa estadistico de SAS version 9.4 (SAS Institute Inc.,
2011). Con la informacion generada de los mestizos se seleccionaron las mejores ocho lineas con
base en sus parametros de rendimiento y con ellas se logr6 la formacion de 15 hibridos de cruza
simple mediante polinizaciones manuales planta a planta en el ciclo primavera-verano de 2019.

Evaluacion de los hibridos formados con las tres metodologias
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Se evaluaron en total 70 hibridos de maiz, de los cuales 63 son hibridos experimentales por el
programa genético del INIFAP-CERIB y 7 hibridos comerciales de la region usados como
testigos, las cuales son INIFAP (H-443A, 23 x 19), Syngenta (SYN307) y Pionner (P3097,
P3092, 30F53). Los hibridos de cruza simple generados se establecieron bajo condiciones de
riego en las localidades de Rio Bravo y Diaz Ordaz, en el norte del estado de Tamaulipas en el
ciclo otofio-invierno de 2020.

Disefio experimental

Los experimentos se establecieron bajo un disefio experimental de latice 10 x 10 con tres
repeticiones en cada ambiente; la unidad experimental consistié en dos surcos de 5 m de longitud
a una distancia entre surcos de 0.8 m y a una distancia entre plantas de 0.20 m con una densidad
de poblacion de 62,500 plantas ha™.

Variables evaluadas

Se evaluaron los dias a floracion masculina y femenina (DFM y DFF), cuando el 50 % de las
plantas presentaron anteras dehiscentes (floracion masculina) y estigmas receptivos (floracion
femenina); altura de planta y de mazorca en cm (APL y AMZ) en cinco plantas representativas de
la parcela para posteriormente registrar la altura promedio de la base del tallo hasta la hoja
bandera y de la base del tallo hasta la insercion de la mazorca, respectivamente; diametro y
longitud de mazorca en cm (DMZ y LMZ) en cinco mazorcas representativas por parcela en la
parte central y desde la base hasta la punta de la mazorca, respectivamente; nimero de hileras por
mazorca (NH) en la parte media de la misma; porcentaje de desgrane (PDG), obtenido de la
relacién entre el peso del grano y el peso total de la mazorca; rendimiento de grano (REND), que
fue estimados con base en el peso de campo de cada parcela, con el respectivo ajuste por el

porcentaje de desgrane, extrapolando a t ha* ajustado al 14 % de humedad.
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Anélisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza combinado a través de localidades y comparacion de medias
mediante la prueba de Tukey (P < 0.05) de las variables en estudio. El modelo aditivo lineal para
el analisis combinado fue:

Yik= p+ Aj + P, + Ci + (CA)ij + eij

Donde: yijx = observacion del i-ésimo genotipo en el j-ésimo bloque y k-ésimo ambiente, p =
media general, Aj = efecto del k-ésimo ambiente, Pk = efecto del j-ésimo bloque dentro del k-
ésimo ambiente, Ci= efecto del i-ésimo genotipo, (CA);; = efecto de la interaccion entre el i-ésimo
genotipo y el k-ésimo ambiente, ejjx = efecto aleatorio del error de la unidad experimental.

Los hibridos formados con base en las mayores distancias genéticas entre sus progenitores (20
hibridos), 28 hibridos formados con informacidon de lineas per se y 15 hibridos formados con base
en aptitud combinatoria general de las lineas a través de mestizos fueron sometidos a un analisis
de contrastes ortogonales, con el fin de comparar los tres métodos y observar la eficiencia relativa
de cada uno de ellos en la formacién de los hibridos. Para la ejecucion del analisis de varianza
combinado y contrastes ortogonales se utilizé el programa estadistico de SAS® version 9.3 (SAS

Institute Inc., 2011).

2.5 Resultados y discusién
Analisis de varianza
En el Cuadro 2.2 se observa que entre los genotipos hubo diferencias altamente significativas
(P <0.01) para rendimiento de grano (REND), porcentaje de desgrane (PDG), numero de hileras
(NH), diametro y longitud de mazorca (DMZ/LMZ), dias a floracién masculina y femenina

(DFM/DFF), altura de planta y de mazorca (ALPL/ALMZ). Las diferencias presentadas indican
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amplia divergencia en los hibridos de cruza simple, ya que los progenitores involucrados en las
combinaciones hibridas provienen de diferente fondo genético; por lo tanto, los resultados
obtenidos indican que del conjunto de hibridos evaluados en la zona del norte de Tamaulipas al
menos un genotipo es superior. Resultados similares fueron obtenidos por Ferdoush et al. (2017)
al encontrar en el ANOVA un alto grado de variacion entre los genotipos evaluados en relacion
con los parametros de rendimiento; asi mismo, Singh et al. (2017) revelaron diferencias
significativas para los caracteres de rendimiento, lo que indico la presencia de una variabilidad
genética amplia. Al respecto, Guillén-de la Cruz et al. (2009) mencionan que al incrementar la
diversidad genética de los padres también se incrementa las diferencias entre sus cruzas, en
caracteristicas agronomicas Y fisioldgicas. En relacion con la fuente de variacion de ambientes, se
detecto diferencias estadisticas altas (P < 0.01 y 0.05) para REND, PDG, NH, DMZ, LMZ, DFF,
DFM, ALPL y ALMZ. Al respecto, Cervantes-Adame et al. (2020) mencionan que las
diferencias en la expresion de los caracteres de rendimiento se ven asociadas a factores genéticos
y ambientales como lo es el clima, temperatura, precipitacion altitud y latitud, principalmente.
Estos resultados concuerdan con un estudio similar sobre seleccion de lineas y cruzas de alta
aptitud combinatoria para rendimiento y sus componentes realizado por Ramirez-Diaz et al.
(2019). Con relacion a la interaccion de genotipo por ambiente se encontré significancia
estadistica (P < 0.01 y 0.05) para las variables de NH, DM, DFM y DFF, lo que indica que los
hibridos no mantuvieron una produccién similar en los dos ambientes de evaluacion; en teoria,
esto reduce el progreso de la seleccion al ser una fuente de variacion que sesga la correcta

eleccion de genotipos  superiores con  adaptacion a una  region  amplia.
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Cuadro 2.2. Cuadrados medios y significancia del analisis de varianza en 96 hibridos de maiz amarillo en parametros de

rendimiento en Diaz Ordaz y Rio Bravo, Tamaulipas, México, 2020.

FV GL REND PDG NH DMz LMZ DFM DFF ALPL ALMZ

Ambientes (A) 1 1202.5** 20.7* 307.8** 34.4** 120.6** 5913.7**  7518.4** 182833.7**  84603.6**
Reps/A 4 12.4** 125.4** 0.9 0.09**  30.3** 1.3 1.5 159.2 59.7
Subl/Reps x A 54 1.0 6.4 0.7 0.02 1.7%* 1.0* 1.3** 123.5* 70.7**
Genotipos (G) 95 8.5%*  17.4** S.7**  0.2** 7.6%* 18.9** 18.4** 369.3** 258.6**
G XA 86 0.9 5.7 0.9* 0.02** 0.9 1.7%* 1.6** 90.2 54.7
Error 335 0.7 4.5 0.6 0.01 0.7 0.7 0.7 82.1 41.0
CV (%) 13.2 2.5 5.4 2.8 5.9 1.0 1.1 4.5 9.4
Media 6.5 85.2 14.1 4.3 14.9 78.1 79.3 197.5 67.4

*, **: significativo a P < 0.05 y 0.01, respectivamente. FV: fuentes de variacion, GL: grados de libertad, REND: rendimiento de grano, PDG:
porcentaje de desgrane, NH: nimero de hileras, DMZ: diametro de mazorca, LMZ; longitud de mazorca, DFM: dias a floraciéon masculina, DFF:
dias a floracion femenina, ALPL: altura de planta, ALMZ: altura de mazorca, Reps/A: repeticiones dentro de ambiente, Subl/Reps x A:

subbloques dentro de repeticiones por ambiente, G x A: interaccion genotipo por ambiente, CV: coeficiente de variacion.

45



En una investigacion realizada por Velazquez-Cardelas et al. (2018) se indica que este
fendmeno es una constante preocupacion para los fitomejoradores, especialmente cuando su
magnitud es grande, ya que obliga al mejorador a establecer ensayos en varias localidades para
identificar materiales con mayor estabilidad y mayor rendimiento de grano, o bien, conduce a la
recomendacion de nuevos materiales a un area agricola reducida, con la consecuente reduccion en
la eficiencia econdmica para la produccion de semilla. El rendimiento en la presente investigacion
tuvo una media general de 6.2 t ha, valor superior a la media del estado de Tamaulipas que fue
de 5.1 t hat en el afio 2019 (SIAP, 2020), por lo cual, al menos una cruza experimental podria ser
seleccionada para su uso comercial en la region noreste de México.

En el Cuadro 2.3 se presentan los mejores diez hibridos superiores con base en sus parametros
de rendimiento. De acuerdo con la prueba de medias, los hibridos testigos Pioneer P3097, P3092,
30F53 vy el hibrido experimental LEARB9 x UAY113 fueron estadisticamente similares, con
rendimientos de grano en 10.9, 10.6, 9.8 y 9.1 t ha’*, lo que indica que el hibrido experimental es
competitivo en rendimiento con los hibridos de las empresas comerciales de la region norte de
Tamaulipas. Asi mismo, la cruza LEARB9 x UAY113 fue diferente estadisticamente al hibrido
Syn307 (Syngenta) y H-443A (INIFAP), con rendimientos superiores de 300 y 800 kg ha?, este
ultimo, es un genotipo liberado por el INIFAP en el noreste de México. Estos resultados difieren
con los de Reyes et al. (2009), quienes obtuvieron rendimientos de 4.9 a 8.3 t ha* y un promedio
de 7.1 t hal en el hibrido H-443A, siendo competitivo con los testigos comerciales A-7573Y,
P30F53 y D-2020Y, que produjeron 6.8, 6.9 y 7.3 t ha, respectivamente.

Dentro del conjunto de genotipos seleccionados (Cuadro 2.3), los hibridos experimentales
LEARBY9 x UAY113 y LEARB3 x UAY101 se generaron con informacion molecular a través de

pares de lineas con mayor distancia genética.
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Cuadro 2.3. Medias de 10 hibridos de maiz amarillos generados con informacion molecular, de evaluacion de lineas per se y

pruebas de mestizos para parametros de rendimiento en Diaz Ordaz y Rio Bravo, Tamaulipas, México, 2020.

Hibridos REND PDG NH DMz LMZ DFM DFF ALPL ALMZ

P3097 109a 874ae 13.00-y 46b-g 17.0a-e 79.0i-r 79.6 i-r 217.8a 76.6a-C
P3092 106ab 86.6a-g 154aj 48ab 158b-n 81.1d-h 821b-g 206.8a-h 82.6 a
30F53 9.8abc 87.8ae 156a-g 49a 18 ab 81 d-i 81.6c¢c-i 202.18a-1 73.1a-g

LEARB9 x UAY113' 91ad 86.8af 13.6h-y 45b-i 16.2 a-l 81.0d-i 81.3e-k 193.1c-0 70.0a-k
SYN307 88b-e 886abc 154ai 46ae 156c¢cq 77.8n-w 786m-v 209.1af 73.0a-h
UAY103 x LEARB23 84cf 852ak 144d-t 4.6b-i 16.4a-i 78.1m-w 791-u  203.1a-k 70.1aj
UAY103 x LEARB2 84c-g 856ak 148c-0 4.6b-i 158b-0 7831-v  79.1k-t 201.3a-1 61.1d-n
H-443A 83c-h 854ak 138g-y 4.4d-q 16.1a-m 81.8 c-f 82c-h 190.3e-p 79.8abc
LEARB3 x UAY101f 82c-i 852ak 144d-t 45b-n 16.3a-j 80.0e-m 81.6 c-i 206.0a-i 713 a-j

UAY103 x LEARBS8 8lcj 879ae 132m-y 43eu 159an 7680-a 77.1ta 2006a-m 745a-f

TDetectado con informacion molecular. REND: rendimiento de grano, PDG: porcentaje de desgrane, NH: numero de hileras, DMZ: diametro de
mazorca, LMZ; longitud de mazorca, DFM: dias a floracion masculino, DFF: dias a floracion femenina, ALPL: altura de planta, ALMZ: altura de

mazorca.
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Al respecto Lariépe et al. (2017) encontraron que al involucrar las distancias genéticas entre
las lineas parentales de los hibridos se estima mejor la capacidad de combinacion potencial de las
lineas endogamicas cuando se cruzan con lineas no relacionadas entre si. Asi mismo, Marcén et
al. (2019) concluyeron que al utilizar marcadores moleculares de tipo SSR se tiene una relacion
significativa entre las distancias genéticas de los progenitores y la heterosis en algunos caracteres
morfo-agronémicos.

Los hibridos UAY103 x LEARB23, UAY103 x LEARB2 y UAY103 x LEARBS8 fueron
formados con informacion de las lineas per se, lo que indica que las lineas progenitoras de dichos
hibridos tienen una contribucion importante en la expresion del rendimiento en grano, lo cual
podria ser aprovechado en la liberacion como hibridos de cruza simples o para generar variedades
sintéticas dentro de un programa de mejoramiento genético de maiz (Guillén-De la Cruz et al.,
2009). Entre los hibridos generados con informacion de mestizos en este grupo selecto de
hibridos no se identificé ningun material sobresaliente en rendimiento y sus componentes.

Para la variable PDG todas las cruzas se comportaron de manera similar en comparacion con
los hibridos comerciales, lo cual indican que los genotipos descubiertos tienen caracteristicas
favorables en porcentaje de desgrane, factor importante para obtener un buen rendimiento de
grano. Con relacion a niamero de hileras (NH) y diametro de mazorca (DM), los testigos fueron
superiores a los hibridos experimentales, con valores de 15.6 y 15.4 en NH al igual que en DM,
con valores de 4.9, 4.8 y 4.6 en DM. Para LMZ, los genotipos sobresalientes fueron P3097,
30F53, LEARBY x UAY113, UAY103 x LEARB23, H443A, UAY101 x LEARB3 y UAY103 x
LEARBS. Resultados similares se han obtenido en diferentes estudios (Acevedo-Cortés et al.,
2020; Rodriguez-Pérez et al., 2020; Sanchez-Ramirez et al., 2020), al encontrar significancia en

los parametros de rendimiento en lineas de maiz y sus combinaciones.
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Para dias a floracién masculina y femenina los genotipos oscilaron entre 76.8 y 81.8 para
DFM, y entre 77.1 y 82.1 para DFF, mientras que para altura de planta y de mazorca los hibridos
fueron de 190.3 a 217 cm en ALPL y de 61.1 a 82.6 cm en ALMZ. Estos resultados demuestran
divergencia genética amplia de acuerdo al origen de las lineas usadas como progenitores en las
combinaciones hibridas, ademas del efecto de las condiciones climaticas y edaficas presentadas
en las diferentes etapas fenologicas del cultivo. Lo obtenido en este estudio concuerda con los
resultados de Velazquez-Cardelas et al. (2018), quienes al evaluar hibridos comerciales y
mestizos de maiz formados con germoplasma del INIFAP y CIMMYT, encontraron diferencias

significativas para casi todas las viables en estudio.

Contrastes entre metodologias

Un contraste es una combinacion lineal de los efectos de tratamientos; si el nimero de
tratamientos es k se pueden probar k-1 contrastes ortogonales (Rebolledo, 2002). EI Cuadro 2.4
muestra el analisis de varianza del experimento, donde se observa que la diferencia entre los
tratamientos (métodos de mejoramiento) resultaron altamente significativas (P < 0.01) para las
variables de rendimiento de grano (REND), altura de planta (ALPL) y altura de mazorca (ALMZ)
y significativa (P < 0.05) para didmetro de mazorca (DMZ), lo que indica que al menos un
método de eleccion de progenitores difiere del resto en relacion a estas variables.

En el Cuadro 2.5 se presenta la lista de los dos contrastes, donde se visualiza que el contraste 1
(molecular vs per se, mestizos) resulté significativo (P < 0.01 y 0.05) para rendimiento de grano,

diametro de mazorca, altura de planta y de mazorca.
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Cuadro 2.4. Cuadrados medios y significancia del analisis de varianza de tres métodos de eleccidn de progenitores en hibridos

de cruza simple de maiz, en Diaz Ordaz y Rio Bravo, Tamaulipas, México, 2020.

FV GL REND PDG NH DMZ LMZ DFM DFF ALPL ALMZ

Tratamientos 2 1.1** 3.6 0.9 0.0* 0.0 1.0 11 123.9*%* 18.4**
Bloques 5 10.0** 8.4* 2.6%* 0.2%* 2.0%* 75.4** 62.1** 1370.2** 636.4**
Error 0.1 2.5 0.1 0.0 0.1 1.3 1.3 16.3 2.2
CV (%) 5.2 1.8 2.2 15 3.0 14 11 2.0 2.2

*, **: significativo a P < 0.05 y 0.01, respectivamente. FV: fuentes de variacion, GL: grados de libertad, REND: rendimiento de grano, PDG:
porcentaje de desgrane, NH: nimero de hileras, DMZ: diametro de mazorca, LMZ; longitud de mazorca, DFM: dias a floracién masculina, DFF:

dias a floracion femenina, ALPL.: altura de planta, ALMZ: altura de mazorca.

Cuadro 2.5. Contrastes ortogonales de tres métodos de mejoramiento con informacion molecular, de evaluacion de lineas per se

y prueba de mestizos para la formacion de hibridos simples en maiz, en Diaz Ordaz y Rio Bravo, Tamaulipas, México,

2020.
Fuente de variacion G.L REND PDG NH DMz LMz DFM DFF ALPL ALMZ
Molecular vs per se y mestizos 1 1.9%* 3.7 0.0 0.0** 0.0 0.0 1.4 120.8* 0.4*
Per se vs mestizos 1 0.2 3.5 0.1 0.0 0.0 19 0.9 127.1* 36.4**

* **: significativo a P < 0.05 y 0.01, respectivamente. GL: grados de libertad, REND: rendimiento de grano, PDG: porcentaje de desgrane, NH:
namero de hileras, DMZ: diametro de mazorca, LMZ; longitud de mazorca, DFM: dias a floracion masculina, DFF: dias a floracion femenina,

ALPL: altura de planta, ALMZ: altura de mazorca.
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Lo anterior revela que el uso de los marcadores moleculares en un programa de
mejoramiento genético puede ser una herramienta Gtil para predecir eficazmente los
progenitores para la generacion de hibridos sobresalientes en estas caracteristicas. Al respecto,
Nyaga et al. (2020) sugieren que con la seleccion de las lineas parentales basada en
marcadores moleculares a través de sus distancias genéticas es posible desarrollar hibridos
sobresalientes para algunos parametros de rendimiento.

En este sentido, Tomkiwiak et al. (2020) sefialaron que al involucrar progenitores con
mayores distancias genéticas, determinadas a través de marcadores moleculares SSR, mayor
sera el efecto de heterosis para rendimiento y sus componentes; asi mismo, varios autores han
sefialado que el uso de los métodos tradicionales de mejoramiento genético asistidos con
marcadores moleculares da una mejor precision de prediccion en la generacion de hibridos
(Crossa et al., 2017; Mwangangi et al., 2019, Technow et al., 2014). Por otro lado, Beyene et
al. (2019) sefialan que al introducir los marcadores moleculares en la seleccion fenotipica
convencional es mas prometedor para acelerar el desarrollo y la liberacién de nuevos
genotipos a un costo menor, tiempo y esfuerzo.

El segundo contraste (per se vs. mestizos) reveld significancia (P < 0.01) en altura de
mazorca y (P <0.05) en altura de planta, sin diferencia en las demas variables de estudio. Esto
demuestra que en los materiales de este estudio el utilizar la seleccion per se de las lineas o el
uso de mestizo no difieren en relacién con los caracteres de rendimiento; sin embargo, si lo

hace en las variables agronémicas.

2.6 Conclusiones
El uso de las estrategias estudiadas para seleccion de lineas parentales generd diferentes
resultados en la formacion de hibridos de cruza simple de maiz, en diferente magnitud de

acuerdo con la variable de interés a mejorar. Se identificd un hibrido con rendimiento superior
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con base en distancia genética entre sus lineas parentales derivada con informacion molecular,
que fue competente con los testigos comerciales de la region. Los marcadores moleculares de
tipo microsatélite mostraron eficiencia en la prediccion del desempefio de hibridos de cruza
simple de maiz en comparacion de los métodos genotécnicos tradicionales per se y mestizos.
Los SSRs sirven como herramienta auxiliar dentro de los programas de mejoramiento
genético en plantas para la prediccion y generacion de nuevos hibridos simples, con la ventaja
de ahorros en tiempo y recursos al no involucrar pruebas de aptitud combinatoria de sus

progenitores.
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DISCUSION GENERAL

Las lineas de maiz en estudio derivan de germoplasma con adaptacion entre los 100 y 1800
msnm en la zona noreste de México. Se identificaron seis grupos bien definidos de acuerdo
con su perfil genético, que corresponden en gran medida con las procedencias genealégicas de
las lineas; asi mismo, en sus combinaciones hibridas se detectaron diferencias estadisticas
significativas entre los genotipos, localidades e interaccion genotipo por ambiente en la
mayoria de las variables analizadas, lo que indica la existencia de una gran diversidad genética
entre los pares de lineas involucradas;. tales diferencias se atribuye a que 27 lineas (Sz y Ss)
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) se
derivaron de la cruza de la Faja Maicera de los Estados Unidos B73 x Mo17 y 10 lineas (Sa)
de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAN) que se originaron de un
compuesto balanceado entre dos variedades sintéticas de la UAAAN y cuatro lineas
proporcionadas por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT). Al
respecto Liu et al., (2020) mencionan que la cruza entre B73 x Mo17 es una combinacién
clasica en los estudios de heterosis en los Estados Unidos; asi mismo, Mikel y Dudley (2006)
mostraron que la mayoria del germoplasma que forman los hibridos en EE.UU. se basa en
solo siete lineas puras: B73, Mol17, LH82, LH123, PH207, PH895 y PHG39, como se puede
apreciar, dos son lineas de instituciones publicas, B73 de la Universidad Estatal de lowa y
Mo17 de la Universidad de Minnesota, y las otras cinco son de empresas privadas. Ademas, el
mapa genético del maiz se basa en lineas endocriadas recombinantes desarrolladas a partir del
hibrido B73 x Mo17 (Swanson-Wagner et al., 2006). Por su parte, en México, instituciones
como CIMMYT e INIFAP en sus programas de mejoramiento genético de maiz han utilizado
a B73 y Mol17 como grupos heteroticos para la derivacion de lineas (Ramirez et al., 2013).
Con relacion al compuesto balanceado de donde se derivaron las lineas provenientes de la

UAAAN, se tratd de germoplasma tropical de grano color amarillo. Al respecto Ron-Parra y
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Hallauer, (1997) sefialaron que al utilizar materiales tropicales se presenta buena combinacién
con genotipos templados del grupo Stiff Stalk Synthetic, de donde proviene B73, en
comparacion con otras fuentes de clima templado. En este sentido, se comprende que los
resultados expuestos en este estudio se deban principalmente a la incorporacion de
germoplasma de diferente zona geografica y por consecuencia se expresan influencias
heteroticas en las variables de estudio. En esta perspectiva Reif et al., (2003) hacen referencia
gue una mayor heterosis en rendimiento de grano en maiz tropical se puede lograr con la
incorporacion de germoplasma exotico con el proposito de aumentar la distancia genética
entra las fuentes de grupos heterdpicos opuestos.

Falconer (1970) menciona que es necesario involucrar divergencia genética en las
poblaciones para tener una mayor expresion de heterosis en los caracteres y ésta se calcula
como HF1 = ¥ dy? donde: HF; es la heterosis exhibida en la Fi, “d” es el grado de
dominancia y “y” es la diferencia en la frecuencia génica de los padres de la cruza
(divergencia genética). En este contexto se argumenta que los hibridos con rendimientos
superiores a 7.9 t ha en el presente estudio son aquellos formados con pares de lineas
contrastantes y, por lo tanto, con mayor distancia genética. Al respecto, Hallauer et al. (2010)
mencionan que la heterosis expresada en los hibridos también depende de una amplia base
genética de las lineas progenitoras de las cuales se originaron las cruzas.

En la actualidad los programas de mejoramiento genético utilizan distintos métodos
genotécnicos para la seleccion y evaluacion de los progenitores, entre las mas comunes se
encuentran la de evaluacion de lineas per se y de aptitud combinatoria general mediante la
prueba de mestizos. Estas técnicas juegan un papel importante dentro de un programa de
desarrollo de hibridos, al proporcionar informacion para identificar y seleccionar materiales
gue posiblemente produciran progenie que presente altos niveles de heterosis en el

rendimiento y sus componentes (Vélez-Torres et al., 2018); sin embargo, esto conlleva alto
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costo, tiempo y esfuerzo de los fitomejoradores en la evaluacion y seleccion de las lineas.
Aunque en el presente estudio no se observaron diferencias significativas en las técnicas
tradicionales para la generacion de hibridos competentes en rendimiento, ambos métodos son
importantes en un programa de hibridacion y pueden ser complementarios con las técnicas
moleculares para predecir las mejores combinaciones hibridas. Por lo anterior, se considera
que las lineas se pueden seleccionar por su rendimiento per se puesto que frecuentemente esta
positivamente correlacionado con su aptitud combinatoria (Buenrostro-Robles et al., 2017);
asi mismo, la prueba a través de mestizos estd estrechamente relacionada con la aptitud
combinatoria general de las lineas, lo que permite estimar los efectos genéticos aditivos
(Sanchez-Ramirez et al., 2020). En esta perspectiva las lineas encontradas con buena ACG
pueden ser utilizadas para la generacion de variedades sintéticas, asi también, aquel conjunto
de lineas con altos valores de ACE pueden ser aprovechadas por su tipo de accién génica no
aditiva para la expresion de una mayor heterosis en la formacion de hibridos de cruza simple.
Una alternativa y practica para acelerar el proceso de liberacién de genotipos a nivel
comercial es el uso de los marcadores moleculares, ya que la seleccion puede hacerse en
diferentes etapas fenoldgicas de las plantas, lo que permite acortar los tiempos para generar
una nueva variedad comercial con respecto al mejoramiento convencional; al acortar los
plazos de seleccién y liberacion de variedades se logrard un ahorro sustancial de recursos
econdmicos y humanos (Valadez y Kahl, 2000). Si bien es cierto en el analisis de regresion
lineal entre las distancias genéticas de las lineas progenitoras con el rendimiento y sus
componentes mostré6 un poder de bajo a moderado, también, los contrastes ortogonales
revelaron significancia estadistica en rendimiento, didmetro de mazorca, altura de planta y de
mazorca en comparacion con los métodos tradicionales; por lo demas, es factible adoptar el
uso de los microsatélite como marcadores utiles en los programas de mejoramiento genético

para predecir eficazmente a los progenitores en la generacion de hibridos o por lo menos
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reducir el volumen de materiales involucrados en las evaluaciones de lineas de campo, con el
objetivo de minimizar tiempo y recursos economicos. Estudios recientes concuerdan con lo
obtenido en este estudio en el sentido que al utilizar marcadores moleculares de tipo
microsatélite para la estimacion de divergencia genética de las lineas se obtendran resultados
con mayor expresion de heterosis en rendimiento y sus componentes al involucrar pares de
lineas con mayores distancias genéticas (Bocianowski et al., 2021; 2020; Ghos et al., 2018;
Nyaga et al., 2020; Marcédn et al., 2019).

Desde la década de los 1980s se han desarrollado numerosas técnicas de marcadores
moleculares enfocadas en multiples aplicaciones y cada vez mas se abre la posibilidad de
llevar estudios de diversidad genética hacia nuevos niveles de precision con estos avances
biotecnolodgicos. Si bien los SSRs han sido durante muchos afios los marcadores preferidos
para multiples objetivos como genética forense, pruebas de paternidad, analisis poblacionales,
estudios de diversidad e identificacion varietal, construccion de mapas genéticos y estudios de
asociacion (Balloux y Lugon - Moulin, 2002), éstos se han utilizado con mayor frecuencia en
estudios de caracterizacion de diversidad genética y de estructura poblacional en especies de
plantas cultivadas, por sus mdltiples ventajas como confiabilidad, reproducibilidad y
automatizacion (Bedoya et al., 2010). Actualmente, los SNPs (Single nucleotide
polymorphism) estan remplazando a los marcadores de tipo SSR en estudios masivos, dado
gue pueden ser automatizados via plataformas de genotipado de alto rendimiento; sin
embargo, los microsatélites siguen siendo marcadores muy empleados, especialmente en
estudios con un menor nimero de individuos (Ellegren, 2004). Los avances en tecnologias de
ultima generacion han impulsado la utilizacion de la secuenciacion del ADN hasta el punto de
que el genotipeo por secuenciacion (GBS por sus siglas en inglés) es ahora aplicado para
estudios de diversidad, constituyendo un método técnicamente simple, adecuado para los

estudios de caracterizacion de germoplasma, mejoramiento y el mapeo de caracteres en
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diversos organismos (Elshire et. al., 2011), aunque con requerimientos de equipo mucho mas
exigentes en cuanto a costo. Dentro de este marco, la seleccion mas apropiada de los
marcadores moleculares depende del objetivo del trabajo, para lo cual se debe considerar el
costo en si de la técnica, ademas de personal capacitado e instalaciones adecuadas de
laboratorio con las que se cuenta.

Es importante resaltar que el analisis para predecir combinaciones en pares de lineas de
maiz como progenitores de hibridos en la zona norte de Tamaulipas empleando marcadores de
tipo microsatélite es novedoso, ya que no hay trabajos documentados que hayan realizado
estudios sobre el uso de los SSRs como herramienta complementaria en los programas
clasicos de mejoramiento genético en CERIB-INIFAP. Por ultimo, se debe de dejar en claro
que los marcadores moleculares no vienen a suplir a los métodos genotécnicos tradicionales,
mas bien, se puntualiza que los marcadores moleculares pueden ser una herramienta auxiliar
eficaz en los programas de mejoramiento por hibridacion tradicional con la finalidad de

detectar combinaciones con relacién a su divergencia genética.
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CONCLUSIONES GENERALES
En este trabajo se determind que la efectividad en la prediccion de hibridos maiz en

relacién con la divergencia genética de sus lineas parentales depende de la variable de interés.

Las variables asociadas a los componentes de rendimiento revelaron diferencias
estadisticas y relacion baja entre sus distancias genéticas, sin embargo, los caracteres altura de
planta y altura de mazorca, demostraron asociacién moderada.

Con los microsatélites se detectdé un poder moderado en la prediccion del desempefio de
hibridos en maiz, con la ventaja de ahorros en tiempo y recursos al no involucrar pruebas de
aptitud combinatoria.

El uso de marcadores moleculares y los métodos tradicionales en un programa de
hibridacion revelan diferentes resultados en la generacion de nuevos hibridos.

Se identificd un hibrido superior en rendimiento y sus componentes al combinar pares de
lineas con mayores distancias genéticas. El hibrido, derivado con informacién molecular, fue
competente con los testigos comerciales de la region.

Los marcadores moleculares de tipo microsatélite mostraron una mayor eficiencia en la
prediccion del desempefio de hibridos de cruza simple de maiz en comparacién con los
métodos tradicionales per se y mestizos.

El uso de los microsatélites puede ser una herramienta factible de implementar dentro de
los programas de mejoramiento genético tradicionales para la generacion de nuevos hibridos,
con la finalidad de minimizar recursos econdmicos, esfuerzo y tiempo al no involucrar

pruebas de aptitud combinatoria de sus progenitores.
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